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SANTRUMPOS 

ABTS – 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono rūgštis) 
ATCC  – Amerikietiškos ląstelių kultūros kolekcija  

(angl. American type culture collection) 
A7G – apigenin-7-O-gliukozidas 
BMR – branduolių magnetinio rezonanso spektroskopija 
CGA – chlorogeno rūgštis 
CLSI – klinikinių ir laboratorinių standartų institutas 
CUPRAC – vario redukcinė antioksidacinė galia  

(angl. cupric reducing  antioxidant capacity) 
DC–MS – dujų chromatografija – masių spektrometrija 
DMD – diodų matricos detektorius 
DPPH – 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas 
EC50 – koncentracija, kuri sukelia 50 proc. biologinių ar biocheminių 

funkcijų praradimą 
ESC – efektyvioji skysčių chromatografija 
FBS – fetalinis veršelių serumas 
FRAP – geležies redukcinė antioksidacinė galia  

(angl. Ferric reducing antioxidant power) 
GSH – glutationas (γ-glutamilcisteinilglicinas) 
HF – žmogaus odos fibroblastai 
HT–29 – žmogaus gaubtinės žarnos adenokarcinomos ląstelių linija 
KATOIII – žmogaus skrandžio karcinomos ląstelių linija 
LPO – lipidų peroksidacija 
MSK – minimali slopinanti koncentracija 
MTT – 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas 
PC – plonasluoksnė chromatografija 
SC–KFE/MS – skysčių chromatografijos – kietos fazės ekstrakcijos/masių 

spektrometrija 
SOD – fermentas superoksido dismutazė 
UESC – ultraefektyvioji skysčių chromatografija 
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ĮVADAS 

Gamtinės kilmės junginiai yra perspektyvus bioaktyvių komponentų šal-
tinis, nes dažnai pasižymi mažesniu toksiškumu ir geba veikti sinergistiškai, 
sustiprindamos terapinį poveikį [1]. Ypatingas dėmesys skiriamas augalinės 
kilmės ekstraktams, kuriuose aptinkama biologiškai aktyvių junginių, galin-
čių turėti antimikrobinį, antioksidacinį ir priešvėžinį poveikį [2, 3]. Antimik-
robinių ir priešvėžinių junginių atranka bei jų biologinių poveikių tyrimai yra 
viena iš prioritetinių šiuolaikinės medicinos ir farmakologijos mokslinių 
tyrimų krypčių. Didėjant atsparumui antibiotikams ir vėžio atvejų augimui, 
visame pasaulyje ieškoma naujų, efektyvių ir saugių terapinių alternatyvų [4, 
5]. Tikslingas nepakankamai išnaudotų augalų tyrimas yra svarbus tiek 
moksliniu, tiek praktiniu požiūriu, nes leidžia atrasti naujus natūralios kilmės 
bioaktyvių junginių šaltinius, kurie gali būti pritaikomi maisto, farmacijos ar 
kosmetikos srityse. Daugelio tokių augalų biologinis poveikis ir cheminė 
sudėtis vis dar nėra pakankamai ištirti, todėl jų panaudojimo potencialas 
išlieka neišnaudotas. Ypač svarbu tirti augalus, gebančius augti ekstrema-
liomis ar nepalankiomis sąlygomis, nes jie dažnai turi išvystytus apsauginius 
biocheminius mechanizmus. Tokie mechanizmai lemia didesnę antrinių 
metabolitų, įskaitant antioksidantus ir fenolinius junginius, koncentraciją, o 
tai padidina jų biologinį aktyvumą ir galimą terapinį poveikį. Be to, šie 
junginiai gali turėti priešuždegiminį, antimikrobinį, priešvėžinį ar kitokį 
naudingą farmakologinį poveikį. Viena iš nepakankamai išnaudotų augalinių 
žaliavų, turinčių reikšmingą terapinį potencialą, yra dygioji usnis Cirsium 
vulgare (Savi) Ten. [6].  

Dygioji usnis (Cirsium vulgare (Savi) Ten.) yra astrinių (Asteraceae) 
augalų šeimai priklausantis žolinis augalas. C. vulgare yra paplitusi Europo-
je, Azijoje, Šiaurės Afrikoje ir Šiaurės Amerikoje. Lietuvoje dygioji usnis 
nėra priskiriama vaistiniams augalams. Tai ruderalinis augalas, kuris geba 
prisitaikyti prie aplinkos sąlygų, todėl šio augalo žaliavos panaudojimas – 
tvarus būdas panaudoti mažai vertintą natūralią florą. Šių augalinių žaliavų 
fitocheminės sudėties ir jų poveikio nustatymo tyrimai yra svarbi mokslinių 
tyrimų kryptis, leidžianti įvertinti šių augalinių žaliavų panaudojimo galimy-
bes sveikatinimo srityse [7]. 

 Dygiosios usnies ekstraktuose nustatyti biologiškai aktyvūs junginiai 
(fenolio junginiai, aminorūgštys) pasižymi įvairiapusiu biologiniu aktyvumu 
[6–9]. Fenolio junginiai, tokie kaip fenolinės rūgštys ir flavonoidai, pasižymi 
stipriu antioksidaciniu poveikiu – apsaugo ląsteles nuo oksidacinio streso, 
kuris yra susijęs su lėtinių ligų ir vėžinių susirgimų vystymusi [10]. 
Aminorūgštys, tokios kaip L-glutamo rūgštis ir L-asparto rūgštis, yra būtinos 
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žmogaus organizmui, nes dalyvauja metabolizmo procesuose. Šios amino-
rūgštys yra svarbios ląstelių augimui ir proliferacijai, nukleotidų sintezei ir 
gliukogenezei bei nervų sistemos vystymuisi [7, 11, 12]. Literatūroje aprašo-
mi mokslinių tyrimų rezultatai apie dygiosios usnies ekstraktų priešuždegi-
minį, antiseptinį, hepatoprotekcinį ir diuretinį poveikius [7, 12–15]. Dygio-
sios usnies ekstraktai naudojami liaudies medicinoje reumatinio uždegimo 
požymiams gydyti, o nuovirai – skausmui mažinti [7, 9]. Atsižvelgiant į 
dygiosios usnies ekstraktų sudėtyje esančių biologiškai aktyvių junginių 
įvairovę ir jų farmakologinį potencialą, šis augalas išlieka vertingu natūralių 
bioaktyvių medžiagų šaltiniu, todėl svarbu plėsti šio augalo biologiškai 
aktyvių junginių identifikavimo ir jų biologinio poveikio tyrimus, siekiant 
įvertinti C. vulgare žaliavos potencialą sveikatinimo produktų gamyboje. 

Norint nustatyti naujas C. vulgare augalinės žaliavos taikymo galimybes 
sveikatinimo srityse, būtina išsamiai analizuoti veiksnius, lemiančius šio 
augalo biologiškai aktyvių junginių sudėties ir koncentracijos pokyčius. 
Biologiškai aktyvių junginių kokybinės ir kiekybinės sudėties nustatymui, 
C. vulgare augalinėje žaliavoje, svarbu taikyti metodus, kurių dėka galima 
tiksliai įvertinti augalinės žaliavos ir iš jos pagamintų produktų fitocheminę 
sudėtį. Šiuolaikinės validuotos metodikos leidžia įvertinti fitocheminę sudėtį 
skirtingais fenologiniais tarpsniais ir nustatyti, kada sukaupiama daugiausia 
biologiškai aktyvių junginių. Analizuojant skirtingas augalo dalis (žiedynus, 
lapus, šaknis), galima nustatyti junginių kaupimosi dėsningumus vegetatyvi-
niuose ir generatyviniuose organuose. Dygiosios usnies augalinės žaliavos 
ekstraktų fitocheminę sudėtį svarbu tyrinėti išsamiau, siekiant nustatyti 
biologiškai aktyvius junginius, galinčius turėti reikšmingą poveikį organizmo 
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Darbo tikslas: Ištirti Lietuvoje augančių dygiųjų usnių (Cirsium vulgare 
(Savi) Ten.) fenolinių junginių ir aminorūgščių kokybinę ir kiekybinę sudėtį 
bei įvertinti ekstraktų biologinį poveikį ląstelių kultūroms in vitro.  

Uždaviniai:  
1. Išvystyti ir validuoti efektyviosios skysčių chromatografijos (ESC) 

metodiką fenolinių junginių ir dujų chromatografijos – masių spek-
trometrijos (DC–MS) metodiką aminorūgščių kokybinės ir kiekybi-
nės sudėties nustatymui dygiųjų usnių ėminiuose. 
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2. Ištirti dygiųjų usnių augalinių žaliavų (lapų, žiedynų, šaknų) feno-
linių junginių kokybinės ir kiekybinės sudėties varijavimą skirtin-
gais fenologiniais tarpsniais.  

3. Ištirti dygiųjų usnių augalinių žaliavų (lapų, žiedynų, šaknų) amino-
rūgščių kokybinės ir kiekybinės sudėties varijavimą skirtingais feno-
loginiais tarpsniais.  

4. Įvertinti dygiųjų usnių ekstraktų antioksidacinį, priešvėžinį ir anti-
mikrobinį poveikį in vitro modelinėse sistemose. 

Naujumas 
Šiame tyrime nagrinėjama nepakankamai išnaudota augalinė Cirsium 

vulgare žaliava, kuri yra biologiškai aktyvių medžiagų šaltinis. Tyrimai susiję 
su C. vulgare žaliava išlieka moksliškai neapibrėžti. Iki šiol nėra mokslinių 
tyrimų, kuriuose būtų vertinta vegetacijos eiga, aminorūgščių kiekis ir šios 
žaliavos potencialas maistingumui. Tyrimai su šia augaline žaliava tebėra 
fragmentiški ir jų apimtis yra maža. Šiame darbe pirmą kartą kompleksiškai 
analizuojami C. vulgare antriniai metabolitai, jų biologinis aktyvumas. Gauti 
tyrimo rezultatai prisideda prie naujų duomenų kaupimo apie nepakankamai 
išnaudotus vietinius augalus, kurie gali būti pritaikomi kaip tvarūs ir 
ekonomiškai naudingi ištekliai įvairiose pramonės srityse. Tai leidžia ne tik 
plėsti mokslines žinias apie rūšies cheminę sudėtį ir biologinį aktyvumą, bet 
ir vertinti jos praktinį potencialą platesniame taikomųjų mokslų kontekste.  

Tyrimų metu, pritaikius ekstrakciją su grįžtamuoju šaldytuvu, naudojant 
50 proc. (v/v) etanolį, fenolinių junginių ekstrakcijos efektyvumas padidėjo 
1,7 karto, lyginant ją su ekstrakcijomis atliktomis kitokiomis sąlygomis. 
Tokiu būdu atlikta ekstrakcija užtikrino patikimą ir efektyvų fenolinių jun-
ginių išgavimą iš dygiųjų usnių žaliavos. Kokybinei ir kiekybinei fenolinių 
junginių bei aminorūgščių sudėties analizei atitinkamai pritaikytos ir vali-
duotos ESC–DMD bei DC–MS su derivatizacija metodikos. Pirmą kartą 
atlikti dygiųjų usnių (C. vulgare) žaliavose esančių 11 fenolinių junginių 
tyrimai, kuriuose didžiausią dalį sudarė apigenin-7-O-gliukozidas (A7G) ir 
chlorogeno rūgštis (CGA). Tyrimų metu augalo lapų, žiedynų ir šaknų 
ekstraktuose nustatyta atitinkamai 15, 14 ir 13 aminorūgščių, iš kurių didžiau-
sią dalį sudarė nepakeičiamosios L-asparto ir L-glutamo rūgštys. Fenolinių 
junginių ir aminorūgščių kiekybinės bei kokybinės sudėties pokyčių analizė, 
nuo fenologinio ramybės periodo pabaigos iki sėklų brandos tarpsnio, leidžia 
nustatyti, kada sukaupiama didžiausia šių junginių koncentracija ir įvertinti 
jų potencialų panaudojimą. Pirmą kartą atlikti biologinio aktyvumo tyrimai, 
kuriuose įvertintas skirtingų dygiųjų usnių (C. vulgare) ekstraktų (lapų, žie-
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dynų, šaknų) antioksidacinis, antimikrobinis ir priešvėžinis poveikis. Nusta-
tytas reikšmingas usnių žaliavų ekstraktų biologinis aktyvumas patvirtina jų 
potencialų panaudojimą tolimesniems tyrimams. Siekiant geriau suprasti 
C. vulgare ekstraktuose aptiktų biologiškai aktyvių junginių veikimo mecha-
nizmus ir jų taikymo galimybes sveikatinimo srityje, būtina atlikti išsames-
nius farmakologinius ir klinikinius tyrimus. 

Praktinė ir teorinė reikšmė  
Atlikti moksliniai tyrimai pateikia naujų žinių apie dygiųjų usnių (C. vul-

gare) augalinių žaliavų cheminę sudėtį ir jų ekstraktų biologinį aktyvumą. 
Tyrimų metu pritaikytos ir validuotos ICH Q2(R2) gaires atitinkančios efek-
tyviosios skysčių chromatografijos ir dujų chromatografijos – masių spektro-
metrijos metodikos, skirtos detaliam fenolinių junginių ir aminorūgščių 
nustatymui C. vulgare augalinėje žaliavoje. Dygiųjų usnių (lapų, žiedynų, 
šaknų), surinktų skirtingais fenologiniais tarpsniais, fenolinių junginių ir 
aminorūgščių sudėties pokyčių analizė yra svarbi, siekiant suprasti antrinių 
metabolitų biosintezės dėsningumus augalo vystymosi metu. Validuotos 
metodikos gali būti taikomos vertinant dygiųjų usnių augalinių žaliavų koky-
bę ir atliekant C. vulgare ekstraktų kokybinės bei kiekybinės sudėties stan-
dartizavimo tyrimus. 

Dygiųjų usnių augalinėse žaliavose (lapuose, žiedynuose, šaknyse) nu-
statyti fenoliniai junginiai ir aminorūgštys yra biologiškai aktyvūs kompo-
nentai. Nepakeičiamų aminorūgščių, tokių kaip L-asparto ir L-glutamo 
rūgščių, nustatymas suteikia vertingų žinių apie C. vulgare augalinės žaliavos 
maistinę vertę. Kiekybinė analizė parodė, kad L-glutamo ir L-asparto rūgščių 
kiekis tirtų augalų lapų žaliavose svyravo nuo 2,68 iki 3,78 mg/g ir buvo 
maždaug dvigubai didesnis, palyginti su kitų tirtų Asteraceae šeimos augalų 
lapų žaliavomis, kuriose šių aminorūgščių kiekis siekė 1,10–1,33 mg/g [16]. 
Usnių ekstraktuose nustatytas platus spektras aminorūgščių, kurios gali būti 
panaudojamos natūraliuose maisto papilduose, skirtuose papildyti organizmą 
aminorūgštimis. Nustatytos aminorūgštys augalo ekstraktuose gali būti pritai-
kytos kuriant preparatus, skirtus medžiagų apykaitos, kepenų ar raumenų 
funkcijos palaikymui. Atlikti tyrimai skatina tolesnius tyrimus, siekiant pa-
grįsti augalo žaliavos ekstraktų panaudojimą sveikatinimo produktų gamy-
boje. 

Sausųjų ekstraktų, pagamintų iš augalo žiedynų ir šaknų, antimikrobinio 
aktyvumo tyrimo rezultatai su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis, Bacillus cereus ir Proteus vulgaris bakterijų kultūromis parodė, kad 
šie ekstraktai gali būti potencialiai veiksmingi dėl jų antimikrobinio poveikio. 
Priešvėžiniuose tyrimuose naudoti ekstraktai, pagaminti iš dygiųjų usnių 
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žiedynų, reikšmingai slopino žmogaus skrandžio karcinomos (KATO III) ir 
žmogaus gaubtinės žarnos adenokarcinomos (HT–29) ląstelių linijų gyvybin-
gumą. „Žaizdos gijimo“ tyrimo metu nustatyta, kad šaknų ekstraktas stipriau-
siai slopino HT–29 ląstelių migraciją. Žiedynų ekstraktas sumažino sferoidų 
gyvybingumą iki 77,9 proc., o šaknų ekstraktas – iki 81,5 proc. Nustatytas 
C. vulgare ekstraktų antioksidacinis aktyvumas yra svarbus vertinant poten-
cialų jų naudojimą produktuose, skirtuose oksidacinio streso ir su juo susiju-
sių būklių kontrolei. Dygiųjų usnių ekstraktai slopino mikroorganizmų, įskai-
tant gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas bei mieliagrybius, augimą, 
kas pateikia naujų mokslinių duomenų apie jų galimą panaudojimą kaip 
natūralių konservantų. Tyrimo rezultatai apie dygiosios usnies ekstraktų 
priešvėžinį poveikį yra reikšmingi ieškant naujų, natūralios kilmės, papildo-
mų ar alternatyvių priešvėžinės terapijos galimybių. Turimi tyrimų duomenys 
apie dygiosios usnies ekstraktų antioksidacinį, antimikrobinį ir priešvėžinį 
aktyvumą skatina tolesnius tyrimus, siekiant nustatyti biologiškai aktyvių 
junginių individualų poveikį bei sinergistinę sąveiką. 

Darbo rezultatų aprobavimas  
Tyrimų rezultatai pristatyti 5-iose tarptautinėse mokslinėse konferen-

cijose: „IECPS 2024 : The 3rd International electronic conference on Plant 
Sciences” (2024 m. sausio mėn. 15–17 d. nuotolinė konferencija), „Interna-
tional conference of Life Sciences The COINS 2023” (2023 m. balandžio mėn. 
24–27 d. Vilnius, Lietuva), „The joint international scientific practical con-
ference Contemporary Pharmacy: Issues, Challenges and Expectations 
2022 – CPICE-PSP 2022” (2022 m. gegužės mėn. 6 d. Kaunas, Lietuva), 
„70th International Congress and Annual Meeting of the Society for 
Medicinal Plant and Natural Product Research (GA)” (2022 m. rugpjūčio 28–
31 d. Salonikai, Graikija), „The Vital Nature Sign: 15th International 
Scientific Conference The Vital Nature Sign” (2021 m. gegužės 20–21 d. 
Kaunas, Lietuva). 

Tyrimų tematika paskelbtos 4 mokslo publikacijos, išspausdintos tarp-
tautiniuose mokslo leidiniuose, turinčiuose cituojamumo rodiklį Clarivate 
Analytics Web of Science (CA WoS) duomenų bazėje. 
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Darbo apimtis ir struktūra  
Disertacija parengta lietuvių kalba. Disertaciją sudaro įvadas, literatūros 

apžvalga, tyrimų objektai ir metodai, rezultatai ir jų aptarimas, išvados, 
santrauka (anglų k.), literatūros sąrašas (194 šaltiniai), disertacijos tema 
paskelbtų publikacijų sąrašas, mokslo konferencijų disertacijos tema sąrašas, 
priedai, gyvenimo aprašymas, padėka. Darbe pateiktos 9 lentelės ir 17 pa-
veikslų. Disertacijos apimtis 140 puslapių. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Dygiųjų usnių (C. vulgare) morfologija ir paplitimas 

Cirsium vulgare (Savi) Ten., dar kitaip vadinama Carduus lanceolatus 
L., Carduus vulgaris Savi. Augalas priklauso eukariotų domenui, augalų 
karalystei, Asteraceae šeimos augalams, Cirsium genčiai [17]. 

C. vulgare yra dvimetis, kartais daugiametis augalas [18]. Stiebas 50–
120 cm aukščio, šakotas. Lapai ištisiniai, lancetiški arba skiautėti, spygliškai 
dantyti [19]. Pirmaisiais metais suformuojama lapų rozetė su elipsiškais, 
dygliuotais lapais dantytu lapalakščiu. Augalas turi šakotą liemeninių šaknų 
sistemą, sudarytą iš keleto šaknų [20]. Antraisiais metais augalo aukštis gali 
siekti iki 2 metrų [21]. Stiebas briaunotas ir dygliuotas su pražanginiais 
lapais. Stiebo lapai lancetiški iki 30 cm ilgio, jų lapalakštis yra su didesnėmis 
skiltimis ir iškarpymais nei rozetės lapų. Viršutinė lapo pusė yra spygliuota. 
Lapo skiltys baigiasi spygliu. Violetinės spalvos dvilyčiai žiedai (virš 200) 
yra vamzdiški, išsidėstę galvutės pavidalo žiedyne. Žiedynai būna pavieniai 
arba sudaro grupes iš 2–3 žiedų. Baltažiedė forma yra reta. Žiedynas yra 
kiaušinio formos ir gausiai apgaubtas pažiedėmis [20]. Žiedynsostis yra 3–
5 cm ilgo, plokščias. Violetiniai dvilyčiai žiedai yra vamzdiniai, išsidėstę 
galvutėje (trumpakočiai žiedai sutelkti sustorėjusiame žiedynsostyje). 
Pažiedlapiai sudaro skraistę, kuri gaubia žiedynsostį. Žiedynai gali atsirasti 
pavieniui arba žiedkočio galūnėje suformuojant dviejų ar trijų žiedynų san-
kaupą. Galvutės, kurių didžiausioje yra daugiau nei 200 žiedynų, yra kiauši-
nio formos su daugybe žiedynų [18]. Žydėjimas trunka didžiąją metų dalį, 
tačiau paprastai vyksta nuo pavasario iki rudens, priklausomai nuo augimo 
sąlygų [20]. Vaisius yra lukštavaisis (arba vienasėklis neatsidarantis sausasis 
vaisius) su skristuku. Skirstuko spalva varijuoja ir gali būti balta, geltona, 
pilka, ruda ar juoda. Lukštavaisiai atvirkščiai kiaušiniški, suploti, keturbriau-
niai, prie pagrindo siaurėjantys. Lukštavaisių paviršius plikas, vagotas, 
blizgantis, šviesiai geltonos ar rudos spalvos su tamsesnėmis juostelėmis 
(2,5–4 mm ilgio ir apie 1,5 mm pločio) su giliai įdubusia viršūne [22, 23]. 
Ant jų yra skristukas (lot. pappus) iš balkšvų plunksnų šerių (8–25 mm ilgio), 
kurie beveik apgaubia subrendusį vaisių [23, 24]. C. vulgare dauginasi beveik 
vien sėklomis, turinčiomis skristuką (lot. pappus), kurios vėjo pagalba pa-
sklinda po aplinką. Mažesniu mastu sėklas platina vanduo, gyvūnai, trans-
porto priemonės [21]. 

Augalas C. vulgare yra kilęs iš Eurazijos, kur ypač paplitęs pūdymuose, 
ganyklose ir apleistose neužstatytose vietose [24, 25]. Jis randamas daugiau 
nei 50 šalių, yra natūralizuotas ir plačiai paplitęs visuose žemynuose, išskyrus 
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niai, prie pagrindo siaurėjantys. Lukštavaisių paviršius plikas, vagotas, 
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Ant jų yra skristukas (lot. pappus) iš balkšvų plunksnų šerių (8–25 mm ilgio), 
kurie beveik apgaubia subrendusį vaisių [23, 24]. C. vulgare dauginasi beveik 
vien sėklomis, turinčiomis skristuką (lot. pappus), kurios vėjo pagalba pa-
sklinda po aplinką. Mažesniu mastu sėklas platina vanduo, gyvūnai, trans-
porto priemonės [21]. 

Augalas C. vulgare yra kilęs iš Eurazijos, kur ypač paplitęs pūdymuose, 
ganyklose ir apleistose neužstatytose vietose [24, 25]. Jis randamas daugiau 
nei 50 šalių, yra natūralizuotas ir plačiai paplitęs visuose žemynuose, išskyrus 
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Antarktidą [22]. Tai ypač paplitusi invazinė usnių rūšis Pietų Afrikoje, Etio-
pijoje, Kenijoje, Šiaurės Amerikoje, Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje, 
kuri aptinkama kviečių auginimo vietose ir aplink didžiųjų ežerų regioną [25, 
26]. 

1.2. Dygiųjų usnių (C. vulgare) fitocheminės sudėties  
tyrimo metodai 

Literatūroje aprašomi tyrimų duomenys nurodo, kad Cirsium genties 
augalai, o tame tarpe ir C. vulgare savo sudėtyje kaupia flavonoidus, stero-
lius, triterpenus, alkaloidus, poliacetilenus, acetilenus, angliavandenius, ami-
norūgštis, seskviterpenus, laktonus, fenolio rūgštis ir lignanus [27]. Visi šie 
junginiai aptinkami pavieniuose Cirsium genties fitocheminės sudėties tyri-
muose [21, 28, 29]. Išsamūs tyrimai apie metanolinių C. vulgare lapų ir 
žiedynų ekstraktų kokybinę ir kiekybinę sudėtį yra atlikti autorių Nazaruk ir 
Sieliwoniuk [6, 30]. Autoriai Nazaruk ir kiti, savo tyrime nurodo, kad naudo-
jant skirtingus tirpiklius iš C. vulgare žaliavos galima išekstrahuoti labai 
platų biologiškai aktyvių junginių spektrą, todėl išsami kiekinės sudėties 
analizė panaudojant kitokius ekstrahentus yra reikalinga [6]. 

Fenolinių junginių nustatymo metodai C. vulgare augalinėje 
žaliavoje 
C. vulgare savo sudėtyje kaupia flavonoidus, flavonus ir fenolio rūgštis. 

Tai dalis junginių priklausančių fenolinių junginių grupei [31]. Flavonoidai 
gali būti skirstomi į flavonolius, flavonus, izoflavonus, antocianinus, flava-
nonus, katechinus ir chalkonus, atsižvelgiant į jų cheminę struktūrą ir hetero-
ciklinio žiedo oksidacijos laipsnį. Flavonoidai paprastai būna glikozidų 
pavidalu. Dvi pagrindinės fenolio rūgščių grupės tai hidroksibenzenkarboksi-
rūgštys ir hidroksicinamono rūgštys. Stilbenai, taninai ir ligninai yra gaunami 
iš fenolio rūgščių [32].  

Nors atlikta daugybė tyrimų fenolio junginių aptikimui skirtingomis ty-
rimų metodikomis ir fenolio junginių struktūrinių grupių kiekybiniam nusta-
tymui, augalų cheminės sudėties tyrimai vis dar išlieka sudėtingi dėl daugia-
komponentės augalų žaliavų sudėties. Fenolinių junginių kiekiai C. vulgare 
augalinėje žaliavoje iki šiol buvo tyrinėti mažai. Pavienėse studijose buvo 
ištirti fenolinių junginių kokybiniai skirtumai C. vulgare augalinėje žaliavoje, 
tačiau trūksta duomenų apie C. vulgare augalinės žaliavos fitocheminės sudė-
ties pokyčius skirtinguose fenologiniuose tarpsniuose ir skirtingose žaliavos 
dalyse [33, 34]. Tikslių kiekybinių fenolinių junginių nustatymo metodikų 
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poreikis nuolat auga, todėl aktualu plėtoti ir taikyti metodikas grindžiamas 
fenolinių grupių struktūromis [35].  

Efektyvioji skysčių chromatografija (ESC) ir dujų chromatografija (DC), 
arba jų kombinacijos su masių spektrometrija (MS), yra du dažniausiai 
taikomi metodai fenoliniams junginiams kiekybiškai įvertinti. Kiti svarbūs 
metodai apima spektrofotometrinius testus ir plonasluoksnę chromatografiją 
[36]. Augalų ekstraktų fitocheminė sudėtis gali būti analizuojama naudojant 
plonasluoksnės chromatografijos „pirštų atspaudą“, kuris atspindi specifinių 
farmakologiškai aktyvių junginių, įskaitant fenolinius junginius, chromato-
grafinį profilį. ESC yra pažangesnė ir automatizuota plonasluoksnės chroma-
tografijos versija, kurią sudaro naujausi techniniai patobulinimai, skirti fito-
cheminių medžiagų kokybės vertinimui ir analizei. Šis metodas pasižymi 
tokiais pranašumais kaip paprastas mėginių paruošimas, galimybė optimi-
zuoti specifinių junginių analizę ir tuo pačiu metu palyginti daugybę mėginių 
vienoje plokštelėje. Toks lygiagretus palyginimas leidžia nustatyti tiriamų 
augalų sudėties panašumus ir skirtumus [37–39].  

Dujų chromatografija (DC) yra vienas iš metodų, naudojamų fenolinių 
junginių, tokių kaip fenolio rūgštys [40], kondensuoti taninai [41] ir flavo-
noidai [42], atskyrimui, identifikavimui ir kiekybiniam nustatymui. Naudo-
jant dujų chromatografiją, fenolinių junginių kiekybinis nustatymas gali 
reikalauti papildomų paruošimo etapų, tokių kaip lipidų pašalinimas iš 
ekstrakto, fenolinių junginių atpalaidavimas iš glikozidinių ir esterių jungčių, 
naudojant fermentines [43], šarmines [44] ar rūgštines [45] terpes, cheminio 
modifikavimo žingsnių, pavyzdžiui, jų pavertimo lakiaisiais dariniais [35]. 
Autoriai Banaras ir kiti, tyrę antimikrobinį Cirsium arvense poveikį pasirink-
toms mikroorganizmų kultūroms, atliko ir C. arvense metanolinių ekstraktų 
analizę dujų chromatografijos – masių spektrometrijos metodu. Atlikto 
tyrimo metu nustatyta, kad didžiausias identifikuotas fitocheminių junginių 
kiekis nustatytas metanoliniame lapų ekstrakte. Identifikuota dešimt 
fitocheminių junginių, tarp kurių nustatyti vyraujantys junginiai: 10-
oktadekeno rūgšties metilo esteris (26,44 proc.), 6,7-dimetoksi-2,2-dimetil-2H-
1-benzpiranas (20,19 proc.), heksadekano rūgšties metilo esteris (15,75 proc.) 
ir (Z,Z)-oktadeka-9,12-dieno rūgšties metilo esteris (12,63 proc.) [46]. 

Pagrindiniai su dujų chromatografija susiję iššūkiai, kurie nėra būdingi 
efektyviosios skysčių chromatografijos metodams, apima fenolinių junginių 
derivatizaciją. Derivatizacijai ir lakiųjų junginių atskyrimui yra naudojamos 
įvairios reagentų rūšys. Etil- ir metilchloroformiatas, diazometanas ir dimetil-
sulfoksidas kartu su metiljodatu yra naudojami fenolinių junginių metilo ar 
etilo esteriams gauti [47–49]. Kita reagentų karta, turinti privalumų atskiriant 
lakias medžiagas, yra trimetilsililo junginių grupė, tokia kaip trifluorace-
tamidas, N-(tret-butil-dimetilsilil)-N-metiltrifluoracetamidas ir trimetilsililo 
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dariniai [33, 50]. Sililinimo reakcija yra paprasta, nesusidaro nepageidaujami 
šalutiniai produktai [51]. Sililo derivatizacija yra tinkamas pasirinkimas 
fenoliniams junginiams identifikuoti [42]. DC suteikia didesnį jautrumą ir 
specifiškumą, kai naudojama kartu su masių spektrometrija [33]. Padilha ir 
kiti autoriai, nurodo, kad įprastos DC flavonoidinių glikozidų analizės sunku-
mai išspręsti, pritaikius aukštos temperatūros aukštos raiškos DC–MS meto-
dą [52]. Aludat ir kitų autorių tyrimo rezultatai parodė, kad DC–MS analizė, 
naudojant flavonoidų, terpenoidų, lignanų standartų mėginius, buvo efekty-
vesnė nei ESC, nes leido greičiau atlikti analizę, pasiekiant geresnę skiriamąją 
gebą ir užtikrinant aiškesnį junginių atskyrimą sumažinant jų persidengimą 
išsiskyrimo metu [53]. Autoriai Aydin ir kiti, tyrinėję C. vulgare žaliavos 
heksaninius ir metanolinius ekstraktus, identifikavo 41 bioaktyvų junginį 
remiantis DC–MS biblioteka. Terpenoidai sudarė didžiąją dalį (52,89 proc.) 
ekstraktuose nustatytų fitocheminių junginių, iš kurių augalo ekstraktuose 
vyraujantys junginiai buvo lup-20(29)-en-3-olilo acetatas ir lupeolis. Didžiau-
siu bendru fitocheminių junginių kiekiu pasižymėjo ekstraktai pagaminti 
metanolio pagrindu [13]. Išskirtinę daugiapakopę analizę lignanų dariniams 
aptikti, atliko autoriai Khodami ir kiti, kurie pritaikė seką papildomų DC–MS, 
SC–MS/MS, SC–SLMS/MS metodų ir BMR technologiją. Balanofoninas ir 
trachelozido lignanai pirmą kartą nustatyti C. vulgare sėklose [54]. 

Efektyvioji skysčių chromatografija yra dažniausiai naudojama tiek 
fenolinių junginių atskyrimui, tiek kiekybiniam nustatymui [55]. Įvairūs 
veiksniai daro įtaką ESC fenolinių junginių analizei, įskaitant mėginio 
grynumą, mobiliąją fazę, kolonėlių tipus ir detektorius [36]. Įprastai išgry-
ninti fenoliniai junginiai ESC sistemoje analizuojami naudojant atvirkštinės 
fazės C18 kolonėlę (RP-C18), diodų matricos detektorių (DMD) ir rūgštintus 
organinius tirpiklius [33]. Tokį metodinį požiūrį patvirtina ir Malgorzatos su 
bendraautoriais atliktas tyrimas. Taikydami atvirkštinės fazės ESC metodą 
usnių genties augalų žiedynų metanoliniams ekstraktams analizuoti, autoriai 
identifikavo penkis vyraujančius fenolinius junginius: chlorogeno rūgštį, 
apigenin-7-O-gliukozidą, kempferol-3-ramnoglikozidą, kempferol-3-
gliukozidą ir apigeniną [56]. Efektyviosios skysčių chromatografijos metodo 
jautrumas ir aptikimo riba priklauso nuo detektoriaus, chromatografinės 
sistemos, analitės savybių ir mėginio grynumo. Autoriai Sieliwoniuk ir kiti, 
Cirsium rūšies augalui, Cirsium palustre, pritaikė išplėstinį ESC metodą su 
srautine injekcine chemiliuminescencine detekcija. Tyrimo metu nustatyta, 
kad šis fenolinių junginių nustatymo metodas yra 40–65 kartus jautresnis nei 
ESC su DMD detektoriumi [57].  

Fenolinių junginių kiekybiniam nustatymui taikant efektyviosios skysčių 
chromatografijos metodą, tiriamieji mėginiai paprastai paruošiami naudojant 
organinių tirpiklių acetonitrilo arba metanolio ir vandens mišinius. Tokia 
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tirpiklio sistema užtikrina tinkamą junginių tirpumą bei palankų jų pasiskirs-
tymą mobiliojoje fazėje, leidžiantį efektyviai pernešti analites per chromato-
grafinę kolonėlę [58–60]. Rekomenduojamas mobiliosios fazės pH intervalas 
taikomas nuo 2 iki 4, siekiant išvengti fenolinių junginių jonizacijos 
identifikavimo metu. Mobiliajai fazei naudojami vandeniniai acto skruzdžių 
ir/ar fosforo rūgščių tirpalai arba fosfato, citrato ir amonio acetato buferiniai 
tirpalai esant žemam pH [55, 60]. Fenolinių junginių analizei dažniausiai 
taikomas gradientinis eliuavimo metodas, kuris, palyginti su izokratiniu, 
užtikrina geresnį junginių atskyrimą. To pasekoje, padidėja analizės 
tikslumas tiek kokybiniu, tiek kiekybiniu požiūriu, o tai ypač svarbu tiriant 
sudėtingus fenolinių junginių mišinius [51]. Šį požiūrį patvirtina ir Hawrył su 
bendraautoriais atliktas tyrimas – tiriant metanolinius Cirsium genties, 
įskaitant C. vulgare, ekstraktus, kuomet buvo taikytas efektyviosios skysčių 
chromatografijos metodas su gradientiniu eliuavimu, o analizės trukmė buvo 
45 minutės [61].  

Teisingas kolonėlės pasirinkimas yra svarbus veiksnys fenoliniams 
junginiams identifikuoti. Atskiriant skirtingas fenolinių junginių klases pagal 
poliariškumą, dažniausiai naudojamos atvirkštinės fazės (RP-C18) arba 
normaliosios fazės kolonėlės, kurių ilgis siekia 10–30 cm, vidinis skersmuo 
yra 3,9–4,6 mm, o dalelių dydis – 3–10 μm. [51, 62]. Autoriai Havryl ir kiti, 
tyrimų su Cirsium genties augalais metu panaudojo keturias Kinetex (150 × 
4,6 mm) chromatografines kolonėles (C18 5 µm, C18 2,6 µm, pentafluor-
fenilo 5 µm, fenil-heksilo 5 µm) ir mobilią fazę, sudarytą iš metanolio/ 
vandens/1 proc. skruzdžių rūgšties. Atliktame tyrime, naudojant aštuonis 
standartus (naringino, vanilino rūgšties, chlorogeno rūgšties, kavos rūgšties, 
rutino, liuteolino, apigenino, p-kumaro rūgšties) metanoliniuose ekstraktuose 
siekta nustatyti junginių atsikartojamumą genties tyrime. Iš visų tirtų Cirsium 
genties augalų, tik chlorogeno rugšties atsikartojamumas buvo nustatytas 
visose tirtose Cirsium genties augaluose. Visi kiti tirti fitocheminiai junginiai 
variavo skirtinguose žaliavų ekstraktuose, priklausomai nuo augalo rūšies. 
Tiriami fitocheminiai junginiai ekstraktuose identifikuoti lyginant jų 
sulaikymo laikus su standartinių tirpalų sulaikymo laikais [61]. 

ESC technikoms, tokioms kaip UESC, aukštos temperatūros skysčių 
chromatografija (angl. HTLC) ir dvimatė skysčių chromatografija (SC × SC), 
naudojamos naujos kartos kolonėles (monolitinės ir dalinai porėtas), kurių 
ilgis yra 3–25 cm, vidinis skersmuo – 1–4,6 mm, o dalelių dydis – 1,7–10 μm 
[63, 64]. Dauguma ESC analizių atliekamos esant aplinkos temperatūrai, 
tačiau pastaruoju metu dėl naujų kolonėlių ir įrangos siūloma naudoti 
aukštesnę temperatūrą, kurią padidinus chromatografinio atskyrimo procesas 
vyksta greičiau [65]. ESC analizės laikas, kuris gali varijuoti nuo 10 iki 
150 min., taip pat daro įtaką fenolinių junginių aptikimui. Roggero ir kiti, 
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pabrėžė, kad ilgesnis analizės laikas užtikrina aukštą rezultatų atkuriamumą, 
jei palaikoma pastovi temperatūra [66]. Tai patvirtina ir Malgorzatos su 
bendraautoriais tyrimas – taikydami atvirkštinės fazės efektyviąją skysčių 
chromatografiją usnių genties augalų metanoliniuose ekstraktuose, gautuose 
iš žiedynų, jie identifikavo penkis vyraujančius fenolinius junginius: chloro-
geno rūgštį, apigenin-7-O-gliukozidą, kempferol-3-ramnoglikozidą, kemp-
ferol-3-gliukozidą ir apigeniną [56]. 

Fenoliniams junginiams identifikuoti naudojami įvairūs detektoriai, 
leidžiantys atlikti tiek kiekybinę, tiek kokybinę analizę. Dažniausiai taikomi 
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Aminorūgščių klasifikacija ir aminorūgščių nustatymo metodai 
C. vulgare augalinėje žaliavoje 
Mitybos požiūriu, aminorūgštys yra suskirstytos į 3 grupes – pakeičia-

mosios, nepakeičiamosios ir dalinai pakeičiamos. Dalinai pakeičiamos 
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aminorūgštys yra sintetinamos organizmo, tačiau laikomos nepakeičiamo-
mis, kuomet organizmas yra stresinėje būsenoje [71]. Dalinai pakeičiamos 
aminorūgštys yra būtinos organizmo augimo procesuose, todėl jų pakan-
kamas kiekis svarbus augantiems vaikams, mamoms nėštumo ir žindymo 
laikotarpiu [72]. Devynios aminorūgštys, įskaitant histidiną, izoleuciną, 
leuciną, liziną, metioniną, fenilalaniną, treoniną, triptofaną ir valiną yra 
klasifikuojamos kaip nepakeičiamosios, kadangi žmogaus ir kitų žinduolių 
organizmas negali jų sintetinti. Dėl šios priežasties, šios aminorūgštys turi 
būti gaunamos su maistu [73]. Pakeičiamosios aminorūgštys yra sintetinamos 
organizmo. Yra atvejų, kuomet tiek pakeičiamųjų tiek nepakeičiamųjų 
aminorūgščių santykis gali kisti. Aminorūgštys taip pat skirstomos į 3 grupes 
pagal radikalo struktūrą – neutralias, rūgštines ir bazines aminorūgštis [74]. 
Kai kurios aminorūgštys yra paverčiamos į angliavandenius ir vadinamos 
gliukogeninėmis aminorūgštimis [75]. Tam tikros aminorūgštys atlieka labai 
svarbias funkcijas mūsų organizme. Pavyzdžiui, tirozinas gali būti paverčia-
mas hormonais – skydliaukės hormonais: tetrajodtironinu (T4) ir trijodtiro-
ninu (T3), antinksčių hormonais: epinefrinu, norepinefrinu ar kankorėžinės 
liaukos išskiriamu hormonu melatoninu, kuris reguliuoja skydliaukės 
išskiriamų hormonų veiklą nakties metu. Metionino aktyvi forma S-
adenozilmetioninas svarbus trans-metilinimo ląsteliniuose procesuose, nes 
perduoda metilo grupę vykstant hormonų, nukleorūgščių, baltymų, 
fosfolipidų ir kitų medžiagų sintezei. Cistinas ir metioninas yra pagrindiniai 
sieros šaltiniai [71]. 

Dažniausiai aminorūgščių nustatymui augalinėse žaliavose yra taikoma 
jonų mainų chromatografija su pokolonėline derivatizacija, ESC ir DC–MS. 
Jonų mainų chromatografija su pokolonėline derivatizacija plačiai naudo-
jamas metodas aminorūgščių nustatymui įvairiuose biologiniuose mėginiuo-
se, įskaitant gyvūninės ir augalinės kilmės žaliavas. Ši technika apima 
aminorūgščių atskyrimą, derivatizacijos reakcijas, dažniausiai su ninhidrinu, 
sudarant spalvotus kompleksus, kurie vėliau nustatomi fotometriniu būdu. 
Aptikto komplekso signalo intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas amino-
rūgščių koncentracijai [76, 77]. ESC metodas aminorūgščių detekcijai naudo-
jamas dėl savo aukšto jautrumo, tikslumo ir gebėjimo analizuoti sudėtingus 
mėginius. ESC leidžia efektyviai atskirti aminorūgštis pagal jų chemines 
savybes, tokias kaip poliariškumas ir molekulinė masė. Taip pat, papildomai 
atlikus junginių derivatizaciją, galima pagerinti detekciją, padidinant ESC 
metodo jautrumą ir selektyvumą [78]. 

Dujų chromatografijos taikymas aminorūgščių aptikimui augalinėje 
žaliavoje gali būti tikslingas metodas ne tik aminorūgščių koncentracijai nu-
statyti, bet ir siekiant identifikuoti specifinę augalo rūšį, remiantis skirtingo-
mis aminorūgščių sekų variacijomis [79]. Autoriai Bongsang ir kiti, taikant 
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dujų chromatografijos metodiką ir remdamiesi jau žinomais Cirsium genties 
aminorūgščių sudėties genomo „pėdsakais“, aprašė naują Cirsium augalų 
rūšį – C. nipponicum [79]. Dėl aminorūgščių poliškumo, prieš taikant DC 
analizę, dažnai rekomenduojama atlikti derivatizaciją. Aminorūgščių atveju 
derivatizacija apima aktyvių vandenilio atomų, esančių OH, NH2 ir SH 
grupėse, pakeitimą į nepolines grupes. Silinimas yra dažnai taikoma 
derivatizacijos technika, naudojama įvairių junginių analizėje [80]. 
Aminorūgščių analizės metodų parinkimas ir taikymas yra itin svarbus ne tik 
jų kiekybiniam nustatymui augalinėje žaliavoje, bet ir specifinių augalų rūšių 
identifikavimui bei cheminės sudėties ypatumų įvertinimui. 

1.3. Dygiųjų usnių (C. vulgare) ekstraktų 
biologinio aktyvumo tyrimai 

1.3.1. Antioksidacinio poveikio tyrimai 
Oksidacinis stresas – tai būsena, kai laisvųjų radikalų kiekis organizme 

viršija antioksidacinę apsaugą ir jis gali būti kiekybiškai įvertintas [81–83]. 
Laisvieji radikalai sukelia grandinines reakcijas, pažeidžiančias ląsteles, o 
antioksidantai jas nutraukia, oksiduodamiesi patys [84]. Antioksidantai skirs-
tomi į fermentinius (pvz.: SOD, KAT, GPx) ir nefermentinius (pvz.: polife-
noliai, glutationas), kurie veikia sinergiškai, neutralizuodami oksidacinį stre-
są [85–87]. Antioksidantai skirstomi į natūralius ir sintetinius, kurių veiks-
mingumas priklauso nuo jų cheminės struktūros. Dauguma sintetinių anti-
oksidantų yra fenolio tipo junginiai [88, 89]. Jų struktūros dažniausiai pasi-
žymi viena ar keliomis hidroksigrupėmis prijungtomis prie aromatinio žiedo, 
o šių grupių skaičius, padėtis bei kiti prisijungę pakaitai (pvz., metilo, butilo 
grupės) lemia antioksidacinį aktyvumą. Skirtingos cheminės struktūros taip 
pat turi įtakos fizikinėms savybėms, tokioms kaip lakumas, tirpumas ar 
terminis stabilumas [90, 91]. 

Yra įvairių metodų, skirtų antioksidacinio poveikio nustatymui, kurių 
kiekvienas turi savitų ypatumų, priklausomai nuo tiriamų antioksidantų tipo. 
Antioksidacinių savybių tyrimai dažniausiai skirstomi į dvi pagrindines 
grupes, remiantis cheminėmis reakcijomis, kurios vyksta tarp antioksidantų 
ir laisvųjų radikalų. Jie skirstomi į metodus pagrįstus vandenilio atomų perda-
vimu (HAT, angl. hydrogen atom transfer) ir metodus pagrįstus elektronų 
perdavimu (SET, angl. single electron transfer) [92]. Dažniausiai taikomi 
HAT reakcijomis pagrįsti antioksidantinio aktyvumo nustatymo metodai yra 
šie: mažo tankio lipoproteinų oksidacijos inhibavimas, deguonies radikalų 
sugerties pajėgumas (ORAC, angl. oxygen radical absorbance capacity), 
bendras radikalus sugaudančio antioksidanto parametras (TRAP, angl. total 
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radical trapping antioxidant parameter) ir krokino išblukinimo metodas. Šie 
metodai dažnai naudojami norint įvertinti antioksidantų gebėjimą neutrali-
zuoti laisvuosius radikalus, tokius kaip hidroksilo ir vandenilio radikalai [93]. 
Fotochemiliuminescencijos (FCL) metodas, kurį taikė Sieliwoniuk ir kiti 
tirdami dygiųjų usnių ekstraktus, pagrįstas HAT reakcijomis. Atliekant anti-
oksidacinį tyrimą šiuo metodu, luminolis naudojamas kaip fotosensibili-
zatorius ir deguonies radikalų aptikimo reagentas. Luminolis reaguoja su de-
guonies radikalais, ir ši reakcija sukelia šviesos emisiją, kuri yra proporcinga 
antioksidacinio aktyvumo lygiui. Dėl šio mechanizmo HAT reakcijos leidžia 
įvertinti antioksidantų gebėjimą neutralizuoti deguonies radikalus, kadangi 
vandenilio atomų perdavimas efektyviai slopina laisvųjų radikalų aktyvumą. 
Tai padeda nustatyti ekstraktų gebėjimą kovoti su oksidaciniu stresu, sutei-
kiant svarbių duomenų apie jų antioksidacinį potencialą [30]. 

Metodai pagrįsti elektronų perdavimu (SET), apima tokias reakcijas kaip 
DPPH laisvųjų radikalų surišimo metodas, ABTS radikalų – katijonų suri-
šimo metodas, geležies redukcijos antioksidantinė galia (FRAP, angl. ferric 
reducing antioxidant power), spektroforometrinis metodas, išreiškiamas 
standartinio antioksidanto trolokso ekvivalentu (TEAC) naudojant ABTS, 
vario redukcijos antioksidacinės galios (CUPRAC) tyrimas, tiobarbitūro 
rūgšties reaktyviųjų medžiagų (TBARS, angl. Thiobarbituric acid reactive 
substance) tyrimas [94]. Nazaruk ir kiti, tyrinėdami dygiųjų usnių ekstraktus, 
pasirinko antioksidaciniam aktyvumui nustatyti DPPH metodą. Autoriai 
nurodo, jog didžiausiu aktyvumu pasižymėjo metanolinė žiedų frakcija, ku-
rioje nustatytas didžiausias suminis fenolinių jugninių kiekis [6]. Sabudak ir 
kiti autoriai, atliko C. vulgare ekstraktų, pagamintų iš skirtingų tirpiklių 
(metanolio, etanolio, heksano), antioksidacinio aktyvumo įvertinimą DPPH 
metodu. Autoriai nurodo, kad skirtingai nei Nazaruk, ekstraktuose nustatytas 
suminis fenolinių junginių kiekis su ekstraktų antioksidaciniu aktyvumu 
nekoreliavo [14]. Kitas tyrimas, atliktas Nazaruk ir bendraautorių, apėmė 
ABTS radikalų – katijonų surišimo metodą, skirtą dygiųjų usnių ekstraktams, 
gautiems iš augalo lapų. Antioksidacinis aktyvumas buvo išreikštas kaip 
bendras antioksidacinis statusas (BAS), kuris varijavo nuo 2,31 iki 2,78 mmol/l 
[95]. 

CUPRAC tyrimas, pagrįstas elektronų pernašos metodu, yra plačiai nau-
dojamas ir gerai žinomas metodas, skirtas nustatyti jonų redukcijos antioksi-
dantinę galią, t. y. bendrą junginio antioksidacinį pajėgumą. Šis metodas re-
miasi paprasta redokso reakcija, kurioje antioksidantas veikia kaip elektronų 
donoras. Tai lemia dvivalenčio vario (Cu(II)) ir neokuproino (Cu(II)-Nc) 
komplekso redukciją į chromogeninį Cu(I)-Nc kompleksą, taip sumažinant 
vario Cu²⁺ jonus į Cu⁺ jonus [96]. Šis tyrimas, lyginant su kitais, yra palyginti 
paprastas, patikimas, universalus ir reikalaujantis mažesnių finansinių kaštų. 
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CUPRAC tyrimas yra plačiai naudojamas dėl savo greičio ir didelio jautrumo 
bei tinkamumo įvairių fitocheminių medžiagų antioksidacinio aktyvumo 
nustatymui [96, 97]. CUPRAC tyrimas yra veiksmingas glutationo (GSH) ir 
tiolio tipo antioksidantų nustatymui dėl elektroninės Cu (II) struktūros. 
Lyginant su FRAP metodu, kuris atliekamas esant mažam pH, CUPRAC 
metodas yra jautresnis tiolio tipo antioksidantams, nes FRAP metodas, dėl 
savo cheminės prigimties ir pusiau užpildytų didelio sukimosi geležies d-
orbitalių, yra mažiau jautrus šiai antioksidantų grupei. CUPRAC yra 
pranašesnis pH atžvilgiu, dėl artimumo fiziologiniam pH (pH 7), skirtingai 
nei FRAP, kuris atliekamas rūgštinėmis sąlygomis. Rūgštinė aplinka gali 
slopinti arba padidinti mėginio redukcijos gebėjimą, todėl tai gali turėti įtakos 
antioksidacinių junginių redukcijos veiksmingumui. CUPRAC, būdamas 
neutraliame pH, suteikia tikslesnius duomenis, atitinkančius fiziologines 
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1.3.2. Priešvėžinio aktyvumo tyrimai 
Atliekama daugybė ikiklinikinių tyrimų, siekiant atrasti veiksmingus 

junginius piktybinių navikų gydymui. Tik nedidelė dalis šių junginių, mažiau 
nei 10 proc. pasiekia visus klinikinių tyrimų etapus ir tik apie 1–5 proc. 
patenka į rinką [101]. Viena iš pagrindinių priežasčių – laboratorinėse sąly-
gose dažnai netiksliai atkuriama vėžinių ląstelių biologinė aplinka. Augaliniu 
pagrindu pagaminti vaistai skiriasi nuo sintetinių cheminių vaistų dėl įvairių 
biologinių junginių, veikiančių kelias vėžio patologijas vienu metu. Auga-
linės kilmės vaistai dažnai sukelia mažiau šalutinių poveikių, nes jų veikimo 
mechanizmai yra platesni ir mažiau specifiniai. Tuo tarpu cheminiai vaistai 
dažniausiai yra orientuoti į vieną vėžio patologiją, dėl ko gali pasireikšti 
daugiau šalutinių poveikių ir padidėti atsparumo susidarymo tikimybė [102]. 

Augaluose kaupiamų bioaktyvių junginių chlorogeno rūgšties, apigenin-
7-O-gliukozido ar kitų fenolinių junginių tyrimai, reikšmingi tiriant vėžinių 
ląstelių gyvybingumo slopinimą [103]. Chlorogeno rūgštis, bioaktyvus 
fenolinis junginys, randamas įvairiuose augaluose, įskaitant Cirsium rūšies 
augalus [104]. Šis fenolinis junginys slopino vėžinių ląstelių gyvybingumą ir 
turėjo žaizdų gijimo potencialą keliuose in vitro tyrimuose [105–111]. Chlo-
rogeno rūgštis tiriama dėl jos poveikio naviko ląstelių signaliniams keliams, 
vėžio ląstelių sferoidų modeliuose [112]. Tyrimų metu nustatyta, kad chloro-
geno rūgštis gali slopinti naviko progresavimą, slopindama ląstelių prolife-
raciją, migraciją ir indukuodama apoptozę vėžio ląstelių linijose, įskaitant 
HT–29 ląstelių liniją [113,114]. Kurata ir kitų autorių atlikto tyrimo metu, 
nagrinėtas polifenolių poveikis KATO III ir kitoms vėžio ląstelių linijoms, 
įskaitant chlorogeno rūgštį, iš saldžiųjų bulvių (Ipomoea batatas L.) lapų 
ekstraktų. Tyrimo metu nustatyta, kad chlorogeno rūgštis ir kafeoilchino 
rūgščių dariniai slopina vėžio ląstelių proliferaciją priklausomai nuo 
koncentracijos [115]. Tyrimai su Acanthopanax senticosus augalo stiebo 
ekstraktais, parodė poveikį KATO III ląstelių gyvybingumui, slopinant šių 
ląstelių augimą ir indukuojant apoptozę. Šis poveikis sietinas su augalo stiebo 
ekstraktuose nustatyta vyraujančia chlorogeno rūgštimi[116]. 

Tyrimai su flavonoidu apigenin-7-O-gliukozidu, atskleidė reikšmingą 
priešvėžinį šio fitocheminio junginio poveikį per įvairius mechanizmus. 
Tyrimų metu nustatyta, kad apigenin-7-O-gliukozidas gali slopinti vėžio 
ląstelių proliferaciją ir indukuoti apoptozę keliose ląstelių linijose [117]. 
Pavyzdžiui, HepG2 kepenų vėžio ląstelių modelyje apigenin-7-O-gliuko-
zidas sumažino ląstelių augimą, skatino apoptozę per išorinius kelius ir 
indukavo ląstelių ciklo sustabdymą G2/M fazėje. Tikslesni duomenys apie 
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chlorogeno rūgšties poveikį HT–29 ir KATO III ląstelėms, taip pat 3D ląste-
lių kultūrų tyrimuose, dar turi būti papildyti ir patvirtinti tolimesniais 
tyrimais. 

Nemaža dalis Cirsium genties augalų pasižymi citotoksiškumu prieš 
įvairias vėžinių ląstelių linijas. Cirsium genties augalas Cirsium japonicum 
pasižymi įvairių fitocheminių junginių, tarp jų ir diosmino, profiliu. 
Diosminas susijęs su stipriu antioksidaciniu ir priešvėžiniu aktyvumu. Be 
diosmino, šios rūšies ir kitų Cirsium genties augalų ekstraktuose, kokybiškai 
ištirti ir nustatyti fitocheminiai junginiai – apigenin-7-O-gliukozidas, 
luteolino-7-O-glikozidas, hesperidinas ir kvercetinas. Šie junginiai prisideda 
prie ekstraktų biologinio aktyvumo, pasižymi antioksidacinėmis, prieš-
uždegiminėmis bei potencialiomis priešvėžinėmis savybėmis [118, 119]. 
Įrodyta, kad šie flavonoidai prisideda prie laisvųjų radikalų neutralizavimo – 
moduliuoja kelis ląstelių signalų perdavimo kelius, svarbius vėžio progre-
sijai, įskaitant apoptozės indukciją ir ląstelių migracijos slopinimą [120]. 
C. japonicum parodė slopinantį poveikį krūties vėžio (MCF–7) ir kepenų 
vėžio (HepG2) ląstelių linijose. C. japonicum ekstraktų priešvėžinis 
aktyvumas daugiausia siejamas su fitocheminiais junginiai, tokiais kaip 
pektolinarinas ir apigeninas, kurie pasižymi vėžinių ląstelių žūtį skatinančiu 
ir angiogenezės procesą slopinančiu poveikiu bei gebėjimu mažinti krūties 
vėžio (MCF–7) ir kepenų vėžio (HepG2) ląstelių migraciją [121]. Panašiai, 
Cirsium setidens ekstraktas pasižymėjo stipriu citotoksiškumu prieš storosios 
žarnos vėžio (HT–29) ir kepenų vėžio (HepG2) ląstelių linijas. Jung ir kitų 
autorių tyrime, yra aprašomas C. setidens metanolinių ekstraktų apoptozės 
indukavimas, daugiausia per kaspazės signalų aktyvaciją, taip pat moduliuo-
jant svarbių apoptozės proceso baltymų, tokių kaip Bcl-2 ir Bax, ekspresiją. 
Ši moduliacija sustiprina apoptozės atsaką vėžio ląstelėse, tuo pačiu suma-
žindama ląstelių proliferaciją ir migraciją [122]. 

Poveikio ląstelių metaboliniam aktyvumui/gyvybingumui vertinti nau-
dojami įvairūs metodai, kurie apima dažų sugebėjimą įsiskverbti į gyvas 
ląsteles, ATP kiekių matavimą, oksidacinio streso rodiklių analizę ir kitus 
biologinius testus, leidžiančius įvertinti ląstelių gyvybingumą ir metabolizmo 
pokyčius, atsirandančius dėl gydymo ar eksperimentinių medžiagų poveikio 
[123, 124]. Šie metodai skirstomi į kolorimetrinius ir fluorimetrinius testus, 
kurie dažniausiai taikomi in vitro citotoksiškumo tyrimuose, preliminariai 
vertinant priešvėžinį junginių veiksmingumą [125]. Pagrindinis skirtumas 
tarp kolorimetrinių ir fluorimetrinių testų yra naudojami reagentai ir jų vei-
kimo mechanizmas. Kolorimetriniai testai paprastai priklauso nuo dehidro-
genazių aktyvumo, kuris lemia spalvinių reakcijų intensyvumą, tuo tarpu 
fluorimetriniai metodai remiasi fluorescencinių molekulių aptikimu, lei-
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džiančiu tiksliau nustatyti gyvų ląstelių kiekį. Kolorimetriniai tyrimai skirsto-
mi į kelias kategorijas, priklausomai nuo matuojamo biologinio proceso. 
LDH testas (laktato dehidrogenazės) vertina ląstelių membranos vientisumą, 
nustatant laktato dehidrogenazės fermento išsiskyrimą iš pažeistų ar suirusių 
ląstelių. SRB testas (raudonojo sirano B) sudaro stabilų kompleksą su ląstelių 
baltymais, leidžiantį įvertinti bendrą baltymų kiekį ir netiesiogiai – ląstelių 
gyvybingumą. CVS testas (kristalvioleto) nustato ląstelių gyvybingumą pagal 
kristalvioleto dažų prisijungimą prie ląstelių baltymų. XTT testas matuoja 
mitochondrijų dehidrogenazių aktyvumą, nes gyvybingos ląstelės skaido 
XTT reagentą į spalvotą formazano produktą, kurio intensyvumas koreliuoja 
su ląstelių gyvybingumu. MTS ir MTT testai pagrįsti tetrazolio junginių 
redukcija. Dehidrogenazių aktyvumo dėka – MTT testas suformuoja netirpias 
formazano kristalų sankaupas, o MTS generuoja tirpius formazano junginius, 
kurių koncentracija gali būti išmatuojama spektrofotometriškai. MTT testas 
plačiai naudojamas gyvybingų ląstelių skaičiui įvertinti, nes mitochondrijų 
dehidrogenazių aktyvumas skatina tetrazolio druskos redukciją į netirpų 
formazaną, o gautas redukcinis aktyvumas tiesiogiai koreliuoja su ląstelių 
gyvybingumu [125, 126]. 

Įprastai priešvėžinių junginių veiksmingumas vertinamas dvimatėse (2D) 
ląstelių kultūrose, tačiau jos nevisiškai atspindi tikrąją naviko mikroaplinką 
organizme, kadangi ląstelės jose sąveikauja kitaip nei natūraliuose audiniuose 
[127]. „Žaizdų gijimo“ testas yra paprastas, nebrangus ir vienas iš anksčiau-
siai sukurtų metodų, skirtų tirti kryptingą ląstelių migraciją in vitro. Kolekty-
vinė ląstelių migracija yra žaizdų atstatymo, vėžio invazijos ir metastazių, 
imuninio atsako, angiogenezės ir embriono morfogenezės požymis [128]. Tai 
apima dinamines sąveikas ir įvairių ląstelių tipų susikirtimą, sąveiką su 
ekstraląstelinės matricos molekulėmis bei reguliuojamą tirpių mediatorių ir 
citokinų gamybą. Ląstelių migracijos analizė in vitro yra naudingas tyrimas, 
norint kiekybiškai įvertinti ląstelių migracijos pajėgumo pokyčius, reaguojant 
į eksperimentines manipuliacijas [129]. Ląstelių migracijos tyrimuose dažnai 
taikomas „žaizdos gijimo“ testas, leidžiantis įvertinti migracijos dinamiką ir 
ląstelių tarpusavio sąveiką. Pagrindiniai šio metodo etapai apima kontroliuo-
jamos „žaizdos“ sukūrimą ląstelių vienasluoksnyje, po kurio atliekamas ląste-
lių judėjimo stebėjimas. Ląstelių migracija fiksuojama vaizdo kitimo stebė-
jimo metodais tiek pradiniame etape, tiek reguliariais laiko intervalais iki 
visiško „žaizdos“ užsidarymo. Gautų vaizdų analizė leidžia kiekybiškai įver-
tinti migracijos greitį bei modeliuoti ląstelių elgseną skirtingomis tyrimo 
sąlygomis. Šis metodas ypač naudingas tiriant ląstelių sąveiką su ekstraląste-
line matrica bei kitomis ląstelėmis, siekiant nustatyti biologinių veiksnių ar 
terapinių junginių poveikį migracijos procesams [130]. Naudojant 2D mode-
lius, neįmanoma tiksliai modeliuoti visų svarbių navikų savybių, tokių kaip 
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morfologija ir genetinis profilis. Tuo tarpu, 3D modeliai gali įveikti šiuos 
trūkumus, užtikrindami teisingą ląstelių poliarizaciją, originalią formą, gene-
tinį profilį ir heterogeniškumą, apimantį tiek kamienines ląsteles, tiek vėžines 
ląsteles. 3D modeliai gali veikti kaip tiltas tarp in vitro tyrimų ir tyrimų su 
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identifikuoti specifinius vaistus, gauti tikslius epidemiologinius duomenis ir 
tiksliai prognozuoti gydymo rezultatus [4]. Siekiant ištirti antimikrobinį 
poveikį in vitro reikia žinoti galimas taikyti metodikas antimikrobinio 
poveikio nustatymui.  

Naujų antimikrobinio poveikio medžiagų paieška yra būtina dėl 
augančios problemos – žinomų antimikrobinių vaistų neveiksmingumo, kuris 
yra susijęs su bakterijų atsparumu šiems vaistams [141]. Gamtinės kilmės 
produktai šiandien vis dar yra vienas iš pagrindinių naujų vaistų molekulių 
šaltinių. Jie gaunami iš prokariotinių bakterijų, eukariotinių mikroorganizmų, 
augalų ir įvairių gyvūnų organizmų. Iš augalų ir mikroorganizmų išgautos 
medžiagos sudaro didžiąją dalį iki šiol atrastų antimikrobinių junginių [142]. 
Augalai ir kiti natūralūs šaltiniai gali būti daugybės sudėtingų ir struktūriškai 
įvairių junginių šaltinis. Pastaruoju metu mokslininkai daugiausia dėmesio 
skiria augalų ir mikroorganizmų ekstraktų, eterinių aliejų, išgrynintų antrinių 
metabolitų bei naujų sintetinių molekulių, kaip galimų antimikrobinių 
medžiagų, tyrimams [143–145].  

Antimikrobiniai tyrimai apima įvairius metodus, skirtus vertinti antimik-
robinį aktyvumą prieš mikroorganizmus. Šie tyrimai yra skirstomi į difuzijos 
metodus, plonasluoksnės chromatografijos (TLC) – bioautografijos tyrimus, 
skiedimo metodus, angl. time–kill assays (matoma žūties laiko kreivė), ATP 
bioliuminescencijos tyrimus ir srauto citofluorometrinius metodus. Difuzijos 
metodai skirstomi į agaro disko difuzijos metodus, antimikrobinio gradiento 
tyrimus (Etest) ir kitus difuzijos metodus, tokius kaip agaro šulinėlio difuzijos 
metodas (angl. agar well diffusion method), agaro kamščio difuzijos metodas 
(angl. agar plug diffusion method), kryžminio ruožo metodas (angl. cross–
streak method) ir apnuodyto maisto metodas (angl. poisoned food method) 
[146]. Khan ir kiti vertindami C. arvense antimikrobinį poveikį naudojo aga-
ro šulinėlio difuzijos metodą. Tyrimo metu ištirti penki aktyvūs junginiai, ap-
tikti C. arvense augalo žaliavoje: α-tokoferolis, 9,12,15-oktadekatrieno rūgštis, 
tracinas, hispidulinas ir liuteolinas. Tirtas šių junginių poveikis įvairioms 
bakterijų kultūroms (B. subtilis, E. coli, S. flexneri, S. aureus, S. typhi, P. aeru-
ginosa) ir mieliagrybiams (T. longifusus, C. albicans, A. flavus, M. canis, 
C. glabrata, F. solani). Stipriausiu antimikrobiniu poveikiu pasižymėjo jun-
giniai: triterpenoidas – tracinas ir flavonoidai – hispidulinas, luteolinas. Kaip 
kontrolinė medžiaga tyrime naudotas imipenemas [147]. Sabudak su bendra-
autoriais, pasirinkę naudoti agaro šulinėlio difuzijos metodą, kurio metu tyrė 
C. vulgare metanolinių ekstraktų poveikį S. aureus, B. subtilis, E. coli ir 
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P. aeruginosa bakterijų kultūroms, nustatė, kad C. vulgare ekstraktai labiau-
siai slopino P. aeruginosa ląstelių kultūrą [14]. 

Antimikrobinio aktyvumo tyrimuose gali būti naudojami trys bioauto-
grafiniai metodai: agaro difuzija (dar žinomas kaip kontakto su agaru meto-
das), tiesioginė bioautografija ir agaro uždengimas (skiedimo metodai): 
sultinio skiedimas ir agaro skiedimas. 1.3.3.1 lentelėje pateikiama kokie 
metodai ir mitybinės terpės tinka tirti skirtingas mikroorganizmų grupes. 

1.3.3.1 lentelė. Antimikrobinio aktyvumo tyrimo metodai taikomi tirti skir-
tingas mikroorganizmų grupes, remiantis CLSI rekomendacijomis 

Metodai Mikroorganizmai Augimo terpės 
Disko difuzijos metodas Bakterijos/grybeliai/mielės MHA / nepapildytas MHA / 

MHA + aGMB 

Sultinio mikroskiedimo 
metodas 

Bakterijos/grybeliai/mielės MHB / bRPMI 1640 / bRPMI 1640 

Sultinio makroskiedimo 
metodas 

Bakterijos/grybeliai/mielės MHB / bRPMI 1640 / bRPMI 1640 

Agaro skiedimo metodas Bakterijos MHA 

Laiko nužudymo testas Bakterijos MHB 

MHA: Muellerio–Hintono agaras. MHB: Muellerio–Hintono sultinys. aGMB: terpė su 
Muellerio–Hintono agaru, papildyta 2 proc. gliukozės ir 0,5 mg/ml metileno mėlynojo. 
bRPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640 terpė (su glutaminu, be bikarbonato ir 
su fenolio raudonuoju kaip pH indikatoriumi) 1640, buferizuota iki pH 7 su MOPS (morfo-
lino propano sulfonrūgštimi) esant 0,165 M. 

Skiedimo metodai yra tinkamiausi MSK reikšmėms nustatyti, nes jie 
suteikia galimybę įvertinti tiriamos antimikrobinės medžiagos koncentraciją 
agare (agaro skiedimas) arba sultinio (makroskiedimas arba mikroskiedimas) 
terpėje. Antimikrobiniam aktyvumui prieš bakterijas ir grybelius kiekybiškai 
išmatuoti in vitro gali būti naudojamas sultinio arba agaro skiedimo metodas. 
Nustatyta MSK reikšmė apibrėžiama kaip mažiausia tiriamos antimikrobinės 
medžiagos koncentracija, kuri slopina matomą tiriamo mikroorganizmo 
augimą ir įprastai yra išreiškiama µg/ml arba mg/l. Paskelbta nemažai reko-
mendacijų antimikrobinio aktyvumo prieš atsparias arba sunkiai paveikiamas 
bakterijas, mieliagrybius ir grybelius įvertinimui, tačiau plačiausiai pripažįs-
tami standartai pateikiami CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards 
Institute) bei Europos antimikrobinio jautrumo tyrimų komitete (EUCAST) 
[148]. Kurc ir kiti autoriai, pasirinko sultinio mikroskiedimo metodą tyri-
mams, siekdami įvertinti dygiųjų usnių ekstraktų antimikrobinį poveikį įvai-
rioms mikroorganizmų rūšims, įskaitant gramteigiamas bakterijas S. aureus 
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ir B. subtilis, gramneigiamas E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. typhi-
murium, mieliagrybius C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei ir 
pelėsinius grybus P. chrysogenum, A. fumigatus. Šis metodas buvo pasirink-
tas dėl savo paprastumo ir efektyvumo vertinant mikroorganizmų augimo 
slopinimą, nes sultinio mikroskiedimo technika leidžia tiksliai nustatyti 
minimalią slopinančią koncentraciją (MSK), kurią pasiekus, ekstraktas 
efektyviai slopina mikroorganizmų augimą. Tyrimo metu nustatyta, kad 
dygiųjų usnių ekstraktai gali veikti mikroorganizmus dėl savo biologiškai 
aktyvių komponentų, kurie turi antimikrobinį poveikį, slopindami bakterijų 
ir grybų ląstelių dauginimąsi bei vystymąsi. Tyrime naudoti heksaniniai 
ekstraktai pasižymėjo didžiausiu veiksmingumu vertinant MSK reikšmes. 
Mažiausiu veiksmingumu pasižymėjo metanoliniai C. vulgare ekstraktai 
[13]. Šį metodą dygiųjų usnių ekstraktų antimikrobiniam aktyvumui nustatyti 
naudojo ir autoriai Nazaruk su kitais bendraautoriais. Autoriai tyrime naudojo 
dvi gramteigiamas bakterijų kultūras S. aureus ir B. subtilis, gramneigiamą 
P. aeruginosa ir mieliagrybių kultūros atstovą – C. albicans. Tyrime naudoti 
vandeniniai C. vulgare ekstraktai pasižymėjo mažu veiksmingumu prieš 
B. subtilis, P. aeruginosa ir C. albicans mikroorganizmų kultūras (MSK > 
50 mg/ml) [149]. C. vulgare antimikrobinio poveikio tyrimą atlikę autoriai 
Sabudak su bendraautoriais, taip pat pasirinko naudoti sultinio skiedimo 
metodą. Tyrimas buvo atliktas siekiant įvertinti augalų ekstraktų antibakterinį 
poveikį keturioms bakterijų kultūroms: S. aureus (ATCC 43300), E. coli 
(ATCC 35218), B. subtilis (NRRL NRS-744), P. aeruginosa (ATCC 27853) 
[13]. Agaro skiedimo metodą taikė ir Karasacal su bendraautoriais, kurie 
tyrinėjo Cirsium bulgaricum lapų ekstraktus. Antibakteriniam aktyvumui 
nustatyti E. coli, S. enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus bakterijų kultū-
ros naudotos kaip tiriamosios bakterijos. Visgi šio tyrimo metu buvo vertintas 
ploto pokytis užsėjimo vietoje, o ne MSK reikšmės. Acetono pagrindu 
pagaminti C. bulgaricum lapų ekstraktai parodė antibakterinį aktyvumą prieš 
visas tirtas bakterijų rūšis – slopinimo zonų skersmuo svyravo nuo 17,00 ± 
1,72 mm iki 19,88 ± 1,75 mm. Metanolio 80 proc. (v/v) pagrindu pagaminti 
ekstraktai taip pat veikė visas tirtas bakterijas, tačiau jų slopinimo zonos buvo 
mažesnės – nuo 11,35 ± 1,43 mm iki 14,43 ± 1,32 mm [150]. 

Agaro skiedimo metodas apima skirtingų norimų antimikrobinių medžia-
gų koncentracijų įterpimą į agaro terpę (išlydytą agaro terpę), įprastai nau-
dojant serijinius dvigubus skiedimus, vėliau į agaro plokštelės paviršių 
pasėjant apibrėžtą mikrobinį inokuliantą. Atliekant tyrimą šiuo metodu MSK 
laikoma mažiausia antimikrobinės medžiagos koncentracija, kuri visiškai 
slopina augimą tinkamomis inkubavimo sąlygomis. Šis metodas tinka tiek 
antibakteriniam, tiek priešgrybeliniam poveikiui tirti. Jei tiriami keli izoliatai 
prieš vieną junginį arba jei tirtas junginys (arba ekstraktas) užmaskuoja 
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mikrobų augimą skystoje terpėje savo dažymu, MSK nustatymui dažnai pir-
menybė teikiama agaro skiedimo metodui, o ne sultinio metodui. Agaro 
skiedimo metodas dažnai rekomenduojamas kaip standartizuotas metodas 
specifiniams mikroorganizmams, tokiems kaip anaerobinės Helicobacter 
rūšys, tirti. Jis taip pat naudojamas tiriant priešgrybelinių medžiagų ir vaistų 
derinių aktyvumą prieš Candida sp., Aspergillus, Fusarium grybelio pader-
mes ir dermatofitus [151–155]. Skiedimo agaru metodas rodo gerą koreliaciją 
su Etest (minimalios slopinančios koncentracijos testu), ypač atliekant anti-
bakterinius tyrimus prieš gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas. Paly-
ginus agaro skiedimo, disko difuzijos ir sultinio mikroskiedimo metodus, 
galima gauti išsamesnius ir patikimesnius rezultatus, leidžiančius tiksliau įve-
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI 

2.1. Tyrimo objektas 

Dygiosios usnies (Cirsium vulgare (Savi) Ten.) mėginiai tyrimui auginti 
ir rinkti VU Šiaulių akademijos botanikos sode (55°55′57″ šiaurės platumos, 
23°16′59″ rytų ilgumos (PGS)). Tyrimo objektu pasirinkti C. vulgare augalo 
lapai, žiedynai ir šaknys, surinkti 2020–2022 metais, fenologiniais laiko-
tarpiais, nuo ramybės laikotarpio pabaigos iki sėklų brandos. Tikslios žalia-
vos rinkimo datos pateiktos lentelėje 2.1.1 lentelėje. 

2.1.1 lentelė. Fenologiniai C. vulgare žaliavų rinkimo tarpsniai ir rinkimo 
datos  

Fenologinis tarpsnis Rinkimo data 
Ramybės periodo pabaiga 04.11, 04.25, 05.09, 05.23 
Masinis atžėlimas 06.06, 06.20 

Butonizacija 07.04 

Žydėjimo pradžia 07.18 
Masinis žydėjimas 08.01, 08.15 

Žydėjimo pabaiga 08.29 
Sėklų branda 09.12 

Atskirti dygiosios usnies lapai, žiedynai ir šaknys džiovinti 40 °C tempe-
ratūroje džiovinimo kameroje. Po džiovinimo augalo dalys susmulkintos 
malūnėliu ir gauta susmulkinta masė sijota per 0,5 mm trapecijos formos 
sietą. Kiekvienas mėginys paimtas iš trijų skirtingų augalų, atitinkamų dalių 
(žiedynų, lapų ar šaknų). Visi eksperimentai kartoti 3 kartus (n = 3). 

2.2. Medžiagos ir reagentai 

Ekstraktų gamybai tyrimuose naudotas 96 proc. etanolis („Vilniaus 
degtinė“, Vilnius, Lietuva). Dejonizuotas vanduo ekstraktams ruošti paga-
mintas naudojant „Super Purity Water System“, Millipore, JAV. Tyrime 
naudoti ESC ir analitinės kokybės reagentai: trifluoracto rūgštis ir aceto-
nitrilas („Sigma–Aldrich“ Steinheim miestas, Vokietija). Tyrime naudoti 
standartiniai lyginamieji junginiai: chlorogeno rūgštis, apigenin-7-O-gliuko-
zidas, apigeninas, liuteolinas, hiperozidas, neochlorogeno rūgštis, izokvercit-
rinas, p-kumaro rūgštis, kavos rūgštis, trans-ferulo rūgštis ir 4-O-kafeoil-
chino rūgštis, rutinas („Sigma–Aldrich“, Steinheim, Vokietija).  
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Antioksidaciniam tyrimui atlikti naudotas vario (II) chlorido dihidratas 
įsigytas iš „Alfa Aesar GmbH & Co KG“ Karlsrūhė, Vokietija, o neokup-
roinas iš „Sigma–Aldrich Chemie“, Steinheim, Vokietija. Tyrime naudota 
amonio acetato buferinė sistema pH 7 iš „Sigma–Aldrich“ Hoeilaart, Belgija. 
Referencinis standartas Trolox (98 proc.) įsigytas iš „FlukaChemika“ Buchs, 
Šveicarija. Žmogaus gaubtinės žarnos adenokarcinomos ląstelių linija HT–
29 ir žmogaus skrandžio karcinomos ląstelių linija – KATO III, gautos iš 
Amerikos ląstelių kultūrų kolekcijos (ATCC, Manassas, VA, JAV). Žmogaus 
odos fibroblastai (HF) gauti iš ATCC ir pateikti prof. Helder Santos 
(Helsinkio universitetas, Suomija). Visos ląstelių linijos kultivuojamos Dul-
becco modifikuotoje Eagle’s GlutaMAX terpėje (Gibco (Carlsbad, CA, 
JAV)), papildytoje 10 000 V/ml penicilino, 10 mg/ml streptomicino (Gibco) 
ir 10 proc. galvijų vaisiaus serumo (Gibco). „Miulerio–Hintono“ agaras 
gautas iš „BBL“ Baltimorėje, MD, JAV. Ląstelių kultūrų kolekcijos anti-
mikrobiniam tyrimui: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia 
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 8035, Proteus vulgaris 
ATCC 8427, Candida albicans ATCC 10231 buvo gautos iš Amerikos ląste-
lių kultūrų kolekcijos (ATCC, Manassas, VA, JAV). 

2.3. Ekstrakcijos metodai 

Ekstrakcija ultragarsu. 0,1 ± 0,001 g sausų sumaltų dygiosios usnies 
lapų mišinys (3 skirtingų augalų), 10 ml tikslaus matavimo kolbutėse, 
užpilamas 10 ml 50 proc. (v/v) etanoliu. Ekstrakcija vykdoma naudojant 
ultragarso vonelę (dažnis 38 kHz) („Grant Instruments TM XUB12 Digital“, 
Kembridžas, Jungtinė Karalystė). Ekstrakcijos trukmė 10 min., 15 min., 
30 min., 45 min. arba 60 min. Gauti ekstraktai filtruojami per 0,22 μm PTFE 
hidrofobinius filtrus į stiklinius buteliukus. Bandymai kartojami tris kartus 
(n = 3). 

Maceracija. 0,1 ± 0,001 g sausų sumaltų dygiosios usnies lapų mišinys 
(3 skirtingų augalų), 50 ml talpos plokščiadugnėse kolbose, užpilamas 10 ml 
50 proc. (v/v) etanoliu, kurios yra sandariai uždaromos ir laikomos tamsioje 
spintoje, periodiškai pamaišant. Ši ekstrakcija vykdoma 6 val., 12 val., 
24 val. arba 48 val. Gauti ekstraktai filtruojami per 0,22 μm PTFE hidro-
fobinius filtrus į stiklinius buteliukus. Bandymai kartojami tris kartus (n = 3). 

Šildymas su grįžtamuoju šaldytuvu. 0,1 ± 0,001 g sausų sumaltų 
dygiosios usnies lapų, šaknų ar žiedynų mišinys (3 skirtingų augalų), 100 ml 
talpos apvaliadugnėse kolbose, užpilamas 10 ml 50 proc. (v/v) etanoliu. 
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Kolbos patalpinamos į glicerolio vonią ir prijungiamas grįžtamasis šaldy-
tuvas. Ekstrakcija vykdoma 90 °C temperatūroje. Ekstrakcijos trukmė 
30 min., 1 val., 1,5 val., 2 val. arba 3 val. Gauti ekstraktai filtruojami per 
0,22 μm PTFE hidrofobinius filtrus į stiklinius buteliukus. Bandymai karto-
jami tris kartus (n = 3). 

Sausųjų ekstraktų gamyba. 0,5 ± 0,001 g sausų sumaltų dygiosios 
usnies lapų, žiedynų ar šaknų mišinys (3 skirtingų augalų), 250 ml talpos 
apvaliadugnėse kolbose, užpilamas 50 ml 50 proc. (v/v) etanoliu. Kolbos 
patalpinamos į glicerolio vonią, prijungiamas grįžtamasis šaldytuvas, ekst-
rakcija vykdoma 90 °C temperatūroje 1,5 val. Gauti ekstraktai filtruojami per 
0,22 μm PTFE hidrofobinį filtrą į stiklinius buteliukus. Vakuumo pagalba 
pašalinamas etanolis, o likęs tirpalo likutis dedamas į džiovinimo spintą 
(40 °C temperatūroje) ir džiovinamas iki sausos masės. Sausieji ekstraktai 
naudoti dygiosios usnies antimikrobinio ir priešvėžinio poveikio įvertinimui.  

2.4. Tyrimo metodai 

Fenolinių junginių sudėties ir kiekio nustatymas dygiosios usnies 
etanoliniuose ekstraktuose efektyviosios skysčių chromatografijos meto-
du. Kokybinė ir kiekybinė fenolinių junginių analizė atlikta Waters Alliance 
2695 skysčių chromatografu su Waters 996 diodų matricos detektoriumi 
(DMD) ir kolonėle ACE C18 (250 mm ´ 4,6 mm) sorbento dalelių dydis 
5 μm („Advanced Chromatography Technologies“, Aberdynas, Škotija). 
Mobiliąją fazę sudarė tirpikliai A (0,1 proc. trifluoracto rūgštis) ir B (acetonit-
rilas). Taikytas gradientinis eliuavimas: 95 proc. A/5 proc. B 0 min., 85 proc. 
A/15 proc. B 8 min., 80 proc. A/20 proc. B 30 min., 60 proc. A/40 proc. B 
48 min., 50 proc. A/50 proc. B 58–65 min., 5 proc. A/ 95 proc. B 66–70 min. 
ir 95 proc. A/5 proc. B 71 min. Eliuento tėkmės greitis 1 ml/min., injekcijos 
tūris – 10 μl, kolonėlės temperatūra 25 °C. Absorbcija matuojama šviesos 
bangų diapazone nuo 230 nm iki 400 nm. Fenolinių junginių identifikavimas 
atliktas naudojant šiuos standartinių junginių tirpalus pagal sulaikymo truk-
mes ir šviesos absorbcijos spektrus: chlorogeno rūgštį, apigenin-7-O-gliuko-
zidą, apigeniną, liuteoliną, hiperozidą, neochlorogeno rūgštį, izokvercitriną, 
p-kumaro rūgštį, kavos rūgštį, rutiną, trans-ferulo rūgštį ir 4-O-kafeoilchino 
rūgštį. Eksperimentai kartoti tris kartus. Suminis fenolinių junginių kiekis 
buvo apskaičiuotas remiantis kiekybiniais rezultatais, gautais pagal 
atitinkamų junginių kalibracinius grafikus. Vienuolikos identifikuotų 
junginių kiekiai buvo sumuojami, taip gaunant suminį fenolinių junginių 
kiekį atitinkamais fenologiniais tarpsniais. 
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Aminorūgščių sudėties ir kiekio nustatymas etanoliniuose dygiosios 
usnies ekstraktuose dujų chromatografijos – masių spektrometrijos me-
todu. Analizė atlikta naudojant SHIMADZU GC/MS–QP2010nc Ultra chro-
matografinę sistemą (su elektronų jonizacijos (EJ) jonų šaltiniu ir vienu 
kvadrupoliu, „Shimadzu Technologies“, Kiotas, Japonija). Palaikoma injek-
toriaus temperatūra 250 °C. Analitės atskirtos naudojant Rxi–5ms (5 proc. 
difenilo ir 95 proc. polidimetilsiloksano) kapiliarinę kolonėlę 30 m ilgio, 
0,25 mm išorinio skersmens ir 0,25 μm skystos stacionarios fazės storio 
(„Restek Corporation“, Belefontė, PA, JAV). Nešančios dujos – analitinio 
grynumo (99,999 proc.) helis, srauto greitis 1,49 ml/min. Termostatas užpro-
gramuojamas naudojant laipsniško kolonėlės temperatūros pokyčio progra-
mą: 75 °C 5 min., po to padidinama iki 290 °C esant 10 °C/min. ir didinama 
iki 320 °C esant 20 °C/min., palaikoma 10 min. Bendra analizės trukmė 
41 min. Masių spektrometro sąsajos ir jonų šaltinio temperatūra nustatyta 
atitinkamai 280 °C ir 200 °C. Tyrimo rezultatai registruojami naudojant 
bendrojo jonų srauto signalo (angl. TIC, total ion chromatogram) ir 
pasirinktų fragmentų stebėjimo (angl. SIM, selected ion monitoring) režimu, 
skenavimo diapazonas tarp 35–500 m/z. Masių spektrometrija veikė teigiamu 
režimu (elektronų energija 70 eV). Injekcijos tūris – 1 μl, taikytas srauto 
padalinimo santykis 1:20. Duomenų surinkimas ir analizė atlikta naudojant 
LabSolution GC/MS (5.71 versija) („Shimadzu Corporation“, Kiotas, 
Japonija). Eksperimentai kartoti 3 kartus. 

Efektyviosios skysčių chromatografijos (ESC) ir dujų chromatogra-
fijos – masių spektrometrijos (DC–MS) metodų validavimas. Fenolinių 
junginių bei aminorūgščių kiekybiniam įvertinimui dygiosios usnies (C. vul-
gare) ekstraktuose taikyti efektyviosios skysčių chromatografijos (ESC) ir 
dujų chromatografijos – masių spektrometrijos (DC–MS) metodai buvo 
validuoti vadovaujantis ICH Q2(R2) gairėmis [157]. Metodų tinkamumui 
įvertinti šie validacijos parametrai: tiesiškumas, tikslumas, preciziškumas, 
aptikimo ir nustatymo ribos, specifiškumas, teisingumas bei tvirtumas. Tie-
siškumas įvertintas sudarant kalibracines kreives ir apskaičiuojant jų regre-
sijos lygtis bei koreliacijos koeficientus. Aptikimo ir nustatymo ribos nusta-
tytos remiantis signalo ir triukšmo santykiu. Preciziškumas įvertintas atlie-
kant pakartotinius matavimus per trumpą laiką bei skirtingomis dienomis, 
apskaičiuojant santykinio standartinio nuokrypio reikšmes. Tikslumas nusta-
tytas atlikus atkūrimo tyrimus, kai tiriamajai matricai buvo pridėtas žinomas 
standartinių junginių kiekis. Specifiškumas patvirtintas palyginus ekstraktuo-
se identifikuotas smailes su atitinkamais grynųjų standartų signalais, 
užtikrinant, kad analizės metu nėra trikdančių ar persidengiančių medžiagų. 
Darbo sritis apėmė analizuojamų junginių koncentracijų intervalą, o metodo 
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tvirtumas įvertintas atliekant analizę pastoviomis eksperimentinėmis sąly-
gomis, stebint rezultatų stabilumą. 

2.5. Antioksidacinio aktyvumo in vitro nustatymas  

Mėginio antioksidacinio poveikio nustatymas atliekamas spektrofoto-
metriniu metodu, naudojant CUPRAC reagentą. Tirtų junginių antioksida-
cinio poveikio nustatymui naudojamas spektrofotometras (HALO DB 20) ir 
CUPRAC reagentas. CUPRAC reagento sudėtis: 0,1 M vario (II) chlorido 
vandeninis tirpalas, 0,1 amonio acetato buferinis tirpalas (pH 7), 0,0075 M 
neokuproino metanolinis (CH3)2C12H6N2) tirpalas, kurių santykis 1:1:1. 
Pagamintas reagentas laikomas tamsoje, kambario temperatūroje, vieną va-
landą. Tyrimo eiga: 10 μl mėginio (ekstrakto) sumaišoma su 3 ml CUPRAC 
reagento. Po 30 minučių inkubacijos kambario temperatūroje registruojama 
absorbcija esant 450 nm šviesos bangos ilgiui. Antioksidacinis aktyvumas 
CUPRAC metodu išreiškiamas pagal trolokso ekvivalentą, sudarant kalibra-
cinę trolokso kreivę: y = 0,00004x + 0,0215; R2 = 0,9991. Eksperimentai 
kartoti tris kartus. 

2.6. Priešvėžinio aktyvumo in vitro nustatymas 

Ląstelių kultūrų auginimas. Žmogaus gaubtinės žarnos adenokarcino-
mos ląstelių linija HT–29, žmogaus skrandžio karcinomos ląstelių linija 
KATO III ir žmogaus odos fibroblastų linija CRL – 1502 (HF) auginamos 
37 °C temperatūroje, esant 95 proc. santykinei drėgmei, kurioje buvo 5 proc. 
CO2. 

Ląstelių gyvybingumo tyrimas. Sausų ekstraktų poveikis ląstelių gyvy-
bingumui tiriamas naudojant 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
bromido (MTT; „Sigma–Aldrich Co.“, MO, JAV) redukcijos metodą. Šio 
tyrimo metodą aprašė ir pritaikė mokslininkai Braciuliene ir kiti [158]. 
Ląstelės sėjamos į 96 šulinėlių plokšteles, po 4 ´ 103 KATO III ir HT–29 
ląstelių, ir 5 ´ 103 HF šulinėlyje. Po 24 val. inkubacijos ląstelės paveikiamos 
sausų ekstraktų serijiniais skiedimais (nuo 2,5 iki 0,016 mg/ml) arba chloro-
geno rūgštimi (nuo 500 iki 15,6 μmol). Po 72 val. įpilama 20 μl 5 mg/ml 
MTT reagento ir inkubuojama 3 val. Tuomet susidarę formazano kristalai 
ištirpinami DMSO (,,Sigma–Aldrich Co.“, MO, JAV). Absorbcija matuoja-
ma daugiafunkciniu mikroplokštelių skaitytuvu esant 570 ir 630 nm šviesos 
bangos ilgiui. Ląstelės, inkubuotos terpėje be tiriamųjų medžiagų, naudoja-
mos kaip neigiama kontrolė (jų gyvybingumas atitiko 1,0), o šulinėliai be 
ląstelių, kuriuose buvo tik terpė, naudotos kaip teigiama kontrolė (ląstelių 
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tvirtumas įvertintas atliekant analizę pastoviomis eksperimentinėmis sąly-
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gyvybingumas atitiko 0). Panaudojant Hilo lygtį, apskaičiuojamos EC50 
vertės (junginio/ekstrakto koncentracija, kuri sukelia 50 proc. ląstelių meta-
bolinio aktyvumo sumažėjimą). Eksperimentai kartojami tris kartus. 

Poveikio ląstelių migracijai tyrimas „Žaizdos gijimo“ metodu. Tyri-
mo metodą aprašė Dabkevičiūtė ir kiti [159]. Vėžinės ląstelės pasėjamos po 
6 ´ 104 ląstelių/šulinėlyje 24 šulinėlių plokštelėse. Po 48 val. inkubacijos 
100 μl pipetės antgaliu padaromi įbrėžimai kiekviename šulinėlyje. Ląstelės 
šulinėliuose atsargiai praplaunamos PBS ir įpilama šviežia terpė, kurioje yra 
0,2 arba 0,1 mg/ml ekstraktų. Kaip neigiama kontrolė naudojama terpė be 
ekstraktų. Eksperimentai kartojami tris kartus. 

Ekstraktų aktyvumas ląstelių 3D kultūrose (sferoiduose). Vėžinių 
ląstelių sferoidams suformuoti naudojamas magnetinio 3D biospausdinimo 
metodas, kaip aprašyta Šermukšnytės ir kitų autorių [160]. Pirmiausia, 
ląstelės auginamos 6 šulinėlių plokštelėje iki kol ląstelės padengia apie 
70 proc. šulinėlio paviršiaus. Tuomet į šulinėlį įpilama 20 μl nanodalelių 
Nanoshuttle (,,n3D Biosciences”, Inc., Hiustonas, Teksasas, JAV) ir inkubuo-
jama 8 val. Po to ląstelės tripsinizuojamos, centrifuguojamos ir sėjamos į itin 
mažo prilipimo 96 šulinėlių plokštelę taip, kad viename šulinėlyje būtų 
1,5 ´ 103 vėžinių ląstelių ir 1,5 ´ 103 žmogaus fibroblastų. Plokštelė uždeda-
ma ant specialaus padėklo su 96 magnetais ir inkubuojamos dvi dienas 37 °C 
temperatūroje, esant 95 proc. santykinei drėgmei. Tuomet susiformuoja sfe-
roidai. Terpė pakeičiama šviežia terpe su 0,35 mg/ml tiriamųjų ekstraktų. 
Eksperimentai kartojami tris kartus. Sferoidų nuotraukos daromos kas dvi 
dienas Olympus IX73 invertuotu mikroskopu (,,OLYMPUS 
CORPORATION“, Tokijas, Japonija), o sferoidų dydžio analizė atliekama 
naudojant ImageJ, 1.53o versija (,,National Institutes of Health“, Betesda, 
Marilandas, JAV) ir Microsoft „Office Excel 2024“ programinę įrangą 
(„Microsoft Corporation“, Redmondas, WA, JAV). Paskutinę eksperimento 
dieną į kiekvieną šulinėlį įpilama po 10 μl WST–1 reagento (,,Sigma–Aldrich 
Co“, Burlingtonas, MA, JAV). Po 10 val. inkubacijos 50 μl skysčio iš 
kiekvieno šulinėlio perkeliama į kitą 96 šulinėlių plokštelę, o absorbcija 
išmatuojama esant 460 ir 530 nm bangos ilgiui. 
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2.7. Antimikrobinio aktyvumo in vitro nustatymas 

Antimikrobinis aktyvumas nustatytas difuzijos į standųjį mitybinį agarą 
metodu. Naudotas Miulerio–Hintono agaras (,,Mueller–Hinton II Agar“, 
Baltimorė JAV). Etaloninės nesporinių bakterijų Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ir Proteus vulgaris kultūros 
auginamos 20–24 val. 35–37 °C temperatūroje ant Miulerio–Hintono agaro 
(,,Mueller–Hinton II Agar“, Baltimorė, JAV). Bakterijų suspensija gaminama 
iš išaugintų bakterijų kultūrų steriliame fiziologiniame natrio chlorido 
(0,9 proc.) tirpale, standartizuojama McFarland’o standartiniu indikatoriumi 
((„Standart indikator McFarland“) „Sigma–Aldrich“, Hoeilaart, Belgija), 
kuris matuoja mėgintuvėlyje esančios suspensijos drumstumą. Bakterijų 
suspensija laikoma standartizuota, kai indikatoriaus reikšmė lygi 0,5. Tai 
reiškia, kad 1 ml bakterijų suspensijos yra 1,5 ´ 108 mikroorganizmo ląstelių. 
Etaloninė sporinė bakterijų Bacillus cereus kultūra auginama 7 dienas 35–37 
°C temperatūroje ant Miulerio–Hintono agaro. Užaugus sporinių bakterijų 
kultūrai, ji nuplaunama nuo terpės paviršiaus steriliu fiziologiniu tirpalu. 
Pagaminta suspensija šildoma 30 min. 70 °C temperatūroje ir skiedžiama 
fiziologiniu tirpalu, kol sporų koncentracija 1 ml yra ribose nuo 10 ´ 106 iki 
100 ´ 106. Tokią pagamintą sporų suspensiją galima laikyti ilgą laiką 
žemesnėje nei 4 °C temperatūroje. Etaloninė mieliagrybių kultūra – Candida 
albicans auginama 20–24 val. 30 °C temperatūroje 72 val. ant Saburo agaro. 
Mieliagrybių suspensija gaminama iš užaugintų mieliagrybių kultūrų fiziolo-
giniame tirpale, standartizuojama McFarland’o standartiniu indikatoriumi. 

Tyrime naudoti 0,02–0,1 mg/ml etanoliniai ir 0,033 mg/ml koncentra-
cijos sausieji C. vulgare ekstraktai. Į sterilias Petri lėkštes pilta po 0,5–1 ml 
etanolinių ir po 1 ml, 0,5 ml, 0,4 ml, 0,3 ml, 0,2 ml ir 0,1 ml sausųjų ekstrak-
tų, ištirpintų 5 ml Miulerio–Hintono agare. Į kiekvieną Petri lėkštelę su mėgi-
niu įpilama po 5 ml 45 °C skysto Miulerio–Hintono agaro ir sumaišoma. 
Agarui sukietėjus, atskiruose segmentuose pasėjamos paruoštos etaloninių 
mikroorganizmų kultūros. Miulerio–Hintono agaras su mėginiais ir įvestomis 
etaloninėmis bakterijų kultūromis inkubuojamas termostate 20–24 val. 35 °C 
temperatūroje, o po to dar 24 val. laikomas kambario temperatūroje. Eksperi-
mentai kartojami tris kartus. Ištirto mėginio antimikrobinis aktyvumas verti-
namas lyginant jį su etalonine mikroorganizmų kultūra. Jei etaloninė mikro-
organizmo kultūra auga pasėlio vietoje, laikoma, kad mėginys neslopina 
etaloninės mikroorganizmo kultūros augimo; jei etaloninė mikroorganizmo 
kultūra neauga pasėlio vietoje, laikoma, kad mėginys turi antimikrobinį 
poveikį prieš šį etaloninį mikroorganizmą. Naudojant agaro difuzijos metodą, 
papildomai yra nustatoma tiriamo mėginio minimali slopinanti koncentracija 
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(MSK). MSK apibrėžiama kaip mažiausia antimikrobinės medžiagos kon-
centracija, kuri slopina matomą mikroorganizmo augimą po inkubacijos per 
naktį. Šis metodas suteikia kiekybinius duomenis apie antimikrobinio povei-
kio stiprumą prieš tiriamas mikroorganizmų kultūras. 

2.8. Statistinė analizė 

Kiekybiniai rezultatai pateikiami kaip trijų pakartojimų vidurkis ± stan-
dartinis nuokrypis (SD). Duomenys apdoroti naudojant „Microsoft Office 
Excel 2024“ („Microsoft“, WA, JAV) ir „SPSS 25“ („IBM“, NY, JAV) pro-
graminę įrangą. Reikšmingi skirtumai tarp C. vulgare žiedynų, lapų ir šaknų 
ekstraktų nustatyti taikant vienfaktorę dispersijos analizę (ANOVA) su 
Tukey post hoc testu, kuri taip pat naudota atliekant priešvėžinių ir 
antimikrobinių rezultatų analizę. Pearsono koreliacinė analizė atlikta siekiant 
nustatyti ryšį tarp fenolinių junginių kiekio ir žiedynų, lapų bei šaknų 
ekstraktų antioksidacinio poveikio. Kalibracinėms kreivėms sudaryti naudota 
tiesinė regresinė analizė, kurios metu įvertintas ryšys tarp analitės koncent-
racijos ir signalo stiprumo, apskaičiuotas regresijos koeficientas (R2), o reikš-
mės laikytos tinkamomis, kai R2 ≥ 0,99. Skirtumai laikyti statistiškai reikš-
mingais, kai p < 0,05.  
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1. Fenolinių junginių kokybinės ir kiekybinės sudėties  
nustatymas C. vulgare augalinių žaliavų ekstraktuose  

efektyviosios skysčių chromatografijos metodu  

3.1.1. Ekstrakcijos sąlygų parinkimas 
Ekstrahento ir ekstrakcijos sąlygų parinkimas yra reikšminga proceso 

dalis, vystant augalinių žaliavų biologiškai aktyvių junginių kokybinės ir kie-
kybinės sudėties nustatymo metodiką [161]. Vertinant ekstrahento poliškumo 
įtaką fenolinių junginių ekstrakcijai iš dygiųjų usnių augalinės žaliavos, 
tyrimui pasirinkta naudoti dejonizuotą vandenį ir skirtingos koncentracijos 
etanolį – 50 proc. (v/v), 60 proc. (v/v), 70 proc. (v/v), 80 proc. (v/v), 90 proc. 
(v/v) ir 96 proc. (v/v). Paruošti ekstraktai 15 min. laikyti ultragarso vonelėje. 
Dygiųjų usnių ekstraktuose fenoliniai junginiai nustatyti naudojant ESC 
metodą. Tyrimo metu identifikuoti penki fenoliniai junginiai: apigenin-7-O-
gliukozidas, chlorogeno rūgštis, rutinas, hiperozidas ir izokvercitrinas. Jungi-
nių chromatograma pateikta 3.1.1.1 pav. 

 
3.1.1.1 pav. Fenoliniai junginiai identifikuoti dygiųjų usnių lapų 

ekstraktuose 
1 – chlorogeno rūgštis (CGA), 2 – rutinas, 3 – hiperozidas, 4 – izokvercitrinas, 5 – apigenin-
7-O-gliukozidas (A7G). 
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Įvertinus dygiųjų usnių ekstraktuose identifikuotų junginių apigenin-7-
O-gliukozido, chlorogeno rūgšties, rutino, hiperozido ir izokvercitrino kieky-
binę sudėtį, nustatyta, kad didžiausi fenolinių junginių kiekiai gauti naudojant 
50 proc. (v/v) etanolį (p < 0,05) (3.1.1.2 pav.). Dygiosios usnies lapų ekstrak-
te, pagamintame naudojant 50 proc. (v/v) etanolį, chlorogeno rūgšties ir 
apigenin-7-O-gliukozido kiekiai buvo atitinkamai 5,5 ir 7,5 karto didesni už 
kiekius nustatytus dygiosios usnies ekstrakte, pagamintame su 96 proc. (v/v) 
etanoliu ir vandeniu atitinkamai (3.1.1.2 pav.). 

Mokslininkai, Sieliwoniuk ir kiti, atliko C. vulgare augalinės žaliavos 
ekstrakciją naudodami 70 proc. (v/v) metanolį ir 70 proc. (v/v) etanolį. Jų 
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1. Fenolinių junginių kokybinės ir kiekybinės sudėties  
nustatymas C. vulgare augalinių žaliavų ekstraktuose  

efektyviosios skysčių chromatografijos metodu  

3.1.1. Ekstrakcijos sąlygų parinkimas 
Ekstrahento ir ekstrakcijos sąlygų parinkimas yra reikšminga proceso 

dalis, vystant augalinių žaliavų biologiškai aktyvių junginių kokybinės ir kie-
kybinės sudėties nustatymo metodiką [161]. Vertinant ekstrahento poliškumo 
įtaką fenolinių junginių ekstrakcijai iš dygiųjų usnių augalinės žaliavos, 
tyrimui pasirinkta naudoti dejonizuotą vandenį ir skirtingos koncentracijos 
etanolį – 50 proc. (v/v), 60 proc. (v/v), 70 proc. (v/v), 80 proc. (v/v), 90 proc. 
(v/v) ir 96 proc. (v/v). Paruošti ekstraktai 15 min. laikyti ultragarso vonelėje. 
Dygiųjų usnių ekstraktuose fenoliniai junginiai nustatyti naudojant ESC 
metodą. Tyrimo metu identifikuoti penki fenoliniai junginiai: apigenin-7-O-
gliukozidas, chlorogeno rūgštis, rutinas, hiperozidas ir izokvercitrinas. Jungi-
nių chromatograma pateikta 3.1.1.1 pav. 
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Maceracija yra paprastas ekstrahavimo metodas, kurio privalumas 
jautrių temperatūrai junginių išgavimas. Šio metodo trūkumas – mažas efek-
tyvumas ir ilgas junginių išgavimo laikas [164]. Dygiųjų usnių augalinės 
žaliavos ekstrakcijos maceracijos metodu rezultatai pateikti 3.1.1.4 pav. 
Didžiausi rutino (0,15 ± 0,03 mg/g), izokvercitrino (0,70 ± 0,07 mg/g), hipe-
rozido (0,82 ± 0,09 mg/g) ir chlorogeno rūgšties (3,74 ± 0,13 mg/g) kiekiai 
dygiųjų usnių ekstraktuose nustatyti atlikus 6 val. trukmės maceraciją, o 
apigenin-7-O-gliukozido atveju maceracija buvo efektyvesnė ją atliekant 
48 val. (kiekis 9,01 ± 0,45 mg/g) (3.1.1.4 pav.). 

 
3.1.1.4 pav. Ekstrakcijos metodo – maceracijos trukmės įtaka 

fenolinių junginių kiekiui (mg/g) 
Skirtingos raidės palyginamojoje grupėje žymi statistiškai reikšmingus skirtumus (p < 0,05). 

Tyrimo metu siekiant padidinti fenolinių junginių kiekio išgavimą iš 
dygiosios usnies žaliavos buvo pritaikyta ekstrakcija, naudojant šildymą su 
grįžtamuoju šaldytuvu (3.1.1.5 pav.). Nustatyta, kad C. vulgare ekstraktuose, 
gautuose naudojant šildymą su grįžtamuoju šaldytuvu gauti iki 1,7 karto 
didesni fenolinių junginių kiekiai, lyginant su kiekiais nustatytais 
ekstraktuose pagamintuose taikant maceracijos ir ekstrakcijos ultragarsu 
metodus (p < 0,05). Šildymo su grįžtamuoju šaldytuvu ekstrakcija vykdyta 
90 °C temperatūroje ir tai galėjo sąlygoti didesnį fenolinių junginių kiekį, 
lyginant su ekstrakcija ultragarsu ir maceracija, kurių metu naudota 25–30 °C 
temperatūra. Tyrimo metu atlikta ekstrakcijos su grįžtamuoju šaldytuvu 
pagamintų ekstraktų fenolinių junginių sudėties analizė ir nustatyti fenolinių 
junginių kiekiai: rutino – 0,24 ± 0,01 mg/g, hiperozido – 1,33 ± 0,07 mg/g, 
izokvercetrino – 1,26 ± 0,06 mg/g, chlorogeno rūgšties – 13,09 ± 0,66 mg/g 
ir apigenin-7-O-gliukozido – 9,92 ± 0,49 mg/g) (3.1.1.5 pav.).  
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Maceracija yra paprastas ekstrahavimo metodas, kurio privalumas 
jautrių temperatūrai junginių išgavimas. Šio metodo trūkumas – mažas efek-
tyvumas ir ilgas junginių išgavimo laikas [164]. Dygiųjų usnių augalinės 
žaliavos ekstrakcijos maceracijos metodu rezultatai pateikti 3.1.1.4 pav. 
Didžiausi rutino (0,15 ± 0,03 mg/g), izokvercitrino (0,70 ± 0,07 mg/g), hipe-
rozido (0,82 ± 0,09 mg/g) ir chlorogeno rūgšties (3,74 ± 0,13 mg/g) kiekiai 
dygiųjų usnių ekstraktuose nustatyti atlikus 6 val. trukmės maceraciją, o 
apigenin-7-O-gliukozido atveju maceracija buvo efektyvesnė ją atliekant 
48 val. (kiekis 9,01 ± 0,45 mg/g) (3.1.1.4 pav.). 
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dygiosios usnies žaliavos buvo pritaikyta ekstrakcija, naudojant šildymą su 
grįžtamuoju šaldytuvu (3.1.1.5 pav.). Nustatyta, kad C. vulgare ekstraktuose, 
gautuose naudojant šildymą su grįžtamuoju šaldytuvu gauti iki 1,7 karto 
didesni fenolinių junginių kiekiai, lyginant su kiekiais nustatytais 
ekstraktuose pagamintuose taikant maceracijos ir ekstrakcijos ultragarsu 
metodus (p < 0,05). Šildymo su grįžtamuoju šaldytuvu ekstrakcija vykdyta 
90 °C temperatūroje ir tai galėjo sąlygoti didesnį fenolinių junginių kiekį, 
lyginant su ekstrakcija ultragarsu ir maceracija, kurių metu naudota 25–30 °C 
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izokvercetrino – 1,26 ± 0,06 mg/g, chlorogeno rūgšties – 13,09 ± 0,66 mg/g 
ir apigenin-7-O-gliukozido – 9,92 ± 0,49 mg/g) (3.1.1.5 pav.).  
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Apibendrinant dygiosios usnies ėminių ekstrakcijos sąlygų parinkimo 
tyrimų rezultatus, nustatyta, kad didžiausi fenolinių junginių (apigenin-7-O- 
gliukozido, chlorogeno rūgšies, rutino, hiperozido, izokercitrino) kiekiai 
gauti ekstrahuojant usnies lapų ėminius 50 proc. (v/v) etanoliu, ekstrakciją 
atliekant 1,5 val. 90  °C temperatūroje su grįžtamuoju šaldytuvu (p < 0,05). 
Šis metodas pasirinktas ruošiant ekstraktus tolimesniems tyrimams. Jang ir 
bendraautorių tyrime, atliekant ekstrakciją iš Cirsium japonicum augalo 
žaliavos, nustatyta, kad 70 proc. (v/v) etanolis buvo optimalus tirpiklis 
fenolinių junginių išgavimui, o didesnė temperatūra (85–95 °C) bei 
ekstrakcija su grįžtamuoju šaldytuvu padidino išskiriamų bioaktyvių 
medžiagų kiekį. Šie rezultatai atitinka ir mūsų darbo metu taikytas sąlygas – 
aukštesnės temperatūros panaudojimas fenolinių junginių ekstrahavimui 
pasitvirtino kaip efektyvus metodas, leidžiantis padidinti išekstrahuojamų 
biologiškai aktyvių junginių kiekius [165].  

3.1.2. ESC metodikos fenolinių junginių nustatymui  
C. vulgare augalinės žaliavos ekstraktuose validavimas 
Tyrimo metu atlikta ESC metodikos validacija fenolinių junginių nusta-

tymui C. vulgare augalinės žaliavos ekstraktuose. Metodikos validacija atlik-
ta pagal EMA (Europos medicinos agentūros) ICH Q2(R2) gaires. Valida-
cijos duomenys pateikti 3.1.2.1 lentelėje. Tyrimo metu buvo įvertintas meto-
dikos specifiškumas, pagrįstas lyginant analitės bei etaloninio junginio 
sulaikymo laiką ir etaloninių junginių bei analičių UV absorbcijos spektrus. 
Dygiosios usnies ekstraktuose identifikuota vienuolika fenolinių junginių, 
kurių sulaikymo trukmės: 9,53 min. – neochlorogeno rūgštis, 11,94 min. – 
chlorogeno rūgštis, 12,41 min. – 4-O-ferulo rūgštis, 14,09 min. – kavos 
rūgštis, 20,04 min. – p-kumaro rūgštis, 22,65 min. – trans-ferulo rūgštis 
23,61 min. – hiperozidas, 24,51 min. – izokvercitrinas, 34,51 min. – 
apigenin-7-O-gliukozidas, 43,78 min. – liuteolinas, 47,79 min. – apigeninas 
(3.1.2.1 pav.). 
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3.1.2.1 pav. Fenoliniai junginiai identifikuoti dygiųjų usnių lapų 

ekstraktuose 
1 – neochlorogeno rūgštis, 2 – chlorogeno rūgštis, 3 – 4-O-kafeoilchino rūgštis, 4 – kavos 
rūgštis, 5 – kumaro rūgštis, 6 – ferulo rūgštis, 7 – hiperozidas, 8 – izokvercitrinas, 9 – 
apigenin-7-O-gliukozidas, 10 – liuteolinas, 11 – apigeninas. 

Tiesiškumui patvirtinti, įvertinta analitės smailės ploto priklausomybė 
nuo analitės koncentracijos tiriamajame tirpale, sudarant usnių lapų, žiedynų 
ir šaknų ekstraktuose identifikuotų junginių kalibravimo grafikus ir įvertinant 
regresijos koeficientus bei kalibracinės kreivės tiesinės regresijos lygtis. Visų 
analičių regresijos koeficientas buvo daugiau nei 0,999, tai patvirtina ESC 
metodikos tiesiškumą. Tyrimo metu nustatyta, kad identifikuotų junginių 
tiesiškumo ribos variavo nuo 0,113 μg/ml iki 176,7 μg/ml, kurios apima visus 
tyrimo metu nustatytus fenolinių junginių kiekius. Visų tirtų fenolinių 
junginių aptikimo ribos nustatytos, kai smailės aukščio ir bazinės linijos 
triukšmo santykis – 3:1, o kiekybinio nustatymo ribos įvertintos, kai smailės 
aukščio ir bazinės linijos triukšmo santykis – 10:1 [157]. Visų tyrime naudotų 
analičių aptikimo ribos variavo nuo 0,03 μg/ml iki 0,345 μg/ml, o nustatymo 
ribos – nuo 0,078 μg/ml iki 1,104 μg/ml. Metodo tvirtumas buvo įvertintas, 
keičiant kai kuriuos analizės parametrus: kolonėlės temperatūrą ± 2 °C ir 
mobilaus fazės santykį ± 2 proc. (v/v). Nustatyta, kad šie pokyčiai neturėjo 
reikšmingos įtakos smailių sulaikymo laikams, formoms ar intensyvumui. 
Visų junginių kiekybiniai rezultatai išliko nuoseklūs, o variacijos koeficientas 
neviršijo 2 proc., todėl ESC metodas laikomas tvirtu analitinių sąlygų 
pokyčiams. Glaudumas įvertintas, nustatant pakartojamumo ir tarpinio 
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preciziškumo įverčius. Visų identifikuotų junginių variacijos koeficientas 
neviršija 1,02 proc. [157]. 

Nustatyti ESC metodikos tinkamumo rezultatai patvirtina, kad pasirinkti 
chromatografiniai parametrai tinkami dygiosios usnies ekstraktų fenolinių 
junginių kokybinei ir kiekybinei sudėčiai įvertinti. Validuota ESC metodika 
taikyta tolesnei fenolinių junginių kokybinei ir kiekybinei analizei, užtikri-
nant tikslius ir patikimus rezultatus, kurie atitinka nustatytus parametrus 
[166]. 

3.1.3. Fenolinių junginių kokybinės ir kiekybinės sudėties 
C. vulgare augalinių žaliavų ekstraktuose nustatymas  
Fenolinių junginių koncentracija ir kaupimosi dėsningumai skirtingose 

augalų dalyse bei organuose skiriasi priklausomai nuo augalo augimo fazės 
ir gyvavimo ciklo [167]. Fenolinių junginių kaupimosi dėsningumų nustaty-
mas dygiosios usnies augalinėje žaliavoje yra aktualus siekiant įvertinti šių 
junginių kiekių ir kokybinių profilių pokyčius augalo vystymosi metu (skir-
tinguose fenologiniuose tarpsniuose).  

Tyrimų metu fenolinių junginių kokybinės ir kiekybinės sudėties poky-
čiai įvertinti C. vulgare augalinėse žaliavose (lapų, žiedynų ir šaknų) surink-
tose dvejų metų laikotarpiu (2021–2022 m.), fenologiniu laikotarpiu nuo 
ramybės laikotarpio pabaigos iki sėklų brandos.  

Suminis fenolinių junginių kiekis nustatytas dygiosios usnies augalinėse 
žaliavose, surinktose skirtingais metais, reikšmingai skyrėsi (p < 0,05) 
(3.1.3.1 pav.). Dygiosios usnies augalinėje žaliavoje, rinktoje 2021 metais, 
didžiausi suminiai fenolinių junginių kiekiai nustatyti C. vulgare ėminiuose, 
surinktuose ramybės periodo pabaigoje (05.23), butonizacijos (07.04) ir 
masinio žydėjimo metu (08.01) (p < 0,05) (3.1.3.1 pav.). Remiantis Lietuvos 
hidrometeorologijos tarnybos duomenimis, ramybės periodo pabaigoje 
(05.23) oro temperatūra Šiaulių apskrityje savaitę iki ėminių rinkimo ir 
rinkimo dieną svyravo nuo 6,6 iki 17,6 °C, santykinis oro drėgnis – nuo 44 
iki 90 proc., o kritulių kiekis – nuo 0,0 iki 2,1 mm. Butonizacijos metu 
(07.04) aplinkos sąlygos buvo šiltesnės – oro temperatūra siekė 14,5–26,5 °C, 
santykinis oro drėgnis – 44–99 proc., kritulių nefiksuota. Masinio žydėjimo 
laikotarpiu (08.01) oro temperatūra svyravo nuo 13,2 iki 30,7 °C, santykinis 
drėgnis – nuo 32 iki 76 proc., kritulių kiekis – nuo 0,0 iki 5,3 mm. 
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Dygiųjų usnių žaliavoje, rinktoje 2022 metais, didžiausi fenolinių jungi-
nių kiekiai nustatyti ėminiuose, surinktuose augalo žydėjimo pradžios (07.18) 
ir masinio žydėjimo (08.01) laikotarpiu (p < 0,05). Suminis identifikuotų 
fenolinių junginių kiekis nustatytas 2021 ir 2022 metų fenologinių tarpsnių 
metu dygiosios usnies augalinės žaliavos ėminiuose variavo nuo 71,87 mg/g 
iki 324,16 mg/g ir nuo 99,36 iki 326,57 mg/g, atitinkamai. Vertinant oro 
sąlygų įtaką fitocheminių junginių kiekiui, nustatyta, kad žydėjimo pradžioje 
(07.18) aplinkos temperatūra svyravo nuo 10,6 iki 22,2 °C, santykinis oro 
drėgnis – nuo 50 iki 97 proc., o kritulių kiekis siekė 0,0–5,5 mm. Masinio 
žydėjimo metu (08.01) oro temperatūra svyravo nuo 8,4 iki 22,8 °C, 
santykinis drėgnis – nuo 49 iki 97 proc., kritulių kiekis – nuo 0,0 iki 12,4 mm 
(3.1.3.1 pav.). Nazaruk ir kiti nustatė reikšmingai didesnius fenolinių 
junginių kiekius metanoliniuose C. vulgare lapų ir žiedynų ekstraktuose, 
kurie pagaminti iš augalinių žaliavų, surinktų masinio žydėjimo 
fenologiniame tarpsnyje nuo birželio galo iki rugpjūčio mėnesio pradžios 
[168]. Suminiai fenolinių junginių kiekiai, tiek atskirų junginių – tokių kaip 
chlorogeno rūgštis – koncentracijos dygiosios usnies augalinėje žaliavoje 
reikšmingai kito priklausomai nuo augimo fazės ir meteorologinių sąlygų. 
Didžiausi fenolinių junginių kiekiai fiksuoti augalo intensyvios fotosintezės 
laikotarpiais – ramybės periodo pabaigoje, žydėjimo bei masinio atžėlimo 
metu. Šie duomenys rodo, kad fenologinis tarpsnis yra svarbus veiksnys į kurį 
būtina atsižvelgti, siekiant optimizuoti augalinės žaliavos surinkimo laiką, 
siekiant išgauti maksimalius fenolinių junginių kiekius. 

Taikant validuotą ESC metodiką identifikuoti ir kiekybiškai įvertinti 
vienuolika fenolinių junginių C. vulgare augalinių žaliavų ekstraktuose. Di-
džiausią identifikuotų junginių dalį dygiosios usnies žaliavose sudarė chloro-
geno rūgštis (44,90 proc.) ir apigenin-7-O-gliukozidas (41,48 proc.). Kitų iden-
tifikuotų fenolinių junginių kiekis C. vulgare augalinėje žaliavoje sudarė ma-
žą dalį suminio fenolinių junginių kiekio: izokvercitrinas (3,16 proc.), hiper-
ozidas (2,32 proc.), apigeninas (1,20 proc.), p-kumaro rūgštis (1,07 proc.), 
neochlorogeno rūgštis (0,62 proc.), 4-O-kafeoilchino rūgštis (0,46 proc.), 
kavos rūgštis (0,32 proc.), trans-ferulo rūgštis (0,21 proc.), luteolinas 
(0,21 proc.). Vegetacijos tarpsniai turėjo ženklią įtaką fenolinių junginių 
kiekybinei sudėčiai dygiųjų usnių lapuose, žiedynuose ir šaknyse. Gauti 
tyrimo rezultatai atitinka kitų autorių pastebėjimus. Nazaruk ir kiti, nustatė 
didesnę fenolinių junginių koncentraciją metanoliniuose C. vulgare lapų ir 
žiedynų ekstraktuose, pagamintuose iš žaliavos, surinktos masinio žydėjimo 
fenologiniu laikotarpiu (birželio pabaigoje–rugpjūčio pradžioje) (p < 0,05) 
[168].  
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Atlikto tyrimo metu chlorogeno rūgšties kiekio pokyčiai dygiosios usnies 
augalinėse žaliavose, surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais dvejų 
metų laikotarpiu pateikti 3.1.3.2 pav. Didžiausi chlorogeno rūgšties kiekiai 
146,28 ± 0,13 mg/g ir 140,15 ± 0,14 mg/g nustatyti C. vulgare lapų augalinė-
je žaliavoje, surinktoje 2021 metų ramybės periodo pabaigoje ir 2021 metų 
masinio atžėlimo metu, atitinkamai (p < 0,05). C. vulgare lapų augalinėje 
žaliavoje, surinktoje 2021 metų ramybės periodo metu ir masinio atžėlimo 
metu, nustatyti reikšmingai didesni chlorogeno rūgšties kiekiai (146,28–
81,08 mg/g) lyginant su chlorogeno rūgšties kiekiais nustatytais šaknų 
(27,47–16,68 mg/g) augalinėse žaliavose tuo pačiu laikotarpiu (p < 0,05).  

Palyginus chlorogeno rūgšties kiekybinę sudėtį C. vulgare žiedynų auga-
linėse žaliavose, surinktose 2021 ir 2022 metų tais pačiais fenologiniais tarps-
niais, statistiškai reikšmingų skirtumų nenustatyta (p > 0,05). Analizuojant 
chlorogeno rūgšties kaupimosi dėsningumus dygiosios usnies žiedynų 
žaliavoje nustatyta, kad 2021 ir 2022 metų žydėjimo pradžios fenologiniame 
tarpsnyje (07.18) surinktuose žiedynuose sukaupti didžiausi chlorogeno rūgš-
ties kiekiai 58,02 ± 0,41 mg/g ir 64,08 ± 0,23 mg/g, atitinkamai. Palyginus 
chlorogeno rūgšties kiekį C. vulgare šaknų augalinėse žaliavose, surinktose 
skirtingais metais tuo pačiu metu statistiškai reikšmingų skirtumų nenustatyta 
(p > 0,05). Didžiausias chlorogeno rūgšties kiekis nustatytas šaknų augali-
nėje žaliavoje, surinktoje 2022 metų fenologinio ramybės periodo pabaigoje 
05.09 (31,71 ± 0,11 mg/g) (3.1.3.2 pav.). 

Apigenin-7-O-gliukozido kiekio pokyčiai dygiosios usnies augalinėse 
žaliavose, surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais dvejų metų laiko-
tarpiu pateikti 3.1.3.3 pav. C. vulgare lapų augalinių žaliavų ėminiuose, su-
rinktuose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais, nustatytas 
apigenin-7-O-gliukozido kiekis (14,05–146,81 mg/g – 2021 metais, 24,61–
147,96 mg/g – 2022 metais) buvo didesnis už kiekius nustatytus C. vulgare 
žiedynų (16,05–76,30 mg/g 2021 metais ir 0,18–147,32 mg/g 2022 metais) ir 
šaknų (0,37–1,15 mg/g 2021 metais ir 0,75–4,95 mg/g 2022 metais) augali-
nėse žaliavose. Tyrimo metu įvertinta, kad didžiausias apigenin-7-O-gliuko-
zido kiekis 147,96 ± 0,34 mg/g nustatytas C. vulgare lapų augalinės žaliavos 
ėminiuose, surinktuose 2022 metų masinio žydėjimo fenologinėje stadijoje 
(08.01), kuris statistiškai reikšmingai nesiskyrė nuo apigenin-7-O-gliukozido 
kiekio 146,81 ± 0,31 mg/g nustatyto C. vulgare lapų augalinės žaliavos ėmi-
niuose, surinktuose 2021 metais butonizacijos fenologiniame tarpsnyje (07.04). 
Lyginant žiedynų augalinėse žaliavose nustatytą apigenin-7-O-gliukozido 
kiekį, didžiausias apigenin-7-O-gliukozido kiekis nustatytas žiedynų 
ėminiuose, surinktuose 2021 metais butanizacijos fenologiniame tarpsnyje 
76,30 ± 0,31 mg/g (p < 0,05). Dygiosios usnies šaknų augalinės žaliavos 
ėminiuose didžiausias apigenin-7-O-gliukozido kiekis nustatytas ėminiuose, 
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kurie surinkti 2022 metų masinio atžėlimo tarpsnyje (4,48 ± 0,03 mg/g) 
(3.1.3.3 pav.). Palyginus su kitais Asteraceae šeimos augalais, C. vulgare la-
puose nustatytas apigenin-7-O-gliukozido kiekis yra reikšmingai didesnis. 
Achillea millefolium žieduose šio flavonoido kiekis yra apie 10–15 kartų ma-
žesnis, o Calendula officinalis žieduose apigenin-7-O-gliukozido koncent-
racija yra apie 5–8 kartus mažesnė nei C. vulgare lapuose nustatytų kiekių 
[169–171]. Šie duomenys parodo, kad C. vulgare gali būti vertingas natūralus 
apigenin-7-O-gliukozido šaltinis, ypač kai žaliava renkama butonizacijos ir 
masinio žydėjimo fenologiniais tarpsniais. 

Izokvercitrino kiekio pokyčiai dygiosios usnies augalinėse žaliavose, 
surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais pateikti 
3.1.3.4 pav. C. vulgare lapų augalinėje žaliavoje, surinktoje 2021 metais ra-
mybės periodo metu (05.09, 05.23) ir masinio atžėlimo metu (06.06), nusta-
tyti reikšmingai didesni izokvercitrino kiekiai (16,197–14,162 mg/g) lyginant 
su izokvercitrino kiekiais nustatytais šaknų (0,240–0,08 mg/g) augalinėse 
žaliavose tuo pačiu laikotarpiu (p < 0,05). Augalo lapų žaliavose, surinktose 
2021 metais, nustatyti statistiškai didesni fenolinio junginio izokvercitrino 
kiekiai, palyginus juos su izokvercitrino kiekiais nustatytais augalo lapų 
žaliavose, surinktose 2022 metais (p < 0,05).  

Tyrimo metu nustatyta, kad 2021 metais surinktose šaknų augalinės ža-
liavos ėminiuose izokvercitrinas aptiktas ir kiekybiškai įvertintas prasidėjus 
butonizacijos fenologiniam tarpsniui (07.04). Vėliau jo kiekiai C. vulgare 
šaknų augalinėje žaliavoje didėjo ir didžiausias izokvercitrino kiekis 4,39 ± 
0,04 mg/g nustatytas šaknų augalinės žaliavos ėminiuose, surinktuose 2021 
metais masinio žydėjimo fenologiniame tarpsnyje (08.15). C. vulgare šaknų 
augalinėse žaliavos ėminiuose surinktose 2022 metais izokvercitrinas nusta-
tytas nebuvo.  

Palyginus žiedynų augalinėse žaliavose aptiktus izokvercitrino kiekius, 
nustatyta, kad didžiausias izokvercitrino kiekis 2,49 ± 0,01 mg/g nustatytas 
C. vulgare žiedynų augalinės žaliavos ėminiuose, surinktuose 2022 metais 
masinio žydėjimo fenologiniame tarpsnyje (08.01) (p < 0,05) (3.1.3.4 pav.). 
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kurie surinkti 2022 metų masinio atžėlimo tarpsnyje (4,48 ± 0,03 mg/g) 
(3.1.3.3 pav.). Palyginus su kitais Asteraceae šeimos augalais, C. vulgare la-
puose nustatytas apigenin-7-O-gliukozido kiekis yra reikšmingai didesnis. 
Achillea millefolium žieduose šio flavonoido kiekis yra apie 10–15 kartų ma-
žesnis, o Calendula officinalis žieduose apigenin-7-O-gliukozido koncent-
racija yra apie 5–8 kartus mažesnė nei C. vulgare lapuose nustatytų kiekių 
[169–171]. Šie duomenys parodo, kad C. vulgare gali būti vertingas natūralus 
apigenin-7-O-gliukozido šaltinis, ypač kai žaliava renkama butonizacijos ir 
masinio žydėjimo fenologiniais tarpsniais. 

Izokvercitrino kiekio pokyčiai dygiosios usnies augalinėse žaliavose, 
surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais pateikti 
3.1.3.4 pav. C. vulgare lapų augalinėje žaliavoje, surinktoje 2021 metais ra-
mybės periodo metu (05.09, 05.23) ir masinio atžėlimo metu (06.06), nusta-
tyti reikšmingai didesni izokvercitrino kiekiai (16,197–14,162 mg/g) lyginant 
su izokvercitrino kiekiais nustatytais šaknų (0,240–0,08 mg/g) augalinėse 
žaliavose tuo pačiu laikotarpiu (p < 0,05). Augalo lapų žaliavose, surinktose 
2021 metais, nustatyti statistiškai didesni fenolinio junginio izokvercitrino 
kiekiai, palyginus juos su izokvercitrino kiekiais nustatytais augalo lapų 
žaliavose, surinktose 2022 metais (p < 0,05).  

Tyrimo metu nustatyta, kad 2021 metais surinktose šaknų augalinės ža-
liavos ėminiuose izokvercitrinas aptiktas ir kiekybiškai įvertintas prasidėjus 
butonizacijos fenologiniam tarpsniui (07.04). Vėliau jo kiekiai C. vulgare 
šaknų augalinėje žaliavoje didėjo ir didžiausias izokvercitrino kiekis 4,39 ± 
0,04 mg/g nustatytas šaknų augalinės žaliavos ėminiuose, surinktuose 2021 
metais masinio žydėjimo fenologiniame tarpsnyje (08.15). C. vulgare šaknų 
augalinėse žaliavos ėminiuose surinktose 2022 metais izokvercitrinas nusta-
tytas nebuvo.  

Palyginus žiedynų augalinėse žaliavose aptiktus izokvercitrino kiekius, 
nustatyta, kad didžiausias izokvercitrino kiekis 2,49 ± 0,01 mg/g nustatytas 
C. vulgare žiedynų augalinės žaliavos ėminiuose, surinktuose 2022 metais 
masinio žydėjimo fenologiniame tarpsnyje (08.01) (p < 0,05) (3.1.3.4 pav.). 
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Hiperozido kiekio pokyčiai dygiosios usnies augalinėse žaliavose, 
surinktose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 ir 2022 metais pateikti 
3.1.3.5 pav. Tyrimo metu hiperozidas nustatytas C. vulgare lapų ir žiedynų 
augalinėse žaliavose, o C. vulgare šaknų augalinėje žaliavoje hiperozido 
nenustatyta.  

C. vulgare lapų augalinės žaliavos ėminiuose, surinktuose 2021 metais 
skirtingais fenologiniais laikotarpiais, nustatytas hiperozido kiekis buvo di-
desnis (12,37–0,80 mg/g) lyginant su hiperozido kiekiu (5,58–1,37 mg/g) nu-
statytu C. vulgare lapų augalinės žaliavos ėminiuose, surinktuose 2022 me-
tais skirtingais fenologiniais tarpsniais. Didžiausias hiperozido kiekis 12,37 ± 
0,07 mg/g nustatytas dygiosios usnies lapų žaliavos ėminiuose, surinktuose 
2021 metų butonizacijos fenologinėje fazėje (07.04), kuris statistiškai reikš-
mingai nesiskyrė nuo kiekio 11,09 ± 0,09 mg/g nustatyto dygiosios usnies 
lapų žaliavos ėminiuose, surinktuose 2021 metų lapų masinio atžėlimo laiko-
tarpiu (06.20) (p > 0,05).  

C. vulgare žiedynų augalinėse žaliavose nustatyta iki 12,5 kartų mažes-
nis hiperozido kiekis, lyginant su C. vulgare lapų augalinėse žaliavose nusta-
tytu hiperozido kiekiu. Palyginus žiedynų augalinėse žaliavose aptiktus hipe-
rozido kiekius, nustatyta, kad didžiausias hiperozido kiekis 2,17 ± 0,05 mg/g 
buvo nustatytas C. vulgare žiedynų augalinės žaliavos ėminiuose, surink-
tuose 2021 metais butonizacijos (07.04) fenologiniame tarpsnyje (p < 0,05) 
(3.1.3.5 pav.).  
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Atsižvelgiant į dygiosios usnies augalinių žaliavų ėminių, surinktų 
skirtingų fenologinių tarpsnių metu, ekstraktuose nustatytą fenolinių junginių 
kiekybinę sudėtį, tolimesniems biologinio aktyvumo tyrimams buvo 
pasirinkti ekstraktai turintys didžiausią fenolinių junginių kiekį. Tyrimams 
pasirinkti dvejų 2021–2022 metų ekstraktai: šaknys, surinktos fenologinės 
ramybės periodo pabaigoje (04.11, 04.25, 05.09), lapai, surinkti fenologinės 
ramybės periodo pabaigoje (04.25), lapai, surinkti masinio atžėlimo periodu 
(06.06), žiedynai, surinkti masinio žydėjimo periodu (07.30), lapai, surinkti 
sėklų brandos periodu (09.12), žiedynai, surinkti sėklų brandos periodu 
(09.12), lapai, surinkti fenologinės ramybės periodo pabaigoje (04.25), lapai, 
surinkti fenologinės ramybės periodo pabaigoje (05.23), lapai, surinkti 
masinio atžėlimo periodu (06.06). 

3.2. Aminorūgščių kokybinės ir kiekybinės sudėties C. vulgare  
augalinės žaliavos ekstraktuose nustatymas DC–MS metodu 

3.2.1. DC–MS metodikos aminorūgščių nustatymui  
C. vulgare augalinės žaliavos ekstraktuose validacija 
Aminorūgščių nustatymas augaluose, tokiuose kaip C. vulgare, yra svar-

bus, siekiant įvertinti jų maistinę vertę ir potencialą kaip alternatyvų baltymų 
šaltinį. Atliekant dygiosios usnies žaliavų fitocheminės sudėties analizę nu-
statyta, kad augalas kaupia laisvąsias aminorūgštis. Kai kurios iš jų yra nepa-
keičiamosios aminorūgštys, kitos – pakeičiamosios. Tiek pakeičiamosios, 
tiek nepakeičiamosios aminorūgštys yra svarbios organizmo metabolizmo 
procesuose. Nepakeičiamosios aminorūgštys, tokios kaip leucinas, izoleuci-
nas, lizinas, metioninas, fenilalaninas, treoninas, triptofanas ir valinas yra 
būtinos baltymų sintezei, fermentų ir hormonų gamybai, taip pat imuninės 
sistemos veiklai. Šių aminorūgščių organizmas negamina, todėl jos turi būti 
gaunamos su maistu ar papildomais maisto priedais. C. vulgare augalinėse 
žaliavose nustatytos aminorūgštys pagrindžia šios žaliavos naudojimo poten-
cialą tiek žmonių, tiek gyvūnų mityboje, prisidedant prie subalansuotos ir 
pilnavertės mitybos užtikrinimo. 

Metodikų vystymas ir validavimas yra svarbus siekiant tiksliai įvertinti 
aminorūgščių sudėtį tiriamosiose C. vulgare žaliavose. Tyrimo metu atlikta 
DC–MS (dujų chromatografijos ir masių spektrometrijos) metodikos su deri-
vatizacijos etapu validacija aminorūgščių nustatymui C. vulgare augalinės 
žaliavos ekstraktuose. Metodikos validacija atlikta pagal EMA (Europos me-
dicinos agentūros) ICH Q2(R2) gaires, vertinant šiuos parametrus: tiesišku-
mą, tikslumą, preciziškumą, aptikimo ir nustatymo ribas, specifiškumą, 



60
 

60 

teisingumą bei tvirtumą. Specifiškumas įvertintas analizuojant analičių chro-
matografinių smailių sulaikymo laikus ir jų masių spektrus, kurie buvo 
būdingi kiekvienai aminorūgščiai ir atitiko kokybės reikalavimus [157, 172]. 
Metodika validuota naudojant 16 aminorūgščių: alaniną, gliciną, cisteiną, 
valiną, leuciną, izoleuciną, metioniną, proliną, seriną, tirozino, fenilalanino, 
asparto rūgštį, glutamo rūgštį, liziną, histidiną ir treoniną. Glaudumo tyrimų 
metu nustatyta, kad metodas pasižymi dideliu pakartojamumu – variacijos 
koeficientas neviršijo 1 proc., o tai patvirtina metodo preciziškumą. Tiesiš-
kumas įvertintas kalibracinių kreivių pagrindu, ir nustatyta, kad smailių ploto 
ir koncentracijų santykis buvo tiesinis 25–200 μg/ml intervale, determina-
cijos koeficientui (R2) svyruojant nuo 0,986 iki 0,999. Aptikimo ir nustatymo 
ribos buvo individualios kiekvienai aminorūgščiai ir neviršijo 2,400 μg/ml. 
Tikslumas įvertintas pagal atkuriamumo procentus, kurie, priklausomai nuo 
analitės, svyravo nuo 98,4 proc. iki 101,3 proc. Pavyzdžiui, L-alanino atku-
riamumas siekė 99,4 proc., glicino – 100,0 proc., L-valino – 98,8 proc., o L-
tirozino – 100,5 proc. Visi šie rezultatai atitinka ICH Q2(R2) gairėse nuro-
dytus tikslumo kriterijus. Tvirtumo vertinimo metu buvo analizuotas ir deri-
vatizacijos etapas – tirtas metodikos jautrumas nedideliems derivatizacijos 
trukmės, temperatūros bei reagentų koncentracijos pokyčiams. Gauti rezul-
tatai parodė, kad šie parametrai neturėjo reikšmingos įtakos analitiniams 
duomenims, todėl derivatizacijos žingsnis laikytinas patikimu. Apibendrinant 
galima teigti, kad išvystyta DC–MS metodika yra jautri, tiksli ir patikima, bei 
pilnai atitinka ICH Q2(R2) metodų validacijos reikalavimus, todėl tinkama 
naudoti tiek kokybinei, tiek kiekybinei aminorūgščių analizei C. vulgare 
augalinėje žaliavoje. 

Ištyrus dygiosios usnies ekstraktus DC–MS metodu skirtingose C. vul-
gare augalinėse žaliavose aptiktos ir kiekybiškai nustatytos šios aminorūgš-
tys: L-alaninas, glicinas, L-valinas, L-leucinas, izoleucinas, L-prolinas,  
L-metioninas, L-serinas, L-treoninas, L-fenilalaninas, L-asparto rūgštis,  
L-glutamo rūgštis, L-lizinas, L-histidinas ir L-tirozinas (3.2.1.1 pav.). C. vul-
gare lapų ekstraktuose aptikta 15 aminorūgščių, žiedynų ekstraktuose aptikta 
14 aminorūgščių, o šaknų ekstraktuose aptikta 13 aminorūgščių. 
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3.2.1.1 pav. Aminorūgštys, identifikuotos C. vulgare ekstraktuose 

1 – L-alaninas*, 2 – glicinas*, 3 – L-valinas, 4 – L-leucinas, 5 – izoleucinas, 6 – L-prolinas*, 
7 – L-serinas*, 8 – L-treoninas, 9 – L-fenilalaninas, 10 – L-asparto rūgštis*, 11 –  
L-glutamo rūgštis*, 12 – L-lizinas, 13 – L-tirozinas*, 14 – L-histidinas*, 15 – L-tirozinas; 
(*) žymi nepakeičiamas aminorūgštis. 

Atliktame kokybiniame aminorūgščių tyrime, Ashirova ir bendradarbiai 
tyrė Asteraceae šeimos augalus Cichorium intybus L., Chamomilla recutita 
L., Achillea millefolium L. ir šių augalų žiedynų žaliavose nustatė 15 laisvųjų 
aminorūgščių: argininą, cisteiną, liziną, tiroziną, fenilalaniną, histidiną, leu-
ciną, izoleuciną, metioniną, valiną, proliną, treoniną, seriną, alaniną ir gliciną 
[173]. Lyginant Asteraceae šeimos augalais – Cichorium intybus, Chamo-
milla recutita ir Achillea millefolium – C. vulgare pasižymi panašiu amino-
rūgščių spektru kokybiniuose tyrimuose [174–176]. Atsižvelgiant į bendrą 
augalo biocheminę sudėtį ir fitocheminį potencialą, C. vulgare gali būti 
laikomas perspektyviu alternatyviu baltymų šaltiniu, tinkamu naudoti funk-
cinėje mityboje ar augalinės kilmės papildų gamyboje. 
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3.2.2. Aminorūgščių kokybinės ir kiekybinės sudėties  
C. vulgare augalinių žaliavų ekstraktuose nustatymas  
Aminorūgščių kiekis C. vulgare augalinėse žaliavose variavo priklauso-

mai nuo augalo dalies (lapų, žiedynų, šaknų) ir žaliavos surinkimo laiko 
(augalo fenologinių tarpsnių įtakos rinkimo metais). Visi duomenys pateikti 
3.2.2.1 pav. Visi gauti statistiškai reikšmingi skirtumai aminorūgščių tyrime 
pateikti disertacijos pabaigoje, priedų dalyje. 

Įvertinus aminorūgščių kokybinės sudėties skirtumus C. vulgare augali-
nėse žaliavose (lapuose, žiedynuose, šaknyse), didžiausia aminorūgščių koky-
binė įvairovė nustatyta augalo lapų ekstraktuose (15 aminorūgščių) (3.2.2.1 
pav. A). Žiedynų ekstraktuose nustatyta 14 aminorūgščių (3.2.2.1 pav. B), o 
šaknų ekstraktuose 13 aminorūgščių (3.2.2.1 pav. C). C. vulgare lapų auga-
linių žaliavų ėminiuose, surinktuose skirtingais fenologiniais tarpsniais 2021 
ir 2022 metais, nustatytas suminis aminorūgščių kiekis (0,01–12,28 mg/g 
(2021 m.), 0,03–23,90 mg/g (2022 m.)) buvo šiek tiek didesnis už kiekius 
nustatytus C. vulgare žiedynų (3,25–10,04 mg/g (2021 m.), 0,30–14,20 mg/g 
(2022 m.)) ir šaknų (0,01–0,66 mg/g (2021 m.), (0,77–3,15 mg/g (2022 m.)) 
augalinėse žaliavose.  
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Palyginus aminorūgščių kiekio pokyčius usnies augalo lapų žaliavose, 
surinktose 2021 metų fenologinių tarpsnių metu, nustatyta, kad lapų žaliavoje 
sukauptas aminorūgščių kiekis (0,01 ± 0,00 mg/g) buvo mažiausias butoni-
zacijos laikotarpiu (07.04). Vėlesnių fenologinių tarpsnių metu (07.18–09.12) 
surinktose usnies lapų augalinėse žaliavose nustatytas aminorūgščių suminis 
kiekis buvo ženkliai didesnis ir variavo nuo 5,19 ± 0,15 mg/g iki 12,28 ± 
0,21 mg/g. C. vulgare lapų augalinėje žaliavoje didžiausias suminis amino-
rūgščių kiekis (12,49 ± 0,15 mg/g) nustatytas žaliavoje, surinktoje 2021 
metais masinio žydėjimo laikotarpiu (08.15) (p < 0,05) (3.2.2.1 pav. A). 

Palyginus aminorūgščių kiekio pokyčius usnies augalo lapų žaliavose, 
surinktose 2022 metų fenologinių tarpsnių metu, nustatyta, kad lapų žalia-
voje, surinktoje masinio atžėlimo laikotarpiu (06.20), sukauptas aminorūgš-
čių kiekis (23,91 ± 0,31 mg/g) buvo didžiausias (p < 0,05). Vėlesnių fenolo-
ginių tarpsnių metu (07.04–09.12) surinktose usnies lapų augalinėse žalia-
vose nustatytas aminorūgščių kiekis buvo ženkliai mažesnis ir variavo nuo 
0,01 mg/g iki 1,31 mg/g (3.2.2.1 pav. A). Pagrindinės lapų žaliavoje, surink-
toje masinio atžėlimo metu (06.20), nustatytos aminorūgštys L-glutamo rūgš-
tis (3,78 ± 0,06 mg/g), L-lizinas (2,89 ± 0,04 mg/g) ir L-asparto rūgštis 
(2,68 ± 0,04 mg/g). Jos sudarė 39,11 proc. nustatyto suminio aminorūgščių 
kiekio.  

Įvertinus augalo žiedynuose kaupiamų aminorūgščių kokybinę ir 
kiekybinę sudėtį nustatyta, kad juose nėra histidino, kuri buvo aptikta lapų 
ekstraktuose (3.2.2.1 pav. B). Palyginus aminorūgščių kiekio pokyčius 
C. vulgare žiedynų žaliavose, surinktose 2021 metų ir 2022 metų fenologinių 
tarpsnių metu, nustatyta, kad didžiausi suminiai aminorūgščių kiekiai 
(10,04 ± 0,19 mg/g ir 14,20 ± 0,12 mg/g, atitinkamai) nustatyti augalinėse 
žaliavose, surinktose liepos mėnesį, vykstant butonizacijai ir žydėjimo 
pradžioje. Žiedynų augalinėje žaliavoje, surinktoje 2022 metais butonizacijos 
fenologiniame tarpsnyje (07.04), nustatytas suminis aminorūgščių kiekis 
buvo 2 kartus didesnis už suminį aminorūgščių kiekį nustatytą žiedynų 
augalinėje žaliavoje, surinktoje 2021 metais tuo pačiu laikotarpiu. Pagrin-
dinės žiedynų žaliavoje, surinktoje 2022 metų butonizacijos laikotarpyje 
(07.04), vyravusios aminorūgštys buvo L-glutamo rūgštis (3,04 ± 0,07 mg/g) 
ir L-asparto rūgštis (2,61 ± 0,05 mg/g). Jos sudarė 39,8 proc. visų nustatytų 
aminorūgščių kiekio (3.2.2.1 pav. B). Tylei ir kiti autoriai, tyrę C. japonicum, 
taip pat nustatė, kad kiekybiškai ištyrus augalo žiedynų sudėtį, juose 
nustatytas aminorūgščių kiekis buvo didesnis nei kitose augalo dalių 
žaliavose [177].  

Augalo šaknys kaupė mažiausius aminorūgščių kiekius, o kokybinės 
sudėties tyrime nebuvo nustatyta dviejų aminorūgščių – L-histidino ir  
L-lizino, kurios buvo aptiktos lapų ekstraktuose. C. vulgare šaknų žaliavose, 
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surinktose 2021 metų fenologinių tarpsnių metu nustatyti suminiai amino-
rūgščių kiekiai buvo iki 20 kartų mažesni už kiekius nustatytus C. vulgare 
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Tyrimų duomenimis, C. intybus lapų ekstraktuose dažniausiai randamos 
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šaknyse aminorūgščių kiekis buvo didesnis, palyginti su 2021 metais C. vul-
gare žiedynų ir šaknų žaliavose nustatytu junginių kiekiu. Aminorūgščių 
kaupimosi dėsningumai usnių lapuose buvo skirtingi: 2021 metais surink-
tuose lapų ėminiuose didžiausias junginių kiekis nustatytas augalui pradėjus 
žydėti ir išliko aukštas iki sėklų brandos, tuo tarpu 2022 metais surinktuose 
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tačiau vėliau reikšmingai sumažėjo. Siekiant užtikrinti aukštos kokybės auga-
linės žaliavos gavimą su žinomu aminorūgščių kiekiu, būtina taikyti validuo-
tas analizės metodikas ir tinkamai parinkti augalinių žaliavų paruošų laiką. 
Tokie nepakankamai išnaudotų augalų tyrimai gali būti perspektyvių, maisto 
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pramonėje pritaikomų, natūralių aminorūgščių šaltinis, prisidedantis prie 
subalansuotos mitybos ir funkcinių produktų kūrimo. 

3.3. Dygiosios usnies ekstraktų biologinio poveikio tyrimai 

3.3.1. Antioksidacinio aktyvumo tyrimas 
Antioksidacinio aktyvumo tyrime naudoti ekstraktai, kuriuose nustatyti 

didžiausi fenolinių junginių ir aminorūgščių kiekiai. Antioksidacinio aktyvu-
mo tyrimo metu buvo siekiama įvertinti skirtingų dygiosios usnies augalo 
dalių (lapų, žiedynų, šaknų) ekstraktų antioksidacinį aktyvumą lyginant 
ekstraktus, pagamintus iš žaliavų surinktų 2021 ir 2022 metų rinkimo tapačių 
fenologinių tarpsnių metu. 

Dygiosios usnies ekstraktų, pagamintų iš skirtingų augalinių žaliavų, 
surinktų 2021 ir 2022 metais skirtingais fenologiniais tarpsniais, antioksida-
cinio aktyvumo duomenys, vertinti CUPRAC metodu (µmol TE/g), pateikti 
3.3.1.1 pav. Ekstraktai, pagaminti iš 2021 metų rinkimo augalo lapų, pasižy-
mėjo stipriausiu antioksidaciniu poveikiu, dėl žaliavoje kaupiamų didžiausių 
fitocheminių junginių kiekio, lyginant su kiekiais nustatytais kitose augalo 
žaliavos dalyse. Nustatyta, kad stipriausiu aktyvumu pasižymėjo usnių žiedy-
nų ekstraktai, pagaminti iš 2021 metų surinktos žiedynų žaliavos. Nustatytas 
žiedynų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas buvo 1,48 karto stipresnis už 
2022 metų rinktų usnies lapų ekstraktų antioksidacinį aktyvumą ir 2,24 karto 
stipresnis už 2021 metų rinktų usnies šaknų ekstraktų antioksidacinį akty-
vumą (p < 0,05). Stipriausias antioksidacinis aktyvumas (12938 µmol TE/g) 
nustatytas C. vulgare lapų ekstraktuose, kurių žaliava buvo surinkta 2021 
metais fenologinio ramybės periodo pabaigoje. Šie lapų ekstraktai 
pasižymėjo aukščiausiu suminiu fenolinių junginių kiekiu – 218,15 mg/g, 
kurio 124,61 mg/g sudarė chlorogeno rūgštis, o 59,071 mg/g apigenin-7-O-
gliukozidas. Silpniausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas C. vulgare 
lapų ėminiuose, kurių žaliava buvo surinkta 2022 metais sėklų brandos 
fenologiniame tarpsnyje (813 µmol TE/g). Demirtas ir kiti nurodo, kad 
birželio mėnesį surinkti neapdoroti C. arvense lapų ekstraktai pasižymėjo 
stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu, taikant DPPH ir FRAP metodus [179]. 
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Lyginant C. vulgare ekstraktų antioksidacinio poveikio stiprumą, nusta-
tytas statistiškai reikšmingas skirtumas tarp ekstraktų, kurie pagaminti iš antrų 
rinkimo metų skirtingų augalo dalių (2022 m.). Nustatyta, kad stipriausiu 
aktyvumu pasižymėjo usnies šaknų ekstraktai, pagaminti iš 2022 metais 
surinktos šaknų žaliavos. Nustatytas šaknų ekstraktų antioksidacinis aktyvu-
mas buvo 1,4 karto stipresnis už 2022 metų rinktų usnies lapų ekstraktų anti-
oksidacinį aktyvumą ir 2,2 karto stipresnis už 2022 metų rinktų usnies žiedynų 
ekstraktų antioksidacinį aktyvumą (p < 0,05). Yin ir kiti autoriai, tyrė C. japo-
nicum šaknų ekstraktų antioksidacinį poveikį ir nustatė, kad metanoliniai 
ekstraktai turi stipresnį laisvųjų radikalų šalinimo aktyvumą nei vandeniniai 
ekstraktai. Vandeninis ir metanolinis C. japonicum šaknų ekstraktai pasižy-
mėjo nuo koncentracijos priklausomu hidroksilo radikalų šalinimo aktyvumu 
ir sumažėjusia galia bei metalo kompleksinių junginių sudarymo pajėgumu 
[180]. Kim ir kiti autoriai, C. japonicum ekstraktuose nustatė šešis polifeno-
linius junginius (siringiną, chlorogeno rūgštį, 3,5-di-kafeoilchino rūgštį, 3'-
hidroksicinamono rūgštį ir 3,4-dikafeoilchino rūgštį) ir patvirtino usnių žalia-
vose kaupiamų fenolinių junginių antioksidacinį poveikį [181].  

2021 metais surinktų C. vulgare lapų ekstraktų antioksidacinis aktyvu-
mas buvo 2,16 karto stipresnis už 2022 metais surinktų C. vulgare lapų 
ekstraktų antioksidacinį aktyvumą (p < 0,05). 2022 metų ramybės periodo 
pabaigos laikotarpiu (04.25) surinktų C. vulgare lapų žaliavos ekstraktuose 
nustatytas stipriausias antioksidacinis aktyvumas (5963 µmol TE/g). Silp-
niausias antioksidantinis aktyvumas nustatytas C. vulgare lapų ekstraktuose, 
kurių žaliava surinkta 2022 metų sėklų brandos fenologiniame tarpsnyje 
(813 µmol TE/g). 

2021 metais surinktų C. vulgare žiedynų ekstraktų antioksidacinis akty-
vumas buvo 2,76 karto stipresnis už 2022 metais surinktų C. vulgare žiedynų 
ekstraktų antioksidacinį aktyvumą (p < 0,05). 2021 metais sėklų brandos 
fenologiniame tarpsnyje surinktų C. vulgare žiedynų žaliavos ekstraktuose 
nustatytas stipriausias antioksidacinis aktyvumas (8331 µmol TE/g). Šios ža-
liavos ekstraktuose dominavo apigenin-7-O-gliukozidas (27,62 mg/g) ir 
chlorogeno rūgštis (22,42 mg/g). Mažiausias antioksidacinis aktyvumas 
(738 µmol TE/g) nustatytas ekstraktuose, kurie pagaminti iš C. vulgare žie-
dynų surinktų 2022 metais sėklų brandos fenologiniame tarpsnyje. 

Lyginant dvejų metų šaknų ekstraktų antioksidacinį poveikį, statistiškai 
reikšmingo skirtumo tarp 2021 m. ir 2022 m. rinkimo metų šaknų ekstraktų 
antioksidacinio poveikio stiprumo nenustatyta (p > 0,05). 2021 metų rinktų 
šaknų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas variavo nuo 1143 µmol TE/g iki 
9213 µmol TE/g, o 2022 metų rinktų usnies šaknų ekstraktų – nuo 238 µmol 
TE/g iki 8438 µmol TE/g. Stipriausias antioksidacinis aktyvumas (9213 µmol 
TE/g) nustatytas ekstraktuose, kurie pagaminti iš C. vulgare šaknų žaliavos 
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surinktos 2021 metų ramybės periodo pabaigoje (05.23). Mažiausias anti-
oksidacinis aktyvumas (238 µmol TE/g) nustatytas ekstraktuose, kurie paga-
minti iš C. vulgare šaknų surinktų 2022 metais sėklų brandos fenologiniame 
tarpsnyje. 

Koryza bei Nazaruk ir kitų autorių, tiriančių šiaurės rytinėje Lenkijos 
dalyje auginamų Cirsium genties augalų žiedynų ir lapų antioksidacines savy-
bes, nustatė teigiamą koreliaciją tarp šių dviejų žaliavų ekstraktų antiok-
sidacinio poveikio ir bendro fenolinių junginių kiekio ekstraktuose [56, 168]. 
Kurç ir kiti autoriai nustatė, kad birželio mėn. surinktas C. vulgare augalo 
dalių (šaknų, stiebų, lapų ir žiedynų) metanolinis ekstraktas pasižymėjo stipr-
iausiu antioksidaciniu aktyvumu, taikant CUPRAC metodą, kurio Trolox 
ekvivalento redukcijos pajėgumas buvo 2,14 µmol TE/g, o EC50 vertė 
18,5 μg/ml. Minėti mokslininkai taip pat nustatė, kad tas pats ekstraktas pasi-
žymi didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu, įvertinus FRAP (1436,6 µmol 
Fe2+/g ekstrakto), ABTS (1436,6 µmol Fe2+/g ekstrakto) ir superoksido ani-
jonų radikalų šalinimo aktyvumo metodais. Įvairių (FRAP, ABTS, CUPRAC) 
antioksidacinio aktyvumo metodų dėka nustatyta, kad C. arvense etanoliniai 
ekstraktai, palyginus juos su turimais standartais, turi nuo dozės priklausomą 
antioksidacinį aktyvumą [182]. 

Apibendrinant antioksidacinio aktyvumo CUPRAC metodo rezultatus, 
nustatyta, kad stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu (12938 µmol TE/g) pasi-
žymėjo ekstraktai, pagaminti iš C. vulgare augalo lapų, surinktų 2021 metais 
fenologinio ramybės periodo pabaigoje (05.09). 2021 metų žaliavos ekstrak-
tai, ypač lapai ir žiedynai, pasižymėjo ryškiu antioksidaciniu aktyvumu, kurį 
lėmė chlorogeno rūgšties ir apigenin-7-O-gliukozido kiekiai. Gauti duome-
nys patvirtina, kad dygiosios usnies augimo metai ir fenologiniai tarpsniai 
turi reikšmingą poveikį fitocheminiam profiliui bei antioksidaciniam aktyvu-
mui, o tai atskleidžia žaliavos surinkimo laikotarpio svarbą vertinant augalų 
antioksidacines savybes. 

3.3.2. Priešvėžinio poveikio tyrimai 
C. vulgare priešvėžinis poveikis nėra išsamiai tyrinėtas. Kitų autorių 

tyrimai su Cirsium genties augalais, tokiais kaip C. japonicum, kurie kaupia 
chlorogeno rūgštį ir pasižymi atsparumu oksidaciniam stresui, rodo šios 
rūšies potencialą priešvėžiniuose tyrimuose [104]. Šie duomenys leidžia 
manyti, kad ir C. vulgare gali turėti panašų poveikį prieš oksidacinį stresą, 
todėl tolimesni tyrimai šiai hipotezei patvirtinti yra būtini. 

Atlikus dviejų metų (2021–2022 m.) žaliavų antioksidacinio aktyvumo 
analizę, pagal gautą antioksidacinio aktyvumo koncentraciją buvo atrinkti 
tolimesniems tyrimams ekstraktai, kurie aprašyti 3.3.2.1 lentelėje.
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Tyrimas, kuriame analizuojamas keturiolikos sausųjų C. vulgare ek-
straktų ir chlorogeno rūgšties poveikis ląstelių gyvybingumui, parodė, kad 
visi ekstraktai veikė žmogaus gaubtinės žarnos adenokarcinomos ląstelių 
liniją (HT–29) ir žmogaus skrandžio karcinomos ląstelių liniją (KATO III). 
U1 ekstraktas pasižymėjo didžiausiu aktyvumu, reikšmingiausiai slopinda-
mas KATO III ląstelių linijos gyvybingumą (EC50 0,19 ± 0,05 mg/ml). Šis 
ekstraktas taip pat reikšmingai mažino HT–29 ląstelių linijos gyvybingumą 
(EC50 0,35 ± 0,08 mg/ml). Atitinkamai, U9 ekstraktas buvo efektyviausias 
slopinant HT–29 ląstelių proliferaciją (EC50 0,29 ± 0,06 mg/ml) (3.3.2.1 pav.). 
Mažiausiai aktyvūs buvo lapų 4L, 8L, 10L ir 6L ekstraktai. Šie ekstraktai 
turėjo didžiausią chlorogeno rūgšties kiekį (65,47–156,28 mg/g), palyginus 
visų ekstraktų chlorogeno rūgšties kiekių duomenis. 

Lyginant žaliavos dalis, iš kurių buvo pagaminti ekstraktai, stipriausias 
poveikis (EC50 nuo 0,29 ± 0,06 iki 0,37 ± 0,08) HT–29 (žmogaus gaubtinės 
žarnos adenokarcinomos) ląstelių linijai buvo pastebėtas ląsteles paveikus 
ekstraktais pagamintais iš usnies šaknų. Poveikiu prieš HT–29 ląstelių linijos 
gyvybingumą, išsiskyrė ir ekstraktas U1, kuris buvo pagamintas iš usnies 
žiedynų, surinktų sėklų brandos fenologiniu tarpsniu. Pastebėta šaknų 
ekstraktų tendencija, kad ekstraktai, kurių žaliava – šaknys buvo surinkta 
masinio žydėjimo metu (EC50 0,29 ± 0,06) (U9) ir fenologinio ramybės 
laikotarpio pabaigoje (EC50 0,32 ± 0,08) (U7), turėjo stiprų poveikį. Tuo 
tarpu KATO III ląstelių linijos gyvybingumą efektyviausiai slopino ekstrak-
tai, pagaminti iš augalo žiedynų. Ypač aktyvus buvo iš augalo žiedyno, 
surinkto sėklų brandos fenologiniame tarpsnyje (U1), pagamintas ekstraktas, 
kuris pasižymėjo didžiausiu aktyvumu slopinant šios ląstelių linijos 
gyvybingumą. HF ląstelių linijos gyvybingumą labiausiai slopino ekstraktai 
U5 ir U8, pagaminti iš augalo šaknų. Šių ekstraktų žaliavos buvo surinktos 
ramybės laikotarpio pabaigos fenologiniame tarpsnyje. Skrandžio karcino-
mos ląstelių linijos, tokios kaip KATO III, yra mažai jautrios dėl savo 
sudėtingos naviko mikroaplinkos ir atsparumo chemoterapijai, todėl atlikto 
tyrimo rezultatai yra svarbūs. HT–29 storosios žarnos adenokarcinomos 
ląstelių modelis yra žinomas dėl savo atsparumo tradiciniams gydymo 
metodams, todėl U1 (žiedynų) ir U9 (šaknų) ekstraktų poveikis šioms ląstelių 
linijoms yra svarbus įvertinti. 
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Gauti tyrimo rezultatai atitinka kitų tyrėjų atliktus tyrimus su Cirsium 
genties augalais [122, 183]. C. setidens, vartojamos Rytų Azijos medicinoje 
pasižymėjo selektyviu citotoksiškumu prieš žmogaus gaubtinės žarnos adenok-
arcinomos vėžio ląsteles [183]. Reikšmingas poveikis pastebėtas tyrime naudo-
jant 100–250 μg/ml ekstraktų koncentracijas. Šių koncentracijų ekstraktai su-
kėlė apoptozę, aktyvuodami kaspazes ir moduliuodami Bcl-2 baltymą, kuris 
yra svarbus ląstelių išlikimui [183]. Tyrimai su C. japonicum parodė, kad nau-
doti 200–500 μg/ml ekstraktai, kuriuose nustatytas didelis kiekis aktyvių feno-
linių junginių, turėjo citotoksinį poveikį kepenų vėžio (HepG2) ir krūties vėžio 
(MCF–7) ląstelių linijoms [122]. Šis poveikis daugiausia buvo siejamas su 
flavonoidais, tokiais kaip pektolinarinas ir apigeninas, kurie veikia specifinius 
vėžio mechanizmus [122, 184]. Šios koncentracijos yra panašios į naudotas 
mūsų tyrime, kurio metu C. vulgare ekstraktai, ypač U1 (žiedynų) ir U9 (šak-
nų), pademonstravo selektyvų priešvėžinį poveikį. Tai rodo, kad augalo žalia-
vos dalys surinktos tam tikrais augimo tarpsniais gali turėti bioaktyvių jungi-
nių, kurių koncentracija yra pakankama tiksliniam citotoksiškumui sukelti. 

Atlikto tyrimo metu nustatyta, kad C. vulgare ekstraktai U4 (lapų), U5 
(šaknų) ir U10 (lapų) neselektyviai slopino sveikų žmogaus fibroblastų (HF) 
gyvybingumą, palyginus su KATO III ir HT–29 ląstelių linijomis (nuo 0,9 iki 
1,2 karto). Tuo tarpu C. vulgare ekstraktai U1 (žiedynų), U6 (šaknų), U7 
(šaknų), U8 (šaknų), U9 (šaknų) turėjo mažesnį poveikį žmogaus fibroblastų 
(HF) ląstelių gyvybingumui lyginant su KATO III ir HT–29 vėžio ląstelių 
linijomis (nuo 1,48 iki 3,79 karto). Tai leidžia daryti išvadą, kad ekstraktai U1 
(žiedynų), U6 (šaknų), U7 (šaknų), U8 (šaknų) ir U9 (šaknų) yra selektyvesni 
KATO III ir HT–29 ląstelių linijoms, palyginus jas su HF ląstelėmis, ir lygi-
nant ekstraktus su U4 (lapų), U5 (šaknų) ir U10 (lapų) ekstraktais (3.3.2.1 pav.). 

Chlorogeno rūgšties poveikis ląstelių gyvybingumo sumažėjimui taip pat 
buvo nustatytas, kadangi ši medžiaga buvo aptikta visuose tirtuose ekstrak-
tuose dideliais kiekiais. Chlorogeno rūgšties kiekis šiuose sausuose ekstrak-
tuose variavo nuo 17,91 iki 156,28 mg/g. Tačiau nenustatyta jokio tiesioginio 
ryšio tarp chlorogeno rūgšties kiekio ir jos poveikio ląstelių linijoms. 
Pastebėta, kad ekstraktai, pasižymintys reikšmingai didesniu aktyvumu  
HT–29 ir KATO III ląstelių linijose, turėjo palyginti mažesnį chlorogeno 
rūgšties kiekį. Chlorogeno rūgšties kiekis augalų ekstraktuose labai skyrėsi. 
Didžiausias šio junginio kiekis buvo nustatytas ekstraktuose, pagamintuose 
iš augalo lapų, surinktų pirmųjų fenologinių metų ramybės pabaigoje ir 
masinio atžėlimo metu. Tačiau tyrimuose, susijusiuose su ląstelių gyvybin-
gumu ir žaizdų gijimu, šių ekstraktų EC50 efektai buvo silpniausi tiek anali-
zuojamose vėžinių ląstelių kultūrose, tiek HF ląstelėse. Chlorogeno rūgštis 
stipriau mažino HF ląstelių gyvybingumą nei KATO III vėžinių ląstelių, o 
taip pat buvo labai neselektyvi prieš vėžinių ląstelių linijas (3.3.2.1 pav.). 
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Chlorogeno rūgštis, kurios buvo gausu C. vulgare ekstraktuose, gerai žinoma 
dėl savo priešvėžinių savybių. Chlorogeno rūgšties koncentracija 100 μM 
buvo siejama su apoptozės indukcija, ląstelių ciklo sustabdymu ir prolifera-
cijos mažinimu vėžinėse ląstelėse [185]. HT–29 ląstelėse chlorogeno rūgšties 
50–200 μM koncentracijos, mažino proliferaciją ir skatino apoptozę, modu-
liuodamos su apoptoze susijusius baltymus. Tai leidžia manyti, kad chlo-
rogeno rūgšties turintys C. vulgare ekstraktai gali pasiekti panašius efektus, 
skatindami apoptozę. Žiedynų ekstrakte (U1) nustatyta didesnė apigenin-7-
O-gliukozido koncentracija, siekianti 27,62 mg/g, tačiau šiame ekstrakte 
nenustatyta reikšmingų kitų biologiškai aktyvių junginių, aptiktų šaknų 
ekstrakte (U9). Šaknų ekstrakte apigenin-7-O-gliukozido koncentracija yra 
mažesnė – 4,48 mg/g, tačiau jame identifikuota keletas papildomų bioaktyvių 
junginių, įskaitant kumariną (5,39 mg/g), neochlorogeno rūgštį (1,22 mg/g) 
ir kofeino rūgštį (2,13 mg/g). Šie nustatyti junginiai šaknų ekstrakte, atsižvel-
giant į galimą jų sinergistinį poveikį, rodo platesnį potencialių antioksida-
cinių ir priešuždegiminių savybių veikimo spektrą, palyginti su žiedyno 
ekstraktu. Atsižvelgiant į tai, kad aktyviausi ekstraktai U1 (žiedynų) ir U9 
(šaknų) turi didelį chlorogeno rūgšties ir apigenin-7-O-gliukozido kiekį, šie 
rezultatai patvirtina jų citotoksinį veiksmingumą ir galimą mechanizmą per 
mitochondrinės apoptozės kelius, kas ypač svarbu gydant žmogaus gaubtinės 
žarnos adenokarcinomos ir skrandžio karcinomos vėžį. 

Išnagrinėjus dygiosios usnies ekstraktų poveikį ląstelių gyvybingumui, 
tolesniems tyrimams buvo atrinkti aktyviausi ekstraktai – U1 (žiedynų), U6 
(šaknų), U7 (šaknų), U8 (šaknų) ir U9 (šaknų), kurių poveikis HT–29 vėžinių 
ląstelių migracijai buvo įvertintas naudojant „žaizdos gijimo“ metodą, taikant 
0,1 mg/ml ir 0,2 mg/ml koncentracijas. „Žaizdos gijimo“ testas, kuris vertina 
ląstelių migraciją, kaip metastazinio potencialo rodiklį, parodė, kad šaknų 
ekstraktas U7 stipriausiai slopino HT–29 ląstelių migraciją (p < 0,05), palygi-
nus su kontrole. Net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentracijai, „žaizda“ liko 
neužgijusi, o „žaizdos“ plotas viršijo daugiau nei 15 proc. kontrolės rodiklio 
(3.3.2.2 pav.). Tai reikšminga, atsižvelgiant į stiprią HT–29 ląstelių migra-
ciją, susijusią su metastaziniu progresavimu. Panašūs anti-migraciniai efek-
tai, esant panašioms koncentracijoms pastebėti ir kitų Cirsium rūšių tyrimuo-
se. C. japonicum slopino krūties vėžio ląstelių (MCF–7) migraciją 100–
300 μg/ml koncentracijose, kur bioaktyvūs junginiai paveikė ląstelių judru-
mą, keisdami citoskeleto dinamiką ir mažindami matricinių metaloproteina-
zių (MMP) ekspresiją, kurios yra būtinos metastazėms progresuoti [184, 
186]. Tai leidžia manyti, kad C. vulgare bioaktyvūs junginiai, tokie kaip 
chlorogeno rūgštis ir apigenino dariniai, gali slopinti migraciją priklausomai 
nuo koncentracijos, galimai veikdami ląstelių judrumą, keisdami citoskeleto 
dinamiką ar mažindami matricinių metaloproteinazių (MMP) ekspresiją. 
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Chlorogeno rūgštis, kurios buvo gausu C. vulgare ekstraktuose, gerai žinoma 
dėl savo priešvėžinių savybių. Chlorogeno rūgšties koncentracija 100 μM 
buvo siejama su apoptozės indukcija, ląstelių ciklo sustabdymu ir prolifera-
cijos mažinimu vėžinėse ląstelėse [185]. HT–29 ląstelėse chlorogeno rūgšties 
50–200 μM koncentracijos, mažino proliferaciją ir skatino apoptozę, modu-
liuodamos su apoptoze susijusius baltymus. Tai leidžia manyti, kad chlo-
rogeno rūgšties turintys C. vulgare ekstraktai gali pasiekti panašius efektus, 
skatindami apoptozę. Žiedynų ekstrakte (U1) nustatyta didesnė apigenin-7-
O-gliukozido koncentracija, siekianti 27,62 mg/g, tačiau šiame ekstrakte 
nenustatyta reikšmingų kitų biologiškai aktyvių junginių, aptiktų šaknų 
ekstrakte (U9). Šaknų ekstrakte apigenin-7-O-gliukozido koncentracija yra 
mažesnė – 4,48 mg/g, tačiau jame identifikuota keletas papildomų bioaktyvių 
junginių, įskaitant kumariną (5,39 mg/g), neochlorogeno rūgštį (1,22 mg/g) 
ir kofeino rūgštį (2,13 mg/g). Šie nustatyti junginiai šaknų ekstrakte, atsižvel-
giant į galimą jų sinergistinį poveikį, rodo platesnį potencialių antioksida-
cinių ir priešuždegiminių savybių veikimo spektrą, palyginti su žiedyno 
ekstraktu. Atsižvelgiant į tai, kad aktyviausi ekstraktai U1 (žiedynų) ir U9 
(šaknų) turi didelį chlorogeno rūgšties ir apigenin-7-O-gliukozido kiekį, šie 
rezultatai patvirtina jų citotoksinį veiksmingumą ir galimą mechanizmą per 
mitochondrinės apoptozės kelius, kas ypač svarbu gydant žmogaus gaubtinės 
žarnos adenokarcinomos ir skrandžio karcinomos vėžį. 

Išnagrinėjus dygiosios usnies ekstraktų poveikį ląstelių gyvybingumui, 
tolesniems tyrimams buvo atrinkti aktyviausi ekstraktai – U1 (žiedynų), U6 
(šaknų), U7 (šaknų), U8 (šaknų) ir U9 (šaknų), kurių poveikis HT–29 vėžinių 
ląstelių migracijai buvo įvertintas naudojant „žaizdos gijimo“ metodą, taikant 
0,1 mg/ml ir 0,2 mg/ml koncentracijas. „Žaizdos gijimo“ testas, kuris vertina 
ląstelių migraciją, kaip metastazinio potencialo rodiklį, parodė, kad šaknų 
ekstraktas U7 stipriausiai slopino HT–29 ląstelių migraciją (p < 0,05), palygi-
nus su kontrole. Net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentracijai, „žaizda“ liko 
neužgijusi, o „žaizdos“ plotas viršijo daugiau nei 15 proc. kontrolės rodiklio 
(3.3.2.2 pav.). Tai reikšminga, atsižvelgiant į stiprią HT–29 ląstelių migra-
ciją, susijusią su metastaziniu progresavimu. Panašūs anti-migraciniai efek-
tai, esant panašioms koncentracijoms pastebėti ir kitų Cirsium rūšių tyrimuo-
se. C. japonicum slopino krūties vėžio ląstelių (MCF–7) migraciją 100–
300 μg/ml koncentracijose, kur bioaktyvūs junginiai paveikė ląstelių judru-
mą, keisdami citoskeleto dinamiką ir mažindami matricinių metaloproteina-
zių (MMP) ekspresiją, kurios yra būtinos metastazėms progresuoti [184, 
186]. Tai leidžia manyti, kad C. vulgare bioaktyvūs junginiai, tokie kaip 
chlorogeno rūgštis ir apigenino dariniai, gali slopinti migraciją priklausomai 
nuo koncentracijos, galimai veikdami ląstelių judrumą, keisdami citoskeleto 
dinamiką ar mažindami matricinių metaloproteinazių (MMP) ekspresiją. 
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Ekstraktai U1 (žiedynų), U6 (šaknų) ir U8 (šaknų) parodė panašų poveikį 
HT–29 ląstelių linijai 2D migracijos modelyje, esant 0,2 mg/ml ir 0,1 mg/ml 
koncentracijoms. Jie statistiškai reikšmingai sumažino „žaizdos“ plotą po 
24 val., palyginus su kontroliniais mėginiais. Vėžinių ląstelių „žaizdos“ plo-
tas po 24 val. išliko akivaizdžiai neužgijęs ir viršijo 45 proc. Rezultatai paro-
dė, kad, palyginus su kontrolinės grupės rezultatais, „žaizdos“ dydis išliko 
labiau matomas veiktose grupėse net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentra-
cijai. Chlorogeno rūgšties poveikis ląstelių migracijai buvo nustatytas ir ki-
tuose vėžio ląstelių modeliuose, kur jis parodė panašų efektą [185]. Moksli-
niuose tyrimuose nurodoma, kad 50–150 μM koncentracijos veiksmingai 
sumažina MMP ekspresiją ir pakeičia aktino dinamiką, mažindamos migra-
ciją skrandžio ir žmogaus gaubtinės žarnos adenokarcinomos ląstelėse [185]. 
Stebėtas C. vulgare ekstraktų anti-migracinis poveikis greičiausiai susijęs su 
chlorogeno rūgšties ir flavonoidinių junginių gebėjimu moduliuoti ląstelių 
judrumo kelius. Tai pabrėžia šių junginių svarbą strategijose, siekiančiose 
sumažinti metastazių plitimą. 

3D sferoidų modelis, kuris artimai atkartoja in vivo auglio mikroaplinką, 
atskleidė reikšmingą C. vulgare ekstraktų poveikį, mažinantį sferoidų augimą 
ir gyvybingumą. Plačiai pripažįstama, kad junginio poveikio vertinimas tik 
pagal sferoidų dydžio pokyčius nėra visiškai tikslus, nes tai gali būti tiesiogiai 
nesusiję su ląstelių gyvybingumu sferoiduose [187]. Tyrimo metu C. vulgare 
ekstraktų poveikis HT–29 sferoidų augimui ir gyvybingumui buvo vertina-
mas naudojant WST-1 metodiką (3.3.2.3 pav.). KATO III ląstelės nesuforma-
vo sferoidų, todėl ši ląstelių linija nebuvo naudojama ekstraktų aktyvumui 
vertinti 3D kultūrose. HT–29 sferoidai buvo sudaryti iš vėžinių ląstelių ir 
fibroblastų (HF) santykiu 1:1, siekiant geriau imituoti realią auglio mikro-
aplinką. Šis požiūris atsižvelgia į jungiamojo audinio buvimą augliuose, kuris 
atlieka svarbų vaidmenį auglio augime ir metastazėse. Eksperimento pradžio-
je sferoidų skersmuo siekė 300–350 μm (3.3.2.3 pav. A). 
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3.3.2.3 pav. (A) HT–29 ląstelių sferoidų nuotraukos eksperimento  

pradžioje ir pabaigoje (po 8 dienų inkubacijos su 0,35 mg/ml ekstraktais); 
(B) HT–29 sferoidų gyvybingumas eksperimento pabaigoje; (C) HT–29 

sferoidų dydis eksperimento pabaigoje 
Žvaigždutės (*) rodo stat. reikšmingumą (p < 0,05) lyginant su kontroline grupe (nepa-
veiktais sferoidais). 

HT–29 sferoidai, paveikti ekstraktu pagamintu iš augalo žiedynų (U1), 
parodė reikšmingą dydžio ir gyvybingumo sumažėjimą po 8 dienų, sferoidų 
skersmeniui sumažėjus iki 584,1–641,2 µm, palyginti su kontroliniu mėginiu 
(643–690,1 µm, p < 0,05) (3.3.2.3 pav. C). Šie rezultatai atitinka tyrimų, 
atliktų su C. japonicum, išvadas, kur 250–500 µg/ml flavonoidų turintys 
ekstraktai sumažino HepG2 kepenų vėžio sferoidų augimą, indukuodami 
apoptozę ir slopindami ląstelių proliferaciją [122]. Atsižvelgiant į panašias 
veiksmingas koncentracijas, galima teigti, kad C. vulgare ekstraktai taip pat 
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gali turėti įtakos vėžinių ląstelių gyvybingumui per apoptozę ir anti-prolife-
racinius kelius, dėl ekstraktuose esančių aktyvių junginių – chlorogeno rūgš-
ties ir kitų flavonoidų, kurie trikdo signalų kelius, reikalingus vėžinių ląstelių 
augimui. Šis tyrimas parodė, kad ekstraktai U1 (žiedynų) ir U8 (šaknų) 
sumažino sferoidų gyvybingumą atitinkamai iki 77,9 proc. ir 81,5 proc. 
(3.3.2.3 pav. B). Šis gyvybingumo sumažėjimas atitinka chlorogeno rūgšties 
tyrimus apie HT–29 ląstelių linijos sferoidų modelius, kur 500 μM ir didesnės 
koncentracijos indukuoja oksidacinį stresą, aktyvuoja kaspazių kelius ir 
trikdo ląstelių išgyvenimo signalus kietųjų auglių modeliuose [112]. U1 
(žiedynų) ir U8 (šaknų) veiktų sferoidų stebimas aktyvumas rodo, kad šie 
ekstraktai gali apeiti atsparumą, kuris dažnai pasitaiko auglio sferoiduose dėl 
jų hipoksinės ir maistinių medžiagų stokojančio aplinkos. Fibroblastų buvi-
mas šiame 3D modelyje leido vėžinėms ląstelėms sąveikauti su jungiamojo 
audinio komponentais, kurie yra svarbūs auglio progresavimui. Anksčiau 
atlikti tyrimai su C. setidens parodė, kad augalo flavonoidai gali moduliuoti 
vėžinių ląstelių ir jungiamojo audinio sąveiką, mažindami fibroblastų skati-
namus auglio efektus [188]. Tai rodo, kad C. vulgare ekstraktai taip pat gali 
sąveikauti auglio mikroaplinkoje, slopindami tiek vėžinių ląstelių augimą, 
tiek jungiamojo audinio palaikomąjį vaidmenį, taip pabrėžiant jų potencialą 
sudėtinguose vėžio modeliuose. 

3.3.3. Antimikrobinio poveikio tyrimas 
Antimikrobinio poveikio nustatymas atliekamas tiriant etanolinių ir 

sausųjų dygiųjų usnių ekstraktų poveikį bakterijų kultūroms. Tyrime naudo-
tos devynios bakterijų kultūros. Etaloninės nesporinių bakterijų kultūros 
S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa 
ir P. vulgaris, etaloninė sporinė bakterijų kultūra – B. cereus ir etaloninė 
mieliagrybių kultūra – C. albicans. Antimikrobinio poveikio nustatymui nau-
doti dygiosios usnies žaliavų ekstraktai nurodyti 3.3.3.1 lentelėje. 

3.3.3.1 lentelė. Naudoti C. vulgare augalo žaliavos ekstraktai  

Ekstrakto 
kodas 

Augalo 
žaliavos 

dalis 
Fenologinis tarpsnis Rinkimo 

data Ekstrakto rūšis 

UŠ1 Šaknys Ramybės periodo pabaiga 2022.04.11 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UŠ2 Šaknys Ramybės periodo pabaiga 2022.04.25 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UŠ3 Šaknys Ramybės periodo pabaiga 2022.05.09 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL4 Lapai Ramybės periodo pabaiga 2022.04.25 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL5 Lapai Ramybės periodo pabaiga 2022.05.23 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL6 Lapai Masinis atžėlimas 2022.06.06 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
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3.3.3.1 lentelės tęsinys  

Ekstrakto 
kodas 

Augalo 
žaliavos 

dalis 
Fenologinis tarpsnis Rinkimo 

data Ekstrakto rūšis 

UŽ7 Žiedynai Masinis žydėjimas 2021.07.30 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL8 Lapai Sėklų branda 2021.09.12 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UŽ9 Žiedynai Sėklų branda 2021.09.12 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL10 Lapai Ramybės periodo pabaiga 2022.04.25 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL11 Lapai Ramybės periodo pabaiga 2022.05.23 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL12 Lapai Masinis atžėlimas 2022.06.06 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL13 Lapai Ramybės periodo pabaiga 2022.04.25 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UL13* Lapai Ramybės periodo pabaiga 2022.04.25 Etanolinis 50 proc. (v/v) 
UF Žiedynai Sėklų branda 2021.09.12 Sausasis 
UR Šaknys Ramybės periodo pabaiga 2022.04.11 Sausasis 

 
Duomenys apie naudotas bakterijų kultūras ir ekstraktų poveikį pateikti 

3.3.3.2 ir 3.3.3.3 lentelėse. Etanoliniai ekstraktai, kurie buvo pilami po 1 ml į 
5 ml agaro terpę su išaugintomis ir paruoštomis kultūromis buvo labiausiai 
aktyvūs prieš C. albicans (lapų ekstraktai UL11, UL12, kurių MSK 
8,35 mg/ml), gramneigiamą P. vulgaris (UL11, UL12 lapų ekstraktai, kurių 
MSK 8,35 mg/ml) ir gramteigiamą S. epidermidis (lapų ekstraktai UL12, 
UL13), kurių MSK 8,35 mg/ml) ląstelių kultūras. Etanoliniai ekstraktai turėjo 
labai silpną poveikį gramteigiamai S. aureus (lapų ekstraktas UL13, kurio 
MSK 8,35 mg/ml) ir gramneigiamai P. aeruginosa (UL10 lapų ekstraktas, 
kurio MSK 16,7 mg/ml) ląstelių linijoms. Etanoliniai dygiosios usnies ek-
straktai visiškai neveikė gramteigiamų E. faecalis ir B. cereus bei gramnei-
giamų E. coli ir K. pneumonia ląstelių kultūrų. Mažesnėmis nei 1 ml/5 ml 
ekstrakto agare koncentracijomis ekstraktai visiškai neveikė jokių bakterinių 
ląstelių kultūrų (3.3.3.2 lentelė). 

Antimikrobinis usnies žaliavos ekstraktų poveikis gali būti sietinas su 
vyravusia chlorogeno rūgštimi tirtuose ekstraktuose. Kabir ir kiti autoriai, 
nurodo, kad chlorogeno rūgštis pasižymi antimikrobiniu poveikiu prieš 
E. coli ląstelių kultūrą [189]. Autoriai tyrę Cirsium genties augalų žiedynų 
bei lapų ekstraktus – C. palustre, C. arvense, C. oleraceum, C. rivulare ir 
C. vulgare nurodė, jog tirti ekstraktai pasižymi antimikrobiniu aktyvumu, 
kurio MSK vertė yra 10 mg/ml, ir šį poveikį lemia chlorogeno rūgšties kiekis 
ekstraktuose [56, 57, 190]. Tyrimuose aprašomas iš C. arvense nesmulkintos 
žolės išgautas flavonoidas apigenin-7-O-gliukozidas, kuris kartu su kitais 
flavonoidais sąlygojo antimikrobinį poveikį prieš įvairias tirtas gramteigia-
mas ląstelių kultūras [191].
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8,35 mg/ml), gramneigiamą P. vulgaris (UL11, UL12 lapų ekstraktai, kurių 
MSK 8,35 mg/ml) ir gramteigiamą S. epidermidis (lapų ekstraktai UL12, 
UL13), kurių MSK 8,35 mg/ml) ląstelių kultūras. Etanoliniai ekstraktai turėjo 
labai silpną poveikį gramteigiamai S. aureus (lapų ekstraktas UL13, kurio 
MSK 8,35 mg/ml) ir gramneigiamai P. aeruginosa (UL10 lapų ekstraktas, 
kurio MSK 16,7 mg/ml) ląstelių linijoms. Etanoliniai dygiosios usnies ek-
straktai visiškai neveikė gramteigiamų E. faecalis ir B. cereus bei gramnei-
giamų E. coli ir K. pneumonia ląstelių kultūrų. Mažesnėmis nei 1 ml/5 ml 
ekstrakto agare koncentracijomis ekstraktai visiškai neveikė jokių bakterinių 
ląstelių kultūrų (3.3.3.2 lentelė). 

Antimikrobinis usnies žaliavos ekstraktų poveikis gali būti sietinas su 
vyravusia chlorogeno rūgštimi tirtuose ekstraktuose. Kabir ir kiti autoriai, 
nurodo, kad chlorogeno rūgštis pasižymi antimikrobiniu poveikiu prieš 
E. coli ląstelių kultūrą [189]. Autoriai tyrę Cirsium genties augalų žiedynų 
bei lapų ekstraktus – C. palustre, C. arvense, C. oleraceum, C. rivulare ir 
C. vulgare nurodė, jog tirti ekstraktai pasižymi antimikrobiniu aktyvumu, 
kurio MSK vertė yra 10 mg/ml, ir šį poveikį lemia chlorogeno rūgšties kiekis 
ekstraktuose [56, 57, 190]. Tyrimuose aprašomas iš C. arvense nesmulkintos 
žolės išgautas flavonoidas apigenin-7-O-gliukozidas, kuris kartu su kitais 
flavonoidais sąlygojo antimikrobinį poveikį prieš įvairias tirtas gramteigia-
mas ląstelių kultūras [191].  
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Priešingai nei C. vulgare etanoliniai ekstraktai, sausieji ekstraktai turėjo 
aktyvesnį antimikrobinį poveikį prieš tiriamas etalonines bakterinių ląstelių 
kultūras. Sausas ekstraktas UF parodė veiksmingumą prieš gramteigiamas 
ląstelių linijas, įskaitant S. aureus (MSK 3 mg/ml), S. epidermidis (MSK 
3 mg/ml), B. cereus (MSK 3 mg/ml) ir P. vulgaris (MSK 5,567 mg/ml), kai 
naudotų ekstraktų koncentracija agare variavo nuo 1 ml/5 ml iki 0,5 ml/5 ml. 
Naudojant ekstrakto agare koncentracijas 0,5 ml/5 ml ir mažesnes, poveikio 
prieš P. vulgaris nustatyta nebuvo. Ekstraktas UR, pagamintas iš usnies šak-
nų, buvo aktyvus prieš tas pačias S. aureus, S. epidermidis, B. cereus ir P. vul-
garis etalonines bakterijų kultūrų linijas. Nustatyta, kad stipriau nei usnies 
žiedynų UF ekstraktas (MSK 3 mg/ml), usnies šaknų UR ekstraktas, kur 
pirminis augalo šaknų ekstraktas buvo skiestas 13,5 k., pasižymėjo didesniu 
aktyvumas prieš gramteigiamą S. epidermidis (MSK 2,47 mg/ml) (3.3.3.3 
lentelė). Kenny ir kiti atliktame tyrime nustatė, kad C. vulgare vandens ir 
etanolio pagrindu pagaminti ekstraktai neturėjo antimikrobinio poveikio prieš 
S. aureus, B. cereus, E. coli ir S. typhi ląstelių kultūras, tuo tarpu mūsų tirti 
sausieji žiedynų ir šaknų ekstraktai, turėjo poveikį S. aureus ir B. cereus 
ląstelių kultūroms [192]. Šio tyrimo išvados sutampa su Borawska ir kiti 
tyrimu, kurie tyrę C. vulgare ir kitų Cirsium genties augalų ekstraktus nurodė, 
kad žiedynų ir lapų sausieji ekstraktai, turi stiprų antibakterinį poveikį prieš 
P. aeruginosa ir S. aureus ląstelių kultūras [193]. Kurç ir kiti, tyrime nustatė, 
kad birželio mėnesį surinkti C. vulgare viso augalo dalių (šaknies, stiebo, lapų 
ir žiedynų) metanolio, etilacetato, dietilo eterio ir heksano ekstraktai turėjo 
antibakterinį poveikį prieš S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, P. mi-
rabilis, S. typhimurium ląstelių linijas. Taip pat, buvo nustatytas priešgry-
belinis aktyvumas prieš C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, 
P. chrysogenum ir A. fumigatus [13]. Stipriausias antibakterinis aktyvumas 
nustatytas su dygiosios usnies etilacetato ir dietilo eterio ekstraktais. Stip-
riausias priešgrybelinis aktyvumas nustatytas heksano ekstraktuose. Įrodyta, 
kad C. vulgare metanolinis ekstraktas pasižymi antimikrobiniu poveikiu prieš 
S. aureus, P. aeruginosa ir C. albicans [13]. 

 



85
 

84 

Priešingai nei C. vulgare etanoliniai ekstraktai, sausieji ekstraktai turėjo 
aktyvesnį antimikrobinį poveikį prieš tiriamas etalonines bakterinių ląstelių 
kultūras. Sausas ekstraktas UF parodė veiksmingumą prieš gramteigiamas 
ląstelių linijas, įskaitant S. aureus (MSK 3 mg/ml), S. epidermidis (MSK 
3 mg/ml), B. cereus (MSK 3 mg/ml) ir P. vulgaris (MSK 5,567 mg/ml), kai 
naudotų ekstraktų koncentracija agare variavo nuo 1 ml/5 ml iki 0,5 ml/5 ml. 
Naudojant ekstrakto agare koncentracijas 0,5 ml/5 ml ir mažesnes, poveikio 
prieš P. vulgaris nustatyta nebuvo. Ekstraktas UR, pagamintas iš usnies šak-
nų, buvo aktyvus prieš tas pačias S. aureus, S. epidermidis, B. cereus ir P. vul-
garis etalonines bakterijų kultūrų linijas. Nustatyta, kad stipriau nei usnies 
žiedynų UF ekstraktas (MSK 3 mg/ml), usnies šaknų UR ekstraktas, kur 
pirminis augalo šaknų ekstraktas buvo skiestas 13,5 k., pasižymėjo didesniu 
aktyvumas prieš gramteigiamą S. epidermidis (MSK 2,47 mg/ml) (3.3.3.3 
lentelė). Kenny ir kiti atliktame tyrime nustatė, kad C. vulgare vandens ir 
etanolio pagrindu pagaminti ekstraktai neturėjo antimikrobinio poveikio prieš 
S. aureus, B. cereus, E. coli ir S. typhi ląstelių kultūras, tuo tarpu mūsų tirti 
sausieji žiedynų ir šaknų ekstraktai, turėjo poveikį S. aureus ir B. cereus 
ląstelių kultūroms [192]. Šio tyrimo išvados sutampa su Borawska ir kiti 
tyrimu, kurie tyrę C. vulgare ir kitų Cirsium genties augalų ekstraktus nurodė, 
kad žiedynų ir lapų sausieji ekstraktai, turi stiprų antibakterinį poveikį prieš 
P. aeruginosa ir S. aureus ląstelių kultūras [193]. Kurç ir kiti, tyrime nustatė, 
kad birželio mėnesį surinkti C. vulgare viso augalo dalių (šaknies, stiebo, lapų 
ir žiedynų) metanolio, etilacetato, dietilo eterio ir heksano ekstraktai turėjo 
antibakterinį poveikį prieš S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, P. mi-
rabilis, S. typhimurium ląstelių linijas. Taip pat, buvo nustatytas priešgry-
belinis aktyvumas prieš C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, 
P. chrysogenum ir A. fumigatus [13]. Stipriausias antibakterinis aktyvumas 
nustatytas su dygiosios usnies etilacetato ir dietilo eterio ekstraktais. Stip-
riausias priešgrybelinis aktyvumas nustatytas heksano ekstraktuose. Įrodyta, 
kad C. vulgare metanolinis ekstraktas pasižymi antimikrobiniu poveikiu prieš 
S. aureus, P. aeruginosa ir C. albicans [13]. 

 
 

85
 

3.
3.

3.
3 

le
nt

el
ė.

 A
nt

im
ik

ro
bi

ni
s 

C
. v

ul
ga

re
 s

au
sų

jų
 e

ks
tr

ak
tų

 p
ov

ei
ki

s 
M

iu
le

ri
o–

H
in

to
no

 a
ga

re
 (

5 
m

l) 
et

al
on

in
ėm

s 
m

ik
ro

or
ga

ni
zm

ų 
ku

ltū
ro

m
s (

M
SK

 re
ik

šm
ės

 m
g/

m
l) 

Et
al

on
in

ės
 m

ik
ro

or
ga

ni
zm

ų 
ku

ltū
ro

s 
U

F 1,
0 

U
F 0,
5 

U
F 0,
4 

U
F 0,
3 

U
F 0,
2 

U
F 0,
1 

U
R

 
1,

0 
U

R
 

0,
5 

U
R

 
0,

4 
U

R
 

0,
3 

U
R

 
0,

2 
U

R
 

0,
1 

St
ap

hy
lo

co
cc

us
 a

ur
eu

s A
TC

C 
25

92
3 

5,
56

7 
3 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

5,
56

7 
3 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

St
ap

hy
lo

co
cc

us
 e

pi
de

rm
id

is 
A

TC
C 

12
22

8 
5,

56
7 

3 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
5,

56
7 

3 
2,

47
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
En

te
ro

co
cc

us
 fa

ec
al

is 
A

TC
C 

29
21

2 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
Es

ch
er

ic
hi

a 
co

li 
A

TC
C 

25
92

2 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
Kl

eb
sie

lla
 p

ne
um

on
ia

e 
A

TC
C 

13
88

3 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
Ps

eu
do

m
on

as
 a

er
ug

in
os

a 
A

TC
C 

27
85

3 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
Ba

ci
llu

s c
er

eu
s A

TC
C 

11
77

8 
5,

56
7 

3 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
5,

56
7 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
Pr

ot
eu

s v
ul

ga
ris

 A
TC

C 
84

27
 

5,
56

7 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

5,
56

7 
3 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

Ca
nd

id
a 

al
bi

ca
ns

 A
TC

C 
10

23
1 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 
N

A
 

N
A

 –
 n

es
lo

pi
na

 m
ik

ro
or

ga
ni

zm
ų 

et
al

on
in

ės
 k

ul
tū

ro
s a

ug
im

o 
(n

ėr
a 

an
tim

ik
ro

bi
ni

o 
po

ve
ik

io
). 

Ek
str

ak
tų

 p
av

ad
in

im
ų 

re
ik

šm
ės

: U
F 

– 
C.

 v
ul

ga
re

 ž
ie

dy
na

i, 
sė

kl
ų 

br
an

do
s 

fe
no

lo
gi

ni
s 

ta
rp

sn
is 

(p
irm

i m
et

ai
 2

02
1.

09
.1

2)
, U

R 
– 

C.
 v

ul
ga

re
 

ša
kn

ys
, f

en
ol

og
in

is 
ra

m
yb

ės
 p

er
io

do
 p

ab
ai

go
s t

ar
ps

ni
s (

an
tri

 m
et

ai
 2

02
2.

04
.1

1)
. 

 



86
 

86 

Atliktas palyginamasis tyrimas su žinomo poveikio antimikrobiniais 
vaistais (ampicilinu, gentamicinu, tetraciklinu ir ciprofloksacinu), jų poveikiu 
etanolinėms mikroorganizmų kultūroms ir jų MSK reikšmėmis, palyginant 
jas su MSK koncentracijomis, dygiosios usnies ekstraktų, prieš tas pačias 
etalonines ląstelių kultūras (3.3.3.4 lentelė). Cirsium augalo antibakterinis 
aktyvumas priskiriamas jo sudėtyje esančioms fenolio rūgštims. Fenoliniai 
hidroksilai gali dalyvauti metalų kompleksinėse reakcijose bakterijose, su-
trikdydami jų maistinių medžiagų įsisavinimą ir sukeldami antibiotinį akty-
vumą. Fenolio rūgštys pasižymi priešgrybelinėmis savybėmis, nes slopina 
ergosterolio sintezę, kvėpavimo procesus, sukcinato dehidrogenazės (SDH) 
ir NADH oksidazės aktyvumą [194]. 

3.3.3.4 lentelė. C. vulgare etanolinių ir sausųjų ekstraktų bei antibiotikų anti-
mikrobinis aktyvumas (MSK reikšmės išreikštos mg/ml); n = 3. 

Ekstrakto kodas/ 
Antibiotikas 

Mikroorganizmų kultūros 
Staphylococcus 

aureus 
ATCC 25923 

Staphylococcus 
epidermidis 

ATCC 12228 

Pseudomonas 
aeruginosa 

ATCC 27853 
UL10* NA 16,7 16,7 

UL12* NA 8,35 NA 

UL13* 8,35 8,35 NA 

UF1,0 5,57 5,57 NA 

UF0,5 3 5,57 NA 

UR1,0 5,57 5,57 NA 

UR0,5 3 3 NA 

UR0,4 NA 2,47 NA 

Ampicilinas ≥ 0,0005 ≥ 0,0005 NA 

Gentamicinas ≥ 0,002 ≥ 0,002 ≥ 0,002 

Tetraciklinas ≥ 0,004 ≥ 0,004 ≥ 0,002 

Ciprofloksacinas ≥ 0,002 ≥ 0,002 ≥ 0,004 

NA – neslopina mikroorganizmų etaloninės kultūros augimo (nėra antimikrobinio poveikio). 

Antibiotikai – ampicilinas, gentamicinas, tetraciklinas ir ciprofloksaci-
nas turėjo stipresnį antimikrobinį poveikį pagal gautas MSK reikšmes lygi-
nant jas su naudotų ekstraktų MSK, tačiau ieškant naujų natūralių antimikro-
binių medžiagų tolimesniuose tyrimuose turėtų būti siekiama sukoncentruoti 
dygiosios usnies ekstraktus ir pakartotinai įvertinti jų potencialų antimikro-
binį poveikį. 
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IŠVADOS 

1. Išvystyti ESC ir DC–MS metodai, skirti fenolinių junginių ir aminorūgš-
čių analizei C. vulgare lapų, žiedynų ir šaknų žaliavose, pasižymi aukštu 
tikslumu, tvirtumu ir jautrumu. ESC metodas nurodo patikimą tiesišku-
mą (R2 > 0,999), žemas aptikimo ir nustatymo ribas bei didelį pakartoja-
mumą. DC–MS metodas taip pat patvirtinamas kaip tikslus ir jautrus, su 
žemomis aptikimo ribomis ir aukštu atkuriamumo tikslumu (98,4–
101,3 proc.). Abu metodai atitinka ICH Q2(R2) validacijos reikalavimus 
ir yra tinkami kokybiniam bei kiekybiniam fenolinių junginių ir amino-
rūgščių nustatymui. 

2. Suminis fenolinių junginių kiekis dygiųjų usnių žaliavose pirmų 
(2021 m.) ir antrų (2022 m.) rinkimo metų ėminiuose variavo nuo 71,87 
iki 324,16 mg/g ir nuo 99,36 iki 326,57 mg/g, atitinkamai. Taikant ESC 
metodą identifikuota ir kiekybiškai įvertinta 11 fenolinių junginių, iš kurių 
chlorogeno rūgštis (44,90 proc.) ir apigenin-7-O-gliukozidas (41,48 
proc.), sudarė didžiausią dalį suminio identifikuotų junginių kiekio. 
Didžiausias chlorogeno rūgšties kiekis (146,28 ± 0,13 mg/g ir 140,15 ± 
0,14 mg/g) nustatytas 2021 metų rinkimo lapuose, surinktuose ramybės 
periodo pabaigoje (05.23) ir masinio atžėlimo tarpsniu (06.06) (p < 0,05). 
Didžiausias apigenin-7-O-gliukozido kiekis (147,96 ± 0,34 mg/g) nusta-
tytas 2022 metų rinkimo lapuose masinio žydėjimo tarpsnyje (08.01). 

3. Lapuose nustatyta – 15, žiedynuose – 14, o šaknyse –13 laisvųjų amino-
rūgščių. Didžiausias aminorūgščių kiekis 23,91 ± 0,31 mg/g, nustatytas 
2022 metų rinkimo C. vulgare lapuose, surinktuose masinio atžėlimo 
laikotarpiu (06.20) (p < 0,05). Pagrindinės, šiame fenologiniame tarps-
nyje, lapų ėminiuose, nustatytos aminorūgštys – L-glutamo rūgštis (3,78 ± 
0,06 mg/g), L-lizinas (2,89 ± 0,04 mg/g) ir L-asparto rūgštis (2,68 ± 
0,04 mg/g), kurios sudarė 39,11 proc. suminio aminorūgščių kiekio. 

4. Nustatyta, kad ekstraktai pasižymi antioksidaciniu, priešvėžiniu ir anti-
mikrobiniu poveikiu. 
4.1. Stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasižymėjo 2021 metų rinki-

mo C. vulgare lapų ekstraktai (12938 µmol TE/g), kurie buvo su-
rinkti ramybės periodo pabaigoje (2021 m.).  

4.2. Priešvėžiniuose tyrimuose naudotas žiedynų ekstraktas, pagamintas 
iš 2021 metų žiedynų žaliavos, surinktos sėklų brandos tarpsnyje, 
reikšmingiausiai slopino žmogaus skrandžio karcinomos ląstelių 
linijos (EC50 0,19 ± 0,05 mg/ml) ir storosios žarnos adenokarcino-
mos (EC50 0,35 ± 0,08 mg/ml) ląstelių linijos gyvybingumą. Šaknų 
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ekstraktas, pagamintas iš 2022 metų šaknų žaliavos, surinktos 
masinio atžėlimo metu, buvo efektyviausias stabdant storosios 
žarnos adenokarcinomos ląstelių linijos proliferaciją (EC50 0,29 ± 
0,06 mg/ml). „Žaizdos gijimo“ testu nustatyta, kad šaknų ekstraktas 
pagamintas iš 2022 metų rinkimo šaknų, surinktų ramybės periodo 
pabaigoje, stipriausiai slopino storosios žarnos adenokarcinomos 
ląstelių linijos migraciją (p < 0,05). Palyginus su kontrolinės grupės 
rezultatais, „žaizdos“ dydis išliko labiau matomas veiktose grupėse 
net po 36 val., esant 0,2 mg/ml koncentracijai. 2021 metų rinkimo 
usnies žiedynų ekstraktas ir 2022 metų rinkimo šaknų ekstraktas, 
sumažino sferoidų gyvybingumą iki 77,9 proc. ir 81,5 proc., 
atitinkamai.  

4.3. Sausieji augalo žiedynų (UF) ir augalo šaknų (UR) ekstraktai stip-
riau slopino gramteigiamų bakterijų augimą nei etanoliniai ekstrak-
tai, ypač S. aureus, S. epidermidis, B. cereus (MSK 3 mg/ml) ir 
P. vulgaris (MSK 5,567 mg/ml) kultūras. 
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SUMMARY  

INTRODUCTION 

The compounds of natural origin are a promising source of bioactive 
components, as they often have lower toxicity and can act synergistically, 
enhancing the therapeutic effect [1]. Particular attention is paid to plant 
extracts, which contain biologically active compounds that may have 
antimicrobial, antioxidant, and anticancer effects [2, 3]. The selection of 
antimicrobial and anticancer compounds and the study of their biological 
effects are among the priority study directions of modern medicine and 
pharmacology. With the increasing resistance to antibiotics and number in 
cancer cases, new, effective, and safe therapeutic alternatives are being 
sought all over the world [4, 5]. One important direction in this field is the 
targeted investigation of underutilized plant materials. Such research not only 
contributes to the scientific understanding of phytochemicals but also offers 
practical potential for discovering new natural sources of bioactive com-
pounds applicable in food, pharmaceutical and cosmetic industries. Many of 
these plants remain insufficiently studied in terms of their phytochemical 
composition and biological activity, leaving their full potential untapped. 
Plants capable of thriving under extreme or unfavorable environmental condi-
tions are especially noteworthy, as they often develop advanced biochemical 
defense mechanisms. These mechanisms lead to the accumulation of higher 
levels of secondary metabolites, including antioxidants and phenolic com-
pounds, which may enhance their biological activity and therapeutic poten-
tial. Such compounds may exhibit anti-inflammatory, antimicrobial, antican-
cer, or other beneficial pharmacological effects. One of the promising plants 
with therapeutic potential is bull thistle, Cirsium vulgare (Savi) Ten., (C. vul-
gare). It is an herbaceous plant from the Asteraceae family. C. vulgare is 
widespread in Europe, Asia, North Africa, and North America. In Lithuania, 
bull thistle is commonly called thistle and is considered a weed plant. The 
studies of the phytochemical composition of weed plant raw materials and 
their effects are important research direction for evaluating the possibilities 
of use of these raw materials in wellness-promoting areas [6]. Studies on the 
phytochemical composition of these plant raw materials and their effects are 
an important research direction that allows assessing the potential use of these 
plant raw materials in health-promoting areas [7]. Biologically active com-
pounds (phenolic acids, flavonoids, amino acids) identified in bull thistle 
extracts are characterized by diverse biological activity [6–9]. Phenolic com-
pounds, such as chlorogenic acid, apigenin, and other flavonoids, have a 
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strong antioxidant effect – they protect cells from oxidative stress, which is 
associated with developing chronic diseases and cancer [10]. Amino acids, 
such as L-glutamic acid and L-aspartic acid, are essential for the human body 
as they participate in metabolic processes. These amino acids are critical for 
cell growth and proliferation, nucleotide synthesis and gluconeogenesis, and 
nervous system development [7, 11, 12]. The literature sources present the 
investigation results on thistle extracts’ anti-inflammatory, antiseptic, hepato-
protective and diuretic effects [7, 12–15]. In folk medicine, bull thistle 
extracts are used to treat symptoms of rheumatic inflammation and the plant’s 
decoctions – to reduce pain [6, 8]. Considering the diversity of biologically 
active compounds in bull thistle extracts and their pharmacological potential, 
this plant remains a valuable source of natural bioactive substances. To 
identify new possibilities for the application of C. vulgare plant raw materials 
in medicine and wellness, it is necessary to thoroughly analyze the factors 
determining changes in the composition and concentration of biologically 
active compounds of this plant. It is also important to apply methodologies 
that accurately evaluate the phytochemical composition of the plant raw ma-
terial and products to determine the biologically active compounds’ qualita-
tive and quantitative composition of the C. vulgare plant raw materials. 
Modern validated methods allow to evaluate phytochemical composition at 
different plant phenological stages and determine when the most significant 
concentration/accumulation of biologically active compounds occurs. By 
analyzing different plant parts (inflorescences, leaves, roots), it is possible to 
determine the regularities and patterns of the compounds’ accumulation in 
vegetative organs. Studying the phytochemical composition of the raw 
materials of bull thistle plant extracts in more detail way, is important to 
identify biologically active compounds, that may have a significant effect on 
human body cells. The conducted study provides new scientific knowledge 
and helps understand the biological effects of compounds identified in bull 
thistle plant raw materials better. 

Study aim. To study the qualitative and quantitative composition of 
phenolic compounds and amino acids found in bull thistle (Cirsium vulgare 
(Savi) Ten.) growing in Lithuania and evaluate the extracts’ biological effects 
on cell cultures in vitro. 
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Study objectives: 
1. To develop and validate the high-performance liquid chromato-

graphy (HPLC) methodology to determine the qualitative and quan-
titative composition of phenolic compounds and the gas chromato-
graphy-mass spectrometry (GC-MS) methodology to determine the 
qualitative and quantitative composition of amino acids in bull 
thistle samples. 

2. To study the variation of phenolic compounds’ qualitative and 
quantitative composition in the bull thistle plant raw materials 
(leaves, inflorescences, roots) at different plant phenological stages. 

3. To study the variation of amino acids’ qualitative and quantitative 
composition in the bull thistle plant raw materials (leaves, inflore-
scences, roots) at different phenological stages. 

4. To evaluate the antioxidant, anticancer, and antimicrobial effects of 
bull thistle extracts in in vitro model systems. 

Novelty. This study focuses on the underutilized plant material of 
Cirsium vulgare, which serves as a source of biologically active compounds. 
Research related to C. vulgare raw material remains scientifically under-
explored. The literature lacks comprehensive evaluations of its vegetative 
development stages, amino acid content, and nutritional potential. Existing 
studies on this plant material are fragmented and limited in scope. For the 
first time, this research presents a complex analysis of secondary metabolites 
in C. vulgare and their biological activity. Few studies have investigated the 
phytochemical composition of C. vulgare; therefore, it is relevant to study the 
phytochemical composition of this plant further and supplement the existing 
scientific data. By applying heating with a reflux condenser extraction using 
50% (v/v) ethanol, the efficiency of phenolic compound extraction increased 
1.7 times compared to the extractions performed under other conditions. The 
extraction performed this way ensured reliable and efficient extraction of 
phenolic compounds from bull thistle raw materials. For the analysis of the 
qualitative and quantitative composition of phenolic compounds and amino 
acids, the HPLC-PDA and GC-MS with derivatization methodologies were 
applied and validated, respectively. First studies of 11 phenolic compounds 
identified in bull thistle (C. vulgare) raw materials, with apigenin-7-O-gluco-
side and chlorogenic acid being the predominant compounds were conducted. 
The studies determined the presence of 15, 14, and 13 amino acids in the plant 
leaves, inflorescences and roots extracts, respectively, with the essential L-
aspartic and L-glutamic acids dominating in quantity. The analysis of the 
changes in qualitative and quantitative composition of phenolic compounds 
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and amino acids from the end of the dormancy period to the seed maturation 
stage allows determining when a peak concentration/accumulation of com-
pounds occurs and evaluating their potential use. The studies of biological 
activity and evaluation of the antioxidant, antimicrobial, and anticancer 
effects of different bull thistle (C. vulgare) extracts (leaves, inflorescences, 
roots) were performed for the first time. It was found that bull thistle extracts 
exhibit significant biological activity, confirming their potential for further 
investigation. More detailed pharmacological and clinical studies are needed 
to understand better the activity mechanisms of biologically active 
compounds identified in C. vulgare extracts and their potential application in 
the wellness area. 

Practical and theoretical significance. The scientific studies conducted 
provided new knowledge on the chemical composition of bull thistle 
(C. vulgare) plant raw materials and the biological activity of their extracts. 
The studies applied and validated the methodologies corresponding to 
modern scientific progress to identify in detail phenolic compounds and 
amino acids in the C. vulgare plant raw material. Analyzing changes in the 
phenolic compound and amino acid composition of bull thistle raw materials 
(leaves, inflorescences, roots) collected at different phenological stages is 
crucial for understanding the biosynthesis regularities/patterns of secondary 
metabolites during plant development. The validated methodologies can be 
applied to evaluate the quality of bull thistle plants raw materials and perform 
the standardization studies of the qualitative and quantitative composition of 
C. vulgare extracts. The phenolic compounds and amino acids identified in 
bull thistle raw materials (leaves, inflorescences, roots) are biologically active 
components. The identified phenolic compounds and amino acids in 
C. vulgare plant parts (leaves, inflorescences, roots) are biologically active 
constituents. A broad spectrum of amino acids detected in C. vulgare extracts 
highlights their potential application in natural dietary supplements intended 
to replenish amino acids in the human body. The determination of essential 
amino acids, such as L-aspartic and L-glutamic acids, contributes valuable 
knowledge regarding the nutritional value of C. vulgare raw materials. Quan-
titative analysis revealed that the content of L-glutamic and L-aspartic acids 
in the plant leaves raw materials ranged from 3.78 to 2.68 mg/g – approxi-
mately twice as high as in the leaves raw materials of other studied plants 
from the Asteraceae family, where these amino acids ranged between 1.10–
1.33 mg/g [16]. Identifying the essential amino acids, such as L-aspartic and 
L-glutamic acids, provides new knowledge about the nutritional value of the 
C. vulgare plant raw materials and encourages further studies to substantiate 
their use in producing wellness products. The results of the antimicrobial 
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activity study of dry extracts prepared from the plant’ inflorescences and 
roots with the Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus 
cereus and Proteus vulgaris bacterial cultures, showed that these extracts may 
be potentially effective due to their antimicrobial effect. The extracts prepa-
red from the bull thistle inflorescences used in anticancer studies significantly 
inhibited the viability of human gastric carcinoma (KATO III) and human 
colon adenocarcinoma (HT–29) cell lines. The “wound healing” study found 
that the roots extracts had the most substantial inhibitory effect on the HT–
29 cell migration. The inflorescence extract reduced the viability of spheroids 
to 77.9% and the roots extracts – to 81.5%. The antioxidant activity of C. 
vulgare extracts is essential for evaluating their potential use in products 
intended to control oxidative stress and related conditions. The bull thistle 
extracts reduced the growth of microorganisms, including gram-positive and 
gram-negative bacteria and yeasts, which provides new scientific data on 
their potential use as natural preservatives. The study findings on the 
anticancer effect of bull thistle extracts are significant in searching for new, 
natural, supplement, or alternative anticancer therapy options. The obtained 
data on the antioxidant, antimicrobial and anticancer activity of C. vulgare 
extracts, encourage further studies to determine the individual effect of 
biologically active compounds and their synergistic interactions. 

OBJECT OF THE STUDY AND METHODS 

Object of the study. Samples of the Cirsium vulgare (Savi) Ten. for the 
researches were cultivated and collected at the Botanical Garden of Vilnius 
University Šiauliai Academy (55°55′57″ N latitude, 23°16′59″ E longitude 
(WGS)). The research focused on the leaves, inflorescences, and roots of 
C. vulgare, collected during the phenological periods from the end of dor-
mancy to seed maturity in the years of 2020–2022. The dates of raw material 
collection are given in Table 2.1.1. The separated leaves, inflorescences, and 
roots of the bull thistle were dried in a drying chamber at 40 °C. After drying, 
the plant parts were grounded using a mill, and the resulting material was 
sieved through a 0.5 mm trapezoidal sieve. Each sample was taken from three 
different plants and corresponding plant parts (inflorescences, leaves, or 
roots), with all experiments repeated three times (n = 3).  

Materials and reagents. For the preparation of extracts, 96% ethanol 
(Vilniaus degtinė, Vilnius, Lithuania) was used. Deionized water for extracts 
preparation was obtained using the “Super Purity Water System” (Millipore, 
USA). The study employed HPLC–PDA and analytical grade reagents, 
including trifluoroacetic acid and acetonitrile (Sigma Aldrich, Steinheim, 
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Germany). Standard reference compounds used in the study included chloro-
genic acid, apigenin-7-O-glucoside, apigenin, luteolin, hyperoside, neochlo-
rogenic acid, isoquercitrin, p-coumaric acid, caffeic acid, rutin, trans-ferulic 
acid, and 4-O-caffeoylquinic acid (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany). For 
the antioxidant study, copper (II) chloride dihydrate was purchased from Alfa 
Aesar GmbH & Co KG (Karlsruhe, Germany), and neocuproine from Sigma-
Aldrich Chemie (Steinheim, Germany). An ammonium acetate buffer system 
at pH 7 was used from Sigma-Aldrich (Hoeilaart, Belgium). The reference 
standard Trolox (98%) was obtained from Fluka Chemika (Buchs, Switzer-
land). Human colon adenocarcinoma cell line HT–29 and human gastric 
carcinoma cell line KATO III were obtained from the American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Human skin fibroblasts (HF) were 
obtained from ATCC and provided by Prof. Helder Santos (University of 
Helsinki, Finland). All cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified 
Eagle’s GlutaMAX medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA), supplemented 
with 10,000 U/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin (Gibco), and 10% fetal 
bovine serum (Gibco). Mueller-Hinton agar was obtained from BBL (Balti-
more, MD, USA). Microbial strains used for antimicrobial testing included 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, 
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, Bacillus cereus ATCC 8035, Proteus vulgaris ATCC 8427 and Can-
dida albicans ATCC 10231, all obtained from ATCC (Manassas, VA, USA).  

Ultrasound-assisted extraction. A 0.1 ± 0.001 g portion of dried and 
ground C. vulgare leaves was placed in 10 mL volumetric flasks and mixed 
with 10 mL of 50% (v/v) ethanol. The extraction was performed using an 
ultrasonic bath (frequency 38 kHz) (Grant Instruments TM XUB12 Digital, 
Cambridge, UK) for 10, 15, 30, 45, or 60 minutes. The obtained extracts were 
filtered through 0.22 μm PTFE hydrophobic filters into glass vials. Experi-
ments were repeated three times (n = 3).  

Maceration. A 0.1 ± 0.001 g portion of dried and ground C. vulgare 
leaves was placed in 50 mL flat-bottomed flasks and mixed with 10 mL of 
50% (v/v) ethanol. The flasks were tightly sealed and kept in a dark cabinet 
with periodic stirring. The extraction process lasted 6, 12, 24, or 48 hours. 
The extracts were filtered through 0.22 μm PTFE hydrophobic filters into 
glass vials. Experiments were repeated three times (n = 3).  

Reflux heating extraction. A 0.1 ± 0.001 g portion of dried and ground 
C. vulgare leaves, roots, or inflorescences (from three different plants) was 
placed in 100 mL round-bottom flasks and mixed with 10 mL of 50% (v/v) 
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ethanol. The flasks were immersed in a glycerol bath and connected to a 
reflux condenser. The extraction was performed at 90 °C for 30 minutes, 
1 hour, 1.5 hours, 2 hours, or 3 hours. The obtained extracts were filtered 
through 0.22 μm PTFE hydrophobic filters into glass vials. Experiments were 
repeated three times (n = 3).  

Production of dry extracts. A 0.5 ± 0.001 g portion of dried and ground 
C. vulgare leaves was placed in a 250 mL round-bottom flask and mixed with 
50 mL of 50% (v/v) ethanol. The flask was immersed in a glycerol bath and 
connected to a reflux condenser. The extraction was performed at 90 °C for 
1.5 hours. The extract was filtered through a 0.22 μm PTFE hydrophobic 
filter into a glass vial. Ethanol was removed under vacuum, and the remaining 
solutions were placed in a drying oven at 40 °C until completely dry. The dry 
extracts were used to evaluate the antimicrobial and anticancer properties of 
the bull thistle. Experiments were repeated three times (n = 3).  

Validation of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
and Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) Methods. For 
the quantitative determination of phenolic compounds and amino acids in the 
extracts of the bull thistle (Cirsium vulgare), the methods of High-Per-
formance Liquid Chromatography (HPLC) and Gas Chromatography-Mass 
Spectrometry (GC-MS) were validated according to ICH Q2(R2) guidelines 
[157]. The following validation parameters were assessed to determine the 
suitability of the methods: linearity, accuracy, precision (repeatability and 
intermediate precision), limits of detection and quantification, specificity, 
concentration range, and robustness. Linearity was assessed by constructing 
calibration curves and calculating their regression equations and correlation 
coefficients. The limits of detection and quantification were determined 
based on the signal-to-noise ratio. Precision was evaluated by performing 
repeat measurements within a short period of time and on different days, 
calculating the relative standard deviation (RSD) values. Accuracy was 
assessed by performing recovery studies, where a known amount of standard 
compounds was added to the sample matrix. Specificity was confirmed by 
comparing the peaks identified in the extracts with the corresponding signals 
of pure standard compounds, ensuring that no interfering or overlapping 
substances were present during the analysis. The concentration range covered 
the interval of the analytes’ concentrations, and the robustness of the method 
was evaluated by performing the analysis under consistent experimental 
conditions, monitoring the stability of the results. 
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Determination of phenolic compound composition and content in 
bull thistle ethanolic extracts using high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC). The qualitative and quantitative analysis of phenolic 
compounds was performed using a Waters Alliance 2695 liquid chromato-
graph with a Waters 996 diode array detector (PDA) and an ACE C18 column 
(250 mm × 4.6 mm, 5 μm particle size) (Advanced Chromatography Techno-
logies, Aberdeen, Scotland). The mobile phase consisted of solvents A (0.1% 
trifluoroacetic acid) and B (acetonitrile), using a gradient elution. The eluent 
flow rate was 1 mL/min, injection volume 10 μL, and column temperature 
25 °C. Absorption was measured in the wavelength range of 230–400 nm. 
Phenolic compounds were identified using standard solutions based on 
retention times and absorption spectra. Experiments were repeated three 
times (n = 3). The total phenolic content was calculated based on quantitative 
results obtained from calibration curves of the respective compounds.  

Determination of amino acid composition and content in bull thistle 
ethanolic extracts using gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS). The analysis was performed using the SHIMADZU GC/MS-QP2010nc 
Ultra chromatographic system (with an electron ionization (EI) ion source 
and a single quadrupole, Shimadzu Technologies, Kyoto, Japan). The injector 
temperature was maintained at 250 °C. The analytes were separated using an 
Rxi-5 ms capillary column (5% diphenyl and 95% polydimethylsiloxane) 
with a length of 30 m, an outer diameter of 0.25 mm, and a stationary phase 
thickness of 0.25 μm (Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA). The carrier 
gas was analytical-grade helium (99.999%), with a flow rate of 1.49 mL/min. 
The thermostat was programmed with a gradual column temperature 
increase: 75 °C for 5 min, then increased to 290 °C at 10 °C/min, and further 
increased to 320 °C at 20 °C/min, maintained for 10 min. The total analysis 
duration was 41 min. The mass spectrometer interface and ion source tempe-
ratures were set at 280 °C and 200 °C, respectively. The results were recorded 
using the total ion current (TIC) and selected ion monitoring (SIM) modes, 
with a scan range between 35–500 m/z. Mass spectrometry operated in positi-
ve mode with an electron energy of 70 eV. The injection volume was 1 μL, 
and a split ratio of 1:20 was applied. Experiments were repeated three times 
(n = 3). Data acquisition and analysis were performed using LabSolution 
GC/MS (version 5.71) software (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). 
Experiments were repeated three times.  

Determination of antioxidant activity in vitro. The antioxidant activity 
of the sample was determined by a spectrophotometric method using the 
CUPRAC reagent. The antioxidant effect of the tested compounds was deter-
mined using a spectrophotometer (HALO DB 20) and the CUPRAC reagent. 
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The CUPRAC reagent composition included 0.1 M aqueous copper (II) chlo-
ride solution, 0.1 M ammonium acetate buffer solution (pH = 7), and 
0.0075 M methanolic neocuproine ((CH3)2C12H6N2) solution, in a 1:1:1 ratio. 
The prepared reagent was stored in the dark at room temperature for one hour. 
Procedure: 10 μL of the sample (extract) was mixed with 3 mL of the CUPRAC 
reagent. After 30 minutes of incubation at room temperature, absorption was 
recorded at a wavelength of 450 nm. Experiments were repeated three times 
(n = 3). Antioxidant activity was expressed as Trolox equivalent, creating a 
Trolox calibration curve: y = 0.00004x + 0.0215; R2 = 0.9991.  

Determination of anticancer activity in vitro. Cell culture growth: human 
colon adenocarcinoma (HT–29), human gastric carcinoma (KATO III), and 
human skin fibroblast (HF) cell lines were cultured at 37 °C, with 95% 
relative humidity and 5% CO2.  

Cell viability assay: the effect of dried extracts on cell viability was 
assessed using the MTT reduction assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Sigma–Aldrich Co., MO, USA). This method 
was described and adapted by Braciuliene A et al. [158]. Cells were seeded 
in 96-well plates at densities of 4 × 10³ KATO III and HT–29 cells and 5 × 
103 HF cells per well. After 24 hours of incubation, cells were treated with 
serial dilutions of dried extracts (2.5–0.016 mg/mL) or chlorogenic acid 
(500–15.6 μmol). After 72 hours, 20 μl of 5 mg/mL MTT reagent was added 
and incubated for 3 hours. The resulting formazan crystals were dissolved in 
DMSO (Sigma-Aldrich Co., MO, USA). Absorbance was measured at 570 
and 630 nm using a multifunctional microplate reader. Cells incubated 
without test substances were used as a negative control (viability set to 1.0), 
and wells without cells containing only the medium served as a positive 
control (viability set to 0). The EC50 values (the concentration causing a 50% 
reduction in metabolic activity) were calculated using the Hilo equation. 
Experiments were repeated three times (n = 3). 

“Wound Healing” assay: the method was described by Dabkevičiūtė et 
al. [159]. Cancer cells were seeded at 6 × 10⁴ cells/well in 24 – well plates. 
After 48 hours of incubation, scratches were made using a 100 μl pipette tip. 
The cells were carefully washed with PBS, and fresh medium containing 0.2 
or 0.1 mg/mL of extracts was added. The medium without test substances 
served as a negative control. Experiments were repeated three times (n = 3). 

Extract activity in 3D cell cultures (spheroids): spheroids were formed 
using magnetic 3D bioprinting as described by Šermukšnytė et al. [160]. Cells 
were first cultured in 6-well plates until reaching ~70% confluence. Then, 
20 μL of Nanoshuttle nanoparticles (n3D Biosciences, Inc., Houston, Texas, 
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USA) was added and incubated for 8 hours. Cells were trypsinized, centri-
fuged, and seeded into ultra – low attachment 96 – well plates, with 1.5 × 103 
cancer cells and 1.5 × 103 human fibroblasts per well. The plate was placed 
on a 96 – magnet holder and incubated for two days. Once spheroids formed, 
the medium was replaced with fresh medium containing 0.35 mg/mL of test 
extracts. Experiments were repeated three times (n = 3). Spheroid images 
were captured every two days using an Olympus IX73 inverted microscope 
(OLYMPUS CORPORATION, Tokyo, Japan). Spheroid size analysis was 
conducted using ImageJ (version 1.53o, National Institutes of Health, MA, 
USA) and Microsoft Office Excel 2024 (Microsoft Corporation, Redmond, 
WA, USA). On the final experiment day, 10 μL of WST-1 reagent (Sigma-
Aldrich Co., MO, USA) was added to each well. After 10 hours, 50 μL from 
each well was transferred to a new 96 – well plate, and absorbance was 
measured at 460 and 530 nm.  

Determination of antimicrobial activity in vitro. Antimicrobial activi-
ty was determined using the agar diffusion method on Mueller-Hinton agar 
(Mueller-Hinton II Agar, BBL, USA). Reference non-sporulating bacterial 
cultures (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus 
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa 
and Proteus vulgaris) were incubated at 35–37 °C for 20–24 hours. The 
bacterial suspension was prepared in sterile physiological sodium chloride 
(0.9%) solution and standardized using the McFarland standard (0.5, 
corresponding to 1.5 × 108 CFU/ml). Spore-forming Bacillus cereus was 
cultured for 7 days, and Candida albicans was grown at 30 °C for 72 hours. 
Ethanol extracts (0.02–0.1 mg/mL) and dry extracts (0.033 mg/mL) of C. vul-
gare were tested. Experiments were repeated three times (n = 3). The 
antimicrobial activity was evaluated based on bacterial growth inhibition 
zones, and the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined.  

Statistical analysis. Quantitative results were presented as the mean ± 
standard deviation (SD) of three replicates. Data were analyzed using Micro-
soft Office Excel 2024 and SPSS 25 (IBM, NY, USA). One–way ANOVA 
with Tukey post hoc test was applied to determine significant differences 
(p < 0.05) between inflorescences, leaves, and roots extracts of C. vulgare. 
Pearson correlation analysis was used to assess the relationship between 
phenolic compound content and antioxidant activity. Linear regression 
analysis was used to generate calibration curves, assessing the relationship 
between analyte concentration and signal strength, calculating the regression 
coefficient (R2), and considering values as acceptable when R2 ≥ 0.99. 
Differences were considered statistically significant when p < 0.05. 



99
 

98 

USA) was added and incubated for 8 hours. Cells were trypsinized, centri-
fuged, and seeded into ultra – low attachment 96 – well plates, with 1.5 × 103 
cancer cells and 1.5 × 103 human fibroblasts per well. The plate was placed 
on a 96 – magnet holder and incubated for two days. Once spheroids formed, 
the medium was replaced with fresh medium containing 0.35 mg/mL of test 
extracts. Experiments were repeated three times (n = 3). Spheroid images 
were captured every two days using an Olympus IX73 inverted microscope 
(OLYMPUS CORPORATION, Tokyo, Japan). Spheroid size analysis was 
conducted using ImageJ (version 1.53o, National Institutes of Health, MA, 
USA) and Microsoft Office Excel 2024 (Microsoft Corporation, Redmond, 
WA, USA). On the final experiment day, 10 μL of WST-1 reagent (Sigma-
Aldrich Co., MO, USA) was added to each well. After 10 hours, 50 μL from 
each well was transferred to a new 96 – well plate, and absorbance was 
measured at 460 and 530 nm.  

Determination of antimicrobial activity in vitro. Antimicrobial activi-
ty was determined using the agar diffusion method on Mueller-Hinton agar 
(Mueller-Hinton II Agar, BBL, USA). Reference non-sporulating bacterial 
cultures (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus 
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa 
and Proteus vulgaris) were incubated at 35–37 °C for 20–24 hours. The 
bacterial suspension was prepared in sterile physiological sodium chloride 
(0.9%) solution and standardized using the McFarland standard (0.5, 
corresponding to 1.5 × 108 CFU/ml). Spore-forming Bacillus cereus was 
cultured for 7 days, and Candida albicans was grown at 30 °C for 72 hours. 
Ethanol extracts (0.02–0.1 mg/mL) and dry extracts (0.033 mg/mL) of C. vul-
gare were tested. Experiments were repeated three times (n = 3). The 
antimicrobial activity was evaluated based on bacterial growth inhibition 
zones, and the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined.  

Statistical analysis. Quantitative results were presented as the mean ± 
standard deviation (SD) of three replicates. Data were analyzed using Micro-
soft Office Excel 2024 and SPSS 25 (IBM, NY, USA). One–way ANOVA 
with Tukey post hoc test was applied to determine significant differences 
(p < 0.05) between inflorescences, leaves, and roots extracts of C. vulgare. 
Pearson correlation analysis was used to assess the relationship between 
phenolic compound content and antioxidant activity. Linear regression 
analysis was used to generate calibration curves, assessing the relationship 
between analyte concentration and signal strength, calculating the regression 
coefficient (R2), and considering values as acceptable when R2 ≥ 0.99. 
Differences were considered statistically significant when p < 0.05. 

 
99 

RESULTS AND DISCUSSION 

Determination of the qualitative and quantitative composition  
of phenolic compounds in C. vulgare plant raw material extracts 
using the HPLC method 
Selecting extraction conditions. Selecting an extrahent and the extrac-

tion conditions is a significant part of developing a methodology for deter-
mining the qualitative and quantitative composition of biologically active 
compounds of plant’s raw materials [161]. Considering an extrahent polarity 
influence on the extraction of phenolic compounds from bull thistle raw 
materials, the deionized water, and ethanol of different concentrations (50% 
(v/v), 60% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), 90% (v/v) and 96% (v/v)) were 
chosen to study. The prepared extracts were kept in an ultrasonic bath for 
15 min. The phenolic compounds in bull thistle extracts were determined 
using the HPLC method. The study identified five phenolic compounds: 
apigenin-7-O-glucoside, chlorogenic acid, rutin, hyperoside, and isoquer-
citrin. The chromatogram of the compounds is presented in Fig. 3.1.1.1. After 
evaluating the quantitative composition of those five compounds identified 
in bull thistle extracts, it was determined that the largest quantities of phenolic 
compounds were obtained using 50% (v/v) ethanol (p < 0.05) (Fig. 3.1.1.2). 
The bull thistle extract prepared using 50% (v/v) ethanol had the contents of 
chlorogenic acid and apigenin-7-O-glucoside 5.5 and 7.5 times higher, 
respectively, than the contents determined in the bull thistle extract prepared 
using 96% (v/v) ethanol and water. Sieliwoniuk et al. extracted the C. vulgare 
plant raw materials using 70% (v/v) methanol and 70% (v/v) ethanol. Their 
study results showed that higher phenolic compounds’ (chlorogenic acid, 
luteolin-7-O-glycoside, and apigenin) contents were obtained when 70% 
(v/v) methanol was used for extraction [30]. Koryza et al. used 50% (v/v) 
methanol, 80% (v/v) methanol, 100% methanol, dichloromethane, acetone, 
and ethyl acetate to produce the C. canum inflorescences extracts. The 
highest chlorogenic acid content was determined when 50% (v/v) methanol 
was used for extraction (p < 0.05) [162]. The publication authors indicated 
that when studying the content of apigenin in C. canum inflorescences 
extracts prepared using 50% (v/v) methanol, 80% (v/v) methanol, 100% 
methanol, acetone, and ethyl acetate, no statistically significant differences in 
the apigenin content were found [162].  

Choosing the most appropriate extraction method for determining phe-
nolic compounds is crucial since the phenolic quantities and other active com-
pounds depend on it. This study used three extraction methods: ultrasonic-
assisted, maceration, and heating with a reflux condenser. 
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The samples of bull thistle leaves were kept in an ultrasonic bath at 30 °C 
for different time intervals (from 10 min to 60 min) to evaluate the ultrasonic 
extraction method’s impact on the quantity of phenolic compounds. This 
extraction method accelerates the release and diffusion of soluble substances, 
features low solvent and energy consumption and does not require high tem-
peratures [157]. In the bull thistle extracts obtained by ultrasonic extraction, 
the highest content of chlorogenic acid was determined after 15 min (7.31 ± 
0.37 mg/g), and apigenin-7-O-glucoside – after 30 min (7.60 ± 0.38 mg/g) of 
extraction (Fig. 3.1.1.3). The determined contents of rutin, hyperoside, and 
isoquercitrin were 7.3–7.5 times lower and varied from 0.13 to 0.87 mg/g. 
The highest phenolic compound quantities were developed at the extraction 
duration of 30 min. Maceration is a simple extraction method. Its advantage 
is an extraction of temperature-sensitive compounds, the disadvantages – low 
efficiency and long compound extraction time [164]. The results of bull 
thistle raw material extraction by the maceration method are presented in 
Fig. 3.1.1.4. The highest contents of rutin (0.15 ± 0.03 mg/g), isoquercitrin 
(0.70 ± 0.07 mg/g), hyperoside (0.82 ± 0.09 mg/g) and chlorogenic acid 
(3.74 ± 0.13 mg/g) in the extracts were determined after 6 h of maceration. In 
contrast, for apigenin-7-O-glucoside, the maceration duration of 48 h was 
more effective (content 9.01 ± 0.45 mg/g). The extraction method of heating 
with a reflux condenser was used to increase the quantities of phenolic 
compounds extracted from bull thistle raw materials. The study showed that 
the C. vulgare extracts obtained using heating with a reflux condenser con-
tained up to 1.7 times higher contents of phenolic compounds than the ex-
tracts prepared using maceration and ultrasonic-assisted extraction methods. 
The heating with a reflux condenser extraction was performed at a 90 °C 
temperature, which may have resulted in more phenolic compounds than 
using ultrasonic- assisted and maceration extraction methods, which used 25–
30 °C temperatures. The analysis of the composition of the phenolic com-
pounds in the extracts produced by heating with a reflux condenser extraction 
determined such phenolic compound content: rutin – 0.24 ± 0.01 mg/g, hy-
peroside – 1.33 ± 0.07 mg/g, isoquercetin – 1.26 ± 0.06 mg/g, chlorogenic 
acid – 13.09 ± 0.66 mg/g and apigenin-7-O-glucoside – 9.92 ± 0.49 mg/g) 
(Fig. 3.1.1.5). Summarizing the results of the optimization studies on bull 
thistle sample extraction, it was determined that the highest contents of phe-
nolic compounds (apigenin-7-O-glucose, chlorogenic acid, rutin, hyperoside, 
isoquercetin) were obtained by extracting the bull thistle leaves samples with 
50% (v/v) ethanol at 90 °C for 1.5 h using a reflux condenser. This method 
was selected to prepare the extracts for further study. Similar results were 
obtained in another scientific study. Jang et al. studied the Cirsium japonicum 
plant raw material extracts and found that 70% (v/v) ethanol was the optimal 
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peratures [157]. In the bull thistle extracts obtained by ultrasonic extraction, 
the highest content of chlorogenic acid was determined after 15 min (7.31 ± 
0.37 mg/g), and apigenin-7-O-glucoside – after 30 min (7.60 ± 0.38 mg/g) of 
extraction (Fig. 3.1.1.3). The determined contents of rutin, hyperoside, and 
isoquercitrin were 7.3–7.5 times lower and varied from 0.13 to 0.87 mg/g. 
The highest phenolic compound quantities were developed at the extraction 
duration of 30 min. Maceration is a simple extraction method. Its advantage 
is an extraction of temperature-sensitive compounds, the disadvantages – low 
efficiency and long compound extraction time [164]. The results of bull 
thistle raw material extraction by the maceration method are presented in 
Fig. 3.1.1.4. The highest contents of rutin (0.15 ± 0.03 mg/g), isoquercitrin 
(0.70 ± 0.07 mg/g), hyperoside (0.82 ± 0.09 mg/g) and chlorogenic acid 
(3.74 ± 0.13 mg/g) in the extracts were determined after 6 h of maceration. In 
contrast, for apigenin-7-O-glucoside, the maceration duration of 48 h was 
more effective (content 9.01 ± 0.45 mg/g). The extraction method of heating 
with a reflux condenser was used to increase the quantities of phenolic 
compounds extracted from bull thistle raw materials. The study showed that 
the C. vulgare extracts obtained using heating with a reflux condenser con-
tained up to 1.7 times higher contents of phenolic compounds than the ex-
tracts prepared using maceration and ultrasonic-assisted extraction methods. 
The heating with a reflux condenser extraction was performed at a 90 °C 
temperature, which may have resulted in more phenolic compounds than 
using ultrasonic- assisted and maceration extraction methods, which used 25–
30 °C temperatures. The analysis of the composition of the phenolic com-
pounds in the extracts produced by heating with a reflux condenser extraction 
determined such phenolic compound content: rutin – 0.24 ± 0.01 mg/g, hy-
peroside – 1.33 ± 0.07 mg/g, isoquercetin – 1.26 ± 0.06 mg/g, chlorogenic 
acid – 13.09 ± 0.66 mg/g and apigenin-7-O-glucoside – 9.92 ± 0.49 mg/g) 
(Fig. 3.1.1.5). Summarizing the results of the optimization studies on bull 
thistle sample extraction, it was determined that the highest contents of phe-
nolic compounds (apigenin-7-O-glucose, chlorogenic acid, rutin, hyperoside, 
isoquercetin) were obtained by extracting the bull thistle leaves samples with 
50% (v/v) ethanol at 90 °C for 1.5 h using a reflux condenser. This method 
was selected to prepare the extracts for further study. Similar results were 
obtained in another scientific study. Jang et al. studied the Cirsium japonicum 
plant raw material extracts and found that 70% (v/v) ethanol was the optimal 
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solvent for the extraction of phenolic compounds, while higher temperatures 
(85–95 °C) and heating with a reflux condenser increased the yield of 
released bioactive substances [165]. These results are consistent with the 
conditions used in our work – the use of higher temperatures in reflux extra-
ction for the extraction of phenolic compounds has proven to be an effective 
method for increasing the quantity of biologically active compounds. 

Validating the HPLC methodology to determine phenolic com-
pounds in the extracts of C. vulgare raw materials. This study performed 
the validation of the HPLC methodology to determine phenolic compounds 
in the extracts of C. vulgare plant raw materials. The validation of the 
methodology was performed according to the European Medicines Agency’s 
(EMA) International Council’s for Harmonization ICH Q2(R2) guidelines, 
evaluating the following parameters: detection limit, quantification limit, 
linearity including concentration limits (R2), precision (repeatability and 
intermediate precision) [157]. The validation data are presented in Table 
3.1.2.1. The study identified eleven compounds in the bull thistle extracts, 
with their respective retention times: 9.53 min – neochlorogenic acid, 
11.94 min – chlorogenic acid, 12.41 min – 4-O-ferulic acid, 14.09 min – 
caffeic acid, 20.04 min – p-coumaric acid, 22.65 min – trans-ferulic acid, 
23.61 min – hyperoside, 24.51 min – isoquercitrin, 34.51 min – apigenin-7-
O-glucoside, 43.78 min – luteolin, 47.79 min – apigenin (Fig. 3.1.2.1). The 
study determined that the linearity limits of the detected compounds varied 
from 0.113 μg/mL to 176.7 μg/mL, covering all phenolic compound 
concentration contents determined during the study. The detection limits of 
all studied phenolic compounds were determined at a signal-to-noise ratio of 
3:1, and the quantification limits – at a signal-to-noise ratio of 10:1 [157]. 
The detection limits of all analytes used in the study varied from 0.03 μg/mL 
to 0.345 μg/mL, and the quantification limits – from 0.078 μg/mL to 
1.104 μg/mL. The determination coefficient of all analytes was more than 
0.999, confirming the HPLC methodology’s linearity. The robustness of the 
method was assessed by varying some of the analytical parameters: column 
temperature ± 2 °C and mobile phase ratio ± 2% (v/v). It was found that these 
changes did not significantly affect the retention times, shapes or intensities 
of the peaks. The quantitative results for all compounds remained consistent, 
and the coefficient of variation did not exceed 2%, therefore the HPLC 
method is considered robust to changes in analytical conditions. The 
precision was assessed by determining repeatability and intermediate 
precision estimates. The coefficient of variation for all identified compounds 
does not exceed 1.02% [157]. The results of the HPLC methodology 
suitability confirmed that the selected chromatographic parameters were 
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suitable for the evaluation of the qualitative and quantitative composition of 
phenolic compounds in bull thistle extracts. The validated HPLC methodo-
logy was applied for further qualitative and quantitative analysis of phenolic 
compounds, ensuring accurate and reliable results that meet the specified 
parameters [166]. 

Determining phenolic compounds’ qualitative and quantitative com-
position in the C. vulgare plant extracts raw material. The concentration 
and accumulation patterns of phenolic compounds in larger plant parts and 
organs depend on the growth and life cycle of the plant [167]. It was relevant 
to determine the accumulation patterns of phenolic compounds in the bull 
thistle plant raw materials to evaluate the changes in the contents and 
qualitative profiles of compounds during plant development (at different 
phenological stages). This study evaluated the changes in the qualitative and 
quantitative composition of phenolic compounds in the C. vulgare plant raw 
materials (leaves, inflorescences and roots) collected over a two-year period 
(2021–2022) at the phenological stage from the dormancy end to seed 
maturity. The total content of phenolic compounds determined in the bull 
thistle plant raw materials collected in the designated years differed signi-
ficantly (p < 0.05). In the bull thistle raw materials collected in 2021, the 
highest total contents of phenolic compounds were found in the C. vulgare 
samples collected at the end of their dormancy stage (05.23), during butoni-
zation (07.04) and mass flowering (08.01) (p < 0.05) (Fig. 3.1.3.1). Accor-
ding to the data of the Lithuanian Hydrometeorological Service, at the end of 
the dormancy period (05.23), the air temperature in Šiauliai County during 
the week before and on the day of sample collection ranged from 6.6 to 
17.6 °C, relative humidity from 44 to 90%, and precipitation from 0.0 to 
2.1 mm. During budding (07.04), environmental conditions were warmer - 
the air temperature reached 14.5–26.5 °C, relative humidity from 44–99%, 
and no precipitation was recorded. During the mass flowering period (08.01), 
the air temperature ranged from 13.2 to 30.7 °C, relative humidity from 32 to 
76%, and precipitation from 0.0 to 5.3 mm.  

The samples of bull thistle raw materials collected in 2022, at the 
beginning of plant flowering (07.18) and during mass flowering (08.01) 
stages (p < 0.05) accumulated the largest contents of phenolic compounds 
The total phenolic compounds’ content of determined at the phenological 
stages of the 2021 and 2022 bull thistle raw material samples varied from 
71.87 mg/g to 324.16 mg/g and from 99.36 to 326.57 mg/g, respectively. 
When assessing the influence of weather conditions on the content of 
phytochemical compounds, it was found that at the beginning of flowering 
(07.18) the ambient temperature ranged from 10.6 to 22.2 °C, relative 
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the dormancy period (05.23), the air temperature in Šiauliai County during 
the week before and on the day of sample collection ranged from 6.6 to 
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the air temperature reached 14.5–26.5 °C, relative humidity from 44–99%, 
and no precipitation was recorded. During the mass flowering period (08.01), 
the air temperature ranged from 13.2 to 30.7 °C, relative humidity from 32 to 
76%, and precipitation from 0.0 to 5.3 mm.  

The samples of bull thistle raw materials collected in 2022, at the 
beginning of plant flowering (07.18) and during mass flowering (08.01) 
stages (p < 0.05) accumulated the largest contents of phenolic compounds 
The total phenolic compounds’ content of determined at the phenological 
stages of the 2021 and 2022 bull thistle raw material samples varied from 
71.87 mg/g to 324.16 mg/g and from 99.36 to 326.57 mg/g, respectively. 
When assessing the influence of weather conditions on the content of 
phytochemical compounds, it was found that at the beginning of flowering 
(07.18) the ambient temperature ranged from 10.6 to 22.2 °C, relative 
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humidity from 50 to 97%, and precipitation from 0.0 to 5.5 mm. During mass 
flowering (08.01), the air temperature ranged from 8.4 to 22.8 °C, relative 
humidity from 49 to 97%, and precipitation from 0.0 to 12.4 mm.  

Nazaruk et al. found higher levels of phenolic compounds in the metha-
nolic extracts of C. vulgare leaves and inflorescences, which were prepared 
from plant raw materials collected during the mass flowering phenological 
stage from late June to early August [168]. The total amount of phenolic 
compounds, as well as the concentrations of individual compounds – such as 
chlorogenic acid – in the raw material of the bull thistle plant, varied 
significantly depending on the growth phase and meteorological conditions. 
The highest amounts of phenolic compounds were recorded during periods 
of intensive biosynthetic activity of the plant – at the end of the dormant 
period, during flowering and mass regrowth. These data indicate that the 
phenological stage is an important factor that must be considered in order to 
optimize the time of collection of the raw material of the plant in order to 
obtain the maximum amounts of phenolic compounds. 

Applying the validated HPLC methodology, this study identified and 
quantitatively evaluated eleven phenolic compounds in the extracts of C. 
vulgare plant raw materials. The most significant proportion of the identified 
compounds in the bull thistle raw materials were chlorogenic acid (44.90%) 
and apigenin-7-O-glucoside (41.48%). The content of other identified pheno-
lic compounds in the C. vulgare raw materials constituted a small part of the 
total content of phenolic compounds: isoquercitrin (3.16%), hyperoside 
(2.32%), apigenin (1.20%), p-coumaric acid (1.07%), neochlorogenic acid 
(0.62%), 4-O-caffeoylquinic acid (0.46%), caffeic acid (0.32%), trans-ferulic 
acid (0.21%), luteolin (0.21%). Vegetation stages significantly influenced the 
quantitative composition of phenolic compounds in the leaves, inflore-
scences, and roots of bull thistle (p < 0.05) [168].  

The changes in chlorogenic acid content in the bull thistle raw materials 
collected at different phenological stages over a two-year period are presented 
in Fig. 3.1.3.2. The highest chlorogenic acid contents of 146.28 ± 0.13 mg/g 
and 140.15 ± 0.14 mg/g were found in the raw materials of C. vulgare leaves 
collected at the end of the dormancy stage in 2021 and during mass regrowth 
in 2021, respectively (p < 0.05). In the raw materials of C. vulgare leaves 
collected during the dormancy period and mass regrowth in 2021, signifi-
cantly bigger quantities of chlorogenic acid (146.28–81.08 mg/g) were deter-
mined compared to the quantities of chlorogenic acid determined in the raw 
materials of roots (27.47–16.68 mg/g) during the same period (p < 0.05). 
When analyzing the patterns of chlorogenic acid accumulation in the raw 
materials of bull thistle inflorescences, it was detected that the inflorescences 
collected at the phenological stage of the beginning of flowering in 2021 and 
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2022 (07.18) accumulated the highest amounts of chlorogenic acid, 58.02 ± 
0.41 mg/g and 64.08 ± 0.23 mg/g, respectively. The highest chlorogenic acid 
content was found in the roots raw materials of the plant collected at the end 
of the phenological dormancy period 2022 on 05.09 (31.71 ± 0.11 mg/g). 

The changes in the content of apigenin-7-O-glucoside in the bull thistle 
raw materials collected at different phenological stages over a two-year 
period are presented in Fig. 3.1.3.3. In the samples of C. vulgare leaves raw 
materials collected at different phenological stages in 2021 and 2022, the con-
tent of apigenin-7-O-glucoside (14.05–146.81 mg/g in 2021, 24.61–147.96 
mg/g in 2022) was higher than the contents in the C. vulgare inflorescences 
(16.05–76.30 mg/g in 2021 and 0.18–147.32 mg/g in 2022) and roots (0.37–
1.15 mg/g in 2021 and 0.75–4.95 mg/g in 2022). The study found that the 
largest apigenin-7-O-glucoside content of 147.96 ± 0.34 mg/g was determi-
ned in the C. vulgare leaves raw material samples collected in 2022 during a 
mass flowering phenological stage (08.01), which was not statistically signi-
ficantly different from the apigenin-7-O-glucoside content of 146.81 ± 
0.31 mg/g found the in the C. vulgare leaves samples from the 2021 raw 
materials collected during the butonization phenological stage (07.04). The 
highest apigenin-7-O-glucoside content determined in the inflorescences 
samples collected in 2021 during the butonization phenological stage was 
76.30 ± 0.31 mg/g (p < 0.05). The highest content of apigenin-7-O-glucoside 
in the bull thistle roots’ raw material samples was found in roots collected 
during the mass regrowth phase in 2022 (content – 4.48 ± 0.03 mg/g). 
Compared to other plants of the Asteraceae family, the amount of apigenin-
7-O-glucoside found in C. vulgare leaves is significantly higher. The amount 
of this flavonoid in Achillea millefolium flowers is about 10–15 times lower, 
and the concentration of apigenin-7-O-glucoside in Calendula officinalis 
flowers is about 5–8 times lower than the amounts found in C. vulgare leaves 
[169–171]. These data demonstrate that C. vulgare may be a valuable natural 
source of apigenin-7-O-glucoside, especially when the raw material is 
collected during the phenological stages of budding and mass flowering. 

 The changes in the isoquercitrin content in raw plant materials of bull 
thistle collected at different phenological stages in 2021 and 2022 are 
presented in Fig. 3.1.3.4. The raw materials of C. vulgare leaves collected in 
2021 during the dormancy (05.09, 05.23) and mass regrowth (06.06) periods 
showed significantly higher amounts of isoquercitrin (16.197–14.162 mg/g) 
compared to the amounts of isoquercitrin found in the raw materials of roots 
(0.240–0.08 mg/g) during the same period (p < 0.05). In the raw materials of 
the C. vulgare leaves collected in 2021, there were statistically higher 
amounts of the phenolic compound isoquercitrin compared to the amounts of 
isoquercitrin found in the raw material of the plant leaves collected in 2022 
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(p < 0.05). In the raw material of C. vulgare roots, the highest isoquercitrin 
content of 4.39 ± 0.04 mg/g was detected in the roots raw material samples 
collected during the phenological stage of mass flowering in 2021 (08.15). 
No isoquercitrin was detected in the raw material samples of C. vulgare roots 
collected in 2022. When comparing the amounts of isoquercitrin detected in 
the raw materials of inflorescences, it was found that the highest isoquercitrin 
amount of 2.49 ± 0.01 mg/g was determined in the raw material samples of 
C. vulgare inflorescences collected in 2022 in the phenological phase of mass 
flowering (08.01) (p < 0.05). The changes in the hyperoside amount in the 
raw material of bull thistle collected at different phenological stages in 2021 
and 2022 are presented in Fig. 3.1.3.5. During the study, hyperoside was 
detected in the plant raw materials of C. vulgare leaves and inflorescences. 
In contrast, hyperoside was not found in the plant raw materials of C. vulgare 
roots. The amount of hyperoside detected in the plant raw materials of 
C. vulgare leaves collected in 2021 at different phenological periods was 
higher (12.37–0.80 mg/g) compared to the amount of hyperoside (5.58–
1.37 mg/g) detected in the plant raw materials of C. vulgare leaves collected 
in 2022 at different phenological stages. The highest hyperoside content of 
12.37 ± 0.07 mg/g was in the raw material samples of bull thistle leaves 
collected in the phenological stage of butonization in 2021 (07.04), which 
was not statistically significantly different from the content of 11.09 ± 
0.09 mg/g found in the raw material samples of bull thistle leaves collected 
in the period of mass regrowth in 2021 (06.20). When comparing the amounts 
of hyperoside in the plant raw materials of inflorescences, it was found that 
the highest hyperoside content of 2.17 ± 0.05 mg/g was in the plant raw 
materials of C. vulgare inflorescences collected in the phenological stage of 
butonization (07.04) in 2021 (p < 0.05). 

Considering the quantitative composition of phenolic compounds 
determined in the extracts of bull thistle plant raw material samples collected 
during plant phenological stages, the extracts with the highest content of phe-
nolic compounds were selected for the further studies of biological activity. 
The extracts prepared from the two-year (2021–2022) samples were studied: 
roots collected at the end of the phenological dormancy stage (04.11, 04.25, 
05.09), leaves – at the end of the phenological dormancy period (04.25), 
leaves – during the mass regrowth period (06.06), inflorescences – during the 
mass flowering stage (07.30), leaves – during the seed maturity stage (09.12), 
inflorescences – during the seed maturity stage (09.12), leaves – at the end of 
the phenological dormancy stage (04.25), leaves – at the end of the phenolo-
gical dormancy period (05.23), leaves – during the mass regrowth period 
(06.06). 
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Determination of the qualitative and quantitative composition 
of amino acids in the C. vulgare plant raw material extracts 
using the GC–MS method 
Validating the GC–MS method for determining amino acids in the 

extracts of C. vulgare plant raw materials. Determining amino acids in 
plants, such as C. vulgare, is essential in order to evaluate their nutritional 
value and potential as an alternative source of protein. The analysis of the 
phytochemical composition of bull thistle raw materials showed that the plant 
accumulated free amino acids. Some of them are essential amino acids; 
others – non-essential. Both non-essential and essential amino acids are 
critical in the body’s metabolic processes. The essential amino acids, such as 
leucine, isoleucine, lysine, methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan, 
and valine, are necessary for protein synthesis, enzyme and hormone produc-
tion, as well as for the activity of the immune system. The body does not 
produce these amino acids; therefore, they must be obtained from food or 
additional food additives. The amino acids identified in the C. vulgare plant 
raw materials support the potential use of this raw material in both human 
and animal nutrition, contributing to ensuring a balanced and complete diet. 
Developing and validating methodologies that meet modern scientific 
progress is crucial to accurately evaluate the amino acid composition of the 
C. vulgare raw materials under study. This study validated the GC–MS 
methodology with a derivatization step for determining amino acids in the 
C. vulgare plant raw material extracts. The methodology was validated 
according to the EMA ICH Q2(R2) guidelines, evaluating the following para-
meters: specificity, linearity, accuracy (repeatability and intermediate preci-
sion), detection, and determination limits. The specificity was evaluated by 
the retention times and mass spectra of the chromatographic peaks of the 
analytes, complying with the requirements of the ICH guidelines [157, 172]. 
The validation process using the developed methodology was performed 
using 16 amino acids: alanine, glycine, cysteine, valine, leucine, isoleucine, 
methionine, proline, serine, tyrosine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic 
acid, lysine, histidine, and threonine. The analysis of accuracy showed that 
the repeatability and intermediate precision of the method remained stable 
with the variation coefficient not exceeding 1%, which ensured the reproduci-
bility of the methodology. The linearity analysis showed that the relationship 
between the peak areas of the calibration curves and the concentrations was 
linear in the 25–200 μg/mL concentration range. The determination coeffi-
cients (R2) were 0.986–0.999, which confirmed the method’s ability to accu-
rately determine the amounts of analytes. Each analyte’s detection and deter-
mination limits differed, but all remained low, not exceeding 2.400 μg/mL. 
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mination limits differed, but all remained low, not exceeding 2.400 μg/mL. 
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The accuracy was assessed by reproducibility percentages, which, depending 
on the analyte, ranged from 98.4% to 101.3%. For example, the reproduci-
bility of L-alanine was 99.4%, glycine was 100.0%, L-valine was 98.8%, and 
L-tyrosine was 100.5%. All of these results meet the accuracy criteria speci-
fied in the ICH Q2(R2) guidelines. The derivatization step was also analyzed 
during the robustness assessment, examining the sensitivity of the methodo-
logy to small changes in derivatization time, temperature, and reagent con-
centrations. The results obtained showed that these parameters did not signi-
ficantly affect the analytical data, therefore the derivatization step can be 
considered reliable. The developed GC–MS methodology meets the valida-
tion criteria and is suitable for both qualitative and quantitative amino acid 
analysis, ensuring high sensitivity, accuracy, and reliability. 

After analyzing the bull thistle extracts by the GC-MS method, the amino 
acids, detected and quantitatively evaluated in the C. vulgare plant raw ma-
terials, were the following: L-alanine, glycine, L-valine, L-leucine, isoleu-
cine, L-proline, L-methionine, L-serine, L-threonine, L-phenylalanine, L-
aspartic acid, L-glutamic acid, L-lysine, L-histidine and L-tyrosine (Fig. 
3.2.1.1). The analysis results showed that 15 amino acids were detected in the 
C. vulgare leaves extracts, 14 amino acids – in inflorescences extracts, and 
13 amino acids – in roots extracts.  

Ashirova et al. studied the Asteraceae family plants – Cichorium intybus 
L., Chamomilla recutita L., and Achillea millefolium L. The authors identified 
15 free amino acids in the plant raw materials of inflorescences: arginine, 
cysteine, lysine, tyrosine, histidine, phenylalanine, valine, proline, threonine, 
serine, alanine, and glycine [173]. Compared to other plants of the Asteraceae 
family, Cichorium intybus, Chamomilla recutita and Achillea millefolium, 
C. vulgare has a similar amino acid spectrum, but significant differences in 
their concentrations were found [174–176]. According to research, the most 
common amino acids found in C. intybus leaves extracts are arginine, 
cysteine, valine, alanine and glycine, and their amounts, especially in leaves 
and roots raw materials, are higher than in C. vulgare raw materials [176]. 
Meanwhile, A. millefolium and C. recutita also have a diverse amino acid 
profile, but their distribution in different parts of the plant (inflorescences, 
leaves or roots) is variable and usually lower than in C. vulgare raw materials 
[174, 175]. Considering the overall biochemical composition and 
phytochemical potential of the plant, C. vulgare can be considered a 
promising alternative protein source suitable for use in functional nutrition or 
in the production of plant-based supplements. 
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Determination of the qualitative and quantitative composition of 
amino acids in the C. vulgare plant raw material extracts. The study 
analyzed the changes in the qualitative and quantitative composition of amino 
acids in the bull thistle plant raw materials collected at different phenological 
stages, from mass regrowth to seed maturity, over the two-year period of 
2021–2022. The amino acid content in the C. vulgare plant raw material 
varied depending on a part of the plant (leaves, inflorescences, roots) and raw 
material collecting time (the influence of the plant phenological stages 
depending on the collection year). All data are presented in Fig. 3.2.2.1. All 
statistically significant differences obtained in the amino acid study are 
presented at the end of the dissertation, in the appendices section. 

After evaluating the differences in the qualitative composition of amino 
acids in the C. vulgare plant raw materials (leaves, inflorescences, roots), the 
highest qualitative diversity of amino acids was found in the plant leaves 
extracts (15 amino acids) (Fig. 3.2.2.1 A). The extracts of inflorescences con-
tained 14 amino acids (Fig. 3.2.2.1 B) and of roots – 13 amino acids 
(Fig. 3.2.2.1 C). In the samples of the C. vulgare leaves raw materials 
collected at different phenological stages in 2021 and 2022, the total amino 
acid content (0.01–12.28 mg/g (2021), 0.03–23.90 mg/g (2022)) was slightly 
higher than the amounts found in the plant raw materials of C. vulgare 
inflorescences (3.25–10.04 mg/g (2021), 0.30–14.20 mg/g (2022)) and roots 
(0.01–0.66 mg/g (2021), (0.77–3.15 mg/g (2022)). When comparing the 
changes in the amino acid content, the highest parameters (12.49 ± 
0.15 mg/g) were in the plant raw materials of C. vulgare collected in 2021 
during mass flowering stage (08.15) (p < 0.05). When comparing the changes 
in the amino acid content in the raw materials of the bull thistle plant leaves 
collected during the phenological stages in 2022, it was found that the 
accumulated amounts of total amino acids (23.91 ± 0.31 mg/g) were the 
highest (p < 0.05) in the raw materials of the leaves collected during the mass 
regrowth period (06.20) (Fig. 3.2.2.1 A). The primary amino acids identified 
in the raw materials of the plant leaves collected during the mass regrowth 
stage (06.20) were L-glutamic acid (3.78 ± 0.06 mg/g), L-lysine (2.89 ± 
0.04 mg/g) and L-aspartic acid (2.68 ± 0.04 mg/g). They accounted for 
39.11% of the total quantity of amino acids. 

After evaluating the qualitative and quantitative composition of accu-
mulated amino acids in the plant’s inflorescences, it was found that there was 
no histidine, which was detected in the extracts of leaves. Comparing the 
changes in the amino acid contents in the C. vulgare inflorescences raw mate-
rials collected during the phenological stages in 2021 and 2022, it was found 
that the biggest total amino acid quantities (10.04 ± 0.19 mg/g and 14.20 ± 
0.19 mg/g and 14.20 ± 0.12 mg/g) were found in the collected samples of raw 
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plant materials at the stages of butonization and the beginning of flowering. 
In the inflorescences raw materials collected in 2022 at the butonization 
phenological stage (07.04), the total amino acid content was two times higher 
than the total amino acid content in the inflorescences raw materials collected 
in 2021 at the same period. The primary amino acids that predominated in the 
inflorescences raw materials collected at the butonization period in 2022 
(07.04) were L-glutamic acid (2.61 ± 0.05 mg/g) and L-aspartic acid (3.04 ± 
0.07 mg/g). They accounted for 39.8% of the total amino acids determined 
(Fig 3.2.2.1 B). Tylei et al. studied C. japonicum and also found that after 
quantitatively examining the composition of the plant's inflorescences, the 
amino acid amount in them was higher than in the raw materials from other 
plant parts [177]. The plant roots contained the lowest levels of amino acids, 
and the qualitative composition analysis did not determine two amino acids, 
L-histidine and L-lysine, detected in the leaves extracts (Fig. 3.2.2.1 C). The 
evaluation of amino acid quantities in the raw plant materials of C. vulgare 
roots collected in 2021 during the phenological stages, showed that the 
highest total amount of amino acids 0.66 ± 0.07 mg/g was detected in the raw 
materials of roots collected at the end of flowering (08.29). At the end of 
flowering (08.29), the two amino acids, L-alanine (31.48%) and L-proline 
(54.84%), predominated in the raw materials of C. vulgare roots collected at 
the end of flowering (08.29). The content of amino acids in the raw materials 
of C. vulgare roots collected in 2022 during the phenological stages was 
determined, and the highest total amino acid content of 3.15 ± 0.16 mg/g was 
in the root raw materials collected during the phenological stage of mass 
flowering (08.01). The primary amino acids that predominated in the raw 
materials of roots collected in 2022 during the period of mass flowering 
(08.01) were L-glutamic acid (0.57 ± 0.01 mg/g) and aspartic acid (0.54 ± 
0.01 mg/g). They accounted for 35.37% of the determined total amino acid 
content (Fig. 3.2.2.1 C).  

According to research data, the most commonly found amino acids in 
C. intybus leaves extracts are arginine, cysteine, valine, alanine, and glycine, 
with their levels – especially in leaves and roots raw materials – being higher 
than those found in C. vulgare [176]. Meanwhile, A. millefolium and 
C. recutita also present a diverse amino acid profile, but the distribution 
across different plant parts (inflorescences, leaves, or roots) is variable and 
generally lower than in C. vulgare raw material [174, 175]. Although the 
amino acid content in C. vulgare is, in some cases, lower than in the afore-
mentioned plants, it stands out due to its unique amino acid composition, 
which may complement the nutritional value of other Asteraceae family 
plants  
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The detailed analysis of amino acids revealed that the composition, col-
lection year, and phenological stages of the C. vulgare raw materials (leaves, 
inflorescences, roots) were critical factors in determining the qualitative and 
quantitative composition of amino acids in the bull thistle plant raw materials. 
The evaluation of compound accumulation patterns showed that the quantity 
of amino acids in the inflorescences and roots collected in 2022 was bigger 
than that in the plant parts collected in 2021. The obtained study results 
provide new knowledge about the amino acid accumulation patterns in the C. 
vulgare plant raw materials. It is necessary to apply a validated analysis 
methodology and the appropriate preparation time for raw plant materials to 
ensure the production of high-quality raw materials with a detected content 
of amino acids. Such standardized raw materials may have prospects in the 
food industry as a natural source of amino acids, contributing to a balanced 
diet and the development of functional products. 

Study of the biological effects of bull thistle extracts 
Antioxidant activity study. The antioxidant activity study was con-

ducted using the CUPRAC method. The study used ethanolic bull thistle 
extracts prepared from the leaves, inflorescences, and roots of the plant. The 
extracts with the highest amounts of phenolic compounds and amino acids 
were used in the antioxidant activity study. The antioxidant activity study 
aimed to evaluate the antioxidant activity of extracts of different parts of the 
bull thistle plant (leaves, inflorescences, roots) by comparing the extracts 
prepared from the raw materials collected in 2021 and 2022 at identical 
phenological stages. The antioxidant activity data of bull thistle extracts, 
prepared from different plant raw materials collected in 2021 and 2022 at 
different phenological stages, evaluated by the CUPRAC method (µmol 
TE/g), are presented in Fig. 3.3.1.1. The extracts prepared from the leaves 
collected in 2021 characterized the strongest antioxidant effect. It was found 
that the most potent activity was observed in the bull thistle inflorescences 
extracts prepared from inflorescences raw materials collected in 2021. The 
determined antioxidant activity of inflorescences extracts was 1.48 times 
stronger than that of the bull thistle leaves extracts collected in 2022 and 2.24 
times stronger than that of the plant roots extracts collected in 2021 
(p < 0.05). The highest antioxidant activity (12938 µmol TE/g) was 
determined in the C. vulgare leaves extracts, the raw material of which was 
collected in 2021 at the end of the phenological dormancy stage. Demirtas et 
al. indicated that the crude C. arvense leaves extracts collected in June 
exhibited the most potent antioxidant activity when using the DPPH and 
FRAP methods [179]. When comparing the antioxidant activity of C. vulgare 
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extracts, a statistically significant difference was found between the extracts 
prepared from different parts of the plant in the second collection year (2022). 
It was found that the strongest activity was observed in the bull thistle roots 
extracts prepared from the roots raw materials collected in 2022. The 
antioxidant activity of the roots extracts was 1.4 times stronger than of bull 
thistle leaves extracts collected in 2022 and 2.24 times stronger than of 
inflorescences extracts collected during 2022 (p < 0.05). Yin et al. studied the 
antioxidant effect of C. japonicum roots extracts and found that methanol 
extracts had stronger free radical scavenging activity than aqueous extracts. 
The aqueous and methanolic extracts of C. japonicum roots exhibited 
concentration-dependent hydroxyl radical scavenging activity and reduced 
potency and metal complexation capacity [180]. Kim et al. identified six 
polyphenolic compounds (syringin, chlorogenic acid, 3,5-di-caffeoylquinic 
acid, 3'-hydroxycinnamic acid, and 3,4-dicaffeoylquinic acid) in 
C. japonicum extracts and confirmed the antioxidant effect of phenolic 
compounds accumulated in thistle plant [181]. The antioxidant activity of 
C. vulgare leaves extracts prepared from the first year of raw material 
collection (2021) was 2.16 times stronger than that of C. vulgare leaves 
extracts from the second year of raw material collection (2022) (p < 0.05). 
The highest level of antioxidant activity (5963 µmol TE/g) was observed in 
the raw material extracts of C. vulgare leaves collected during the end of the 
dormancy stage of the second year of collection (2022). The antioxidant 
activity of C. vulgare inflorescences extracts collected during the first year of 
collection (2021) was 2.76 times stronger than the antioxidant activity of C. 
vulgare inflorescences extracts collected during the second year of collection 
(2022) (p < 0.05). The strongest antioxidant activity (8331 µmol TE/g) was 
found in the raw material extracts of C. vulgare inflorescences from the first 
year of collection (2021) collected at the seed maturity phenological stage. 
Koryza and Nazaruk et al., studying the antioxidant properties of inflore-
scences and leaves of the Cirsium genus plants grown in northeastern Poland, 
found a positive correlation between the antioxidant effect of the extracts of 
these two raw materials and the total content of phenolic compounds in the 
extracts [56,168]. Kurç et al. found that the methanol extract of C. vulgare 
plant parts (roots, stems, leaves, and inflorescences) collected in June had the 
strongest antioxidant activity using the CUPRAC method, with a Trolox 
equivalent reducing capacity of 2.14 µmol TE/g and an EC50 value of 
18.5 µg/mL. The mentioned scientists also found that the same extract had 
the highest antioxidant activity when evaluated by FRAP (1436.6 µmol 
Fe2+/g extract), ABTS (1436.6 µmol Fe2+/g extract), and superoxide anion 
radical scavenging activity methods. Various antioxidant activity methods 
(FRAP, ABTS, CUPRAC) have shown that the ethanolic extracts of 
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C. arvense, compared with available standards, have a dose-dependent 
antioxidant activity [182]. Summarizing the results of the CUPRAC method 
for antioxidant activity, it can be stated that the strongest antioxidant activity 
was observed in the extracts made from plant leaves collected in the first year 
of collection (2021), during the phenological dormancy stage (05.09) 
(12938 µmol TE/g). The obtained data confirm that the year of growth and 
phenological stages of the bull thistle have a significant effect on the 
phytochemical profile and antioxidant activity, which reveals the importance 
of the raw material collection period in assessing the antioxidant properties 
of plants. 

Anticancer effect study. The anticancer effect of C. vulgare has not 
been extensively studied. The other authors’ studies on the Cirsium genus 
plants, such as C. japonicum, which accumulate chlorogenic acid and are 
resistant to oxidative stress, indicate the potential of these species in 
anticancer studies [104]. These data suggest that C. vulgare may also have a 
similar effect against oxidative stress, therefore further studies are necessary 
to confirm this hypothesis. After performing the analysis of the antioxidant 
activity of raw materials for two years (2021–2022), the extracts were selec-
ted for further studies based on the obtained antioxidant activity concentra-
tion, which are described in Table 3.3.2.1. The study analyzing the effect of 
fourteen dry C. vulgare extracts and chlorogenic acid on cell viability showed 
that all extracts affected the human colon adenocarcinoma cell line (HT–29) 
and the human gastric carcinoma cell line (KATO III). The U1 inflorescences 
extract showed the highest activity, most significantly inhibiting the viability 
of the KATO III cell line (EC50 0.19 ± 0.05 mg/mL). This extract also 
significantly reduced the viability of the HT–29 cell line (EC50 0.35 ± 0.08 
mg/mL). Accordingly, the U9 roots extract was the most effective in 
inhibiting the proliferation of HT–29 cells (EC50 0.29 ± 0.06 mg/mL) 
(Fig. 3.3.2.1). The leaves extracts 4L, 8L, 10L and 6L were the least active. 
These extracts had the highest chlorogenic acid content (65.47–156.28 mg/g) 
when compared with the data on chlorogenic acid content of all extracts. 
When comparing the raw material parts from which the extracts were made, 
the most substantial effect (EC50 from 0.29 ± 0.06 to 0.37 ± 0.08) on the HT–
29 (human colon adenocarcinoma) cell line was observed after exposing the 
cells to the extracts made from bull thistle roots. The effect against the 
viability of the HT–29 cell line was also distinguished by the extract U1, 
which was made from the plant inflorescences at the phenological stage of 
seed maturity. A tendency of roots extracts was observed – the roots raw 
materials collected during mass flowering (EC50 0.29 ± 0.06) (U9) and at the 
end of the phenological dormancy stage (EC50 0.32 ± 0.08) (U7), had a 
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substantial effect. Meanwhile, the viability of the KATO III cell line was most 
effectively inhibited by the extracts made from the inflorescences of the plant. 
The extracts prepared from the plant’s inflorescences, collected at the seed 
maturity phenological stage (U1), were particularly active, and showed the 
highest activity in suppressing the viability of this cell line. The HF cell line 
viability was most inhibited by the extracts U5 and U8, prepared from the 
plant roots. The raw materials for these extracts were collected at the end of 
the dormancy phenological stage. Gastric carcinoma cell lines, such as 
KATO III, are poorly sensitive due to their complex tumor microenvironment 
and resistance to chemotherapy, therefore, the results of this study are 
essential. The HT–29 cell model is known for its resistance to traditional 
treatment methods; therefore, evaluating the effect of U1 (inflorescences) and 
U9 (roots) extracts on these cell lines is important. This study’s results are 
consistent with other studies on the Cirsium genus plants [122, 183]. 
C. setidens, used in the East Asian medicine, exhibited selective cytotoxicity 
against human colon adenocarcinoma cancer cells [183]. Significant effects 
were observed in a study using extract concentrations of 100–250 μg/mL. The 
extracts at these concentrations induced apoptosis by activating caspases and 
modulating the Bcl-2 protein, which is crucial for cell survival [183]. The 
studies with C. japonicum showed that the extracts at 200–500 μg/mL, which 
contained high contents of active phenolic compounds, had cytotoxic effects 
on liver cancer (HepG2) and breast cancer (MCF–7) cell lines [122]. This 
effect was mainly attributed to flavonoids such as pectolinarin and apigenin, 
which act on specific cancer mechanisms [122, 184]. These concentrations 
are similar to those used in this study, in which the C. vulgare extracts, 
especially U1 (inflorescences) and U9 (roots), demonstrated a selective anti-
cancer effect. It shows that plant materials collected at specific growth stages 
may contain bioactive compounds characterized by the concentrations suffi-
cient to induce targeted cytotoxicity. In this study, the C. vulgare extracts U4 
(leaves), U5 (roots) and U10 (leaves) non-selectively inhibited the viability 
of human fibroblasts (HF) compared to KATO III and HT–29 cell lines (from 
0.9 to 1.2 times). Meanwhile, the C. vulgare extracts U1 (inflorescences), U6 
(roots), U7 (roots), U8 (roots), U9 (roots) had a lower effect on the viability 
of human fibroblast (HF) cells compared to KATO III and HT–29 cancer cell 
lines (1.48 to 3.79 times) allowing to conclude that the extracts U1 
(inflorescences), U6 (roots), U7 (roots), U8 (roots) and U9 (roots) are more 
selective for KATO III and HT–29 cell lines, compared to HF cells, and 
comparing them to the extracts U4 (leaves), U5 (roots) and U10 (leaves) 
(Fig. 3.3.2.1). 
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The chlorogenic acid effect on cell viability was also determined, as this 
substance was found in high amounts in all the extracts studied. The chloro-
genic acid content in these dry extracts ranged from 17.91 to 156.28 mg/g. 
However, no direct relationship was found between the chlorogenic acid 
content and its effect on the cell lines. The extracts with significantly higher 
activity against HT–29 and KATO III cell lines were observed to have 
relatively lower chlorogenic acid content. Chlorogenic acid was more potent 
in reducing the viability of HF cells than KATO III cancer cells and was also 
highly non-selective against cancer cell lines (Fig. 3.3.2.1). Chlorogenic acid, 
well known for its anticancer properties, was found in large quantities in the 
C. vulgare extracts. Chlorogenic acid concentrations as low as 100 μM have 
been associated with apoptosis induction, cell cycle arrest, and inhibited 
proliferation in cancer cells [185]. In HT–29 cells, chlorogenic acid at 50–
200 μM concentrations suppressed proliferation and induced apoptosis by 
modulating apoptosis-related proteins. This suggests that the chlorogenic 
acid-containing C. vulgare extracts may induce apoptosis similarly. The 
inflorescences extract (U1) contained a higher concentration of apigenin-7-
O-glucoside, reaching 27.62 mg/g, but this extract did not contain any signifi-
cant other bioactive compounds found in the roots extract (U9). The roots 
extract contained a lower concentration of apigenin-7-O-glucoside, 4.48 mg/g, 
but several additional bioactive compounds were identified, including 
coumarin (5.39 mg/g), neochlorogenic acid (1.22 mg/g), and caffeic acid 
(2.13 mg/g). Considering their possible synergistic effects, these identified 
compounds in the roots extract show a broader spectrum of potential 
antioxidant and anti-inflammatory properties than the inflorescences extract. 
Considering that the most active extracts, U1 (inflorescences) and U9 (roots), 
contained high levels of chlorogenic acid and apigenin-7-O-glucoside, these 
results confirm their cytotoxic efficacy and a possible mechanism through 
mitochondrial apoptosis pathways, which is particularly important in the 
treatment of human colon adenocarcinoma and gastric carcinoma. 

After studying the effect of bull thistle extracts on cell viability, the most 
active extracts – U1 (inflorescences), U6 (roots), U7 (roots), U8 (roots) and 
U9 (roots) – were selected to study further. The extract effect on the HT–29 
cancer cell migration was evaluated applying the “wound healing” method 
using the concentrations of 0.1 mg/mL and 0.2 mg/mL. The “wound healing” 
test, evaluating cell migration as an indicator of metastatic potential, showed 
that the roots extract U7 most strongly inhibited the migration of HT–29 cells 
(p < 0.05) compared to the control samples. Even after 36 h, at a concentra-
tion of 0.2 mg/mL, the “wound” remained unhealed, and the “wound” area 
exceeded the control indicator by more than 15% (Fig. 3.3.2.2). This finding 
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is significant given the strong migration of HT–29 cells associated with meta-
static progression. Similar anti-migratory effects at similar concentrations 
have been observed in the studies of other Cirsium genus species. C. japoni-
cum inhibited the migration of breast cancer cells (MCF–7) at concentrations 
of 100–300 μg/mL, where the bioactive compounds affected cell motility by 
altering cytoskeletal dynamics and downregulating the expression of matrix 
metalloproteinases (MMPs), which are vital for metastasis [184, 186]. It 
allows presuming that the C. vulgare bioactive compounds, such as chloro-
genic acid and apigenin derivatives, depending on concentration, may inhibit 
migration, possibly by affecting cell motility, altering cytoskeletal dynamics, 
or downregulating the expression of matrix metalloproteinases (MMPs). The 
extracts U1 (inflorescences), U6 (roots), and U8 (roots) showed similar 
effects on the HT–29 cell line in a 2D migration model at 0.2 mg/mL and 
0.1 mg/mL concentrations. They statistically significantly reduced the 
“wound” area after 24 h compared to the control samples. The “wound” area 
of cancer cells after 24 h remained unhealed and exceeded 45%. The test 
sample results showed that, compared to the control sample results, the 
“wound” size remained more visible in the test groups even after 36 h at a 
concentration of 0.2 mg/mL. The chlorogenic acid impact on cell migration 
was established in other cancer cell models, where it showed a similar effect 
[185]. According to the existing studies, 50–150 μM concentrations 
effectively reduce the MMP expression and alter actin dynamics, reducing 
migration in gastric and human colon adenocarcinoma cells [175]. The 
observed anti-migratory effect of C. vulgare extracts is likely related to the 
chlorogenic acid and flavonoid compound properties to modulate cell 
motility pathways. This highlights the significance of these compounds in 
strategies aimed at inhibiting the spread of metastases. 

A 3D spheroid model, replicating in vivo tumor microenvironment, re-
vealed the significant C. vulgare extract impact on reducing spheroid growth 
and viability. It is known that evaluating the impact of a compound solely 
based on changes in spheroid size is not entirely accurate, as this may not 
directly correlate with cell viability within the spheroids [187]. This study 
evaluated the C. vulgare extract impact on HT–29 spheroid growth and 
viability using the WST-1 methodology (Fig. 3.3.2.3). KATO III cells did not 
form spheroids; therefore, this cell line was not used to evaluate the activity 
of the extracts in 3D cultures. The HT–29 spheroids comprised tumor cells 
and fibroblasts (HF) in a 1:1 ratio to replicate an actual tumor microenviron-
ment better. This approach considers the presence of connective tissue in 
tumors, which plays a crucial role in tumor growth and metastasis. At the 
beginning of the experiment, the spheroids’ diameter was 300–350 μm 
(Fig. 3.3.2.3 A). The HT–29 spheroids treated with the extract U1 prepared 
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from the plant inflorescences showed a significant reduction in size and via-
bility after 8 days, with the spheroid diameter decreasing to 584.1–641.2 μm 
compared to the control samples (643–690.1 μm, p < 0.05) (Fig. 3.3.2.3 C). 
These study results are consistent with the findings of the studies conducted 
with C. japonicum, where the extracts containing 250–500 μg/mL flavonoids 
suppressed the growth of HepG2 liver cancer spheroids by inducing apoptosis 
and inhibiting cell proliferation [122]. Given the similar effective concentra-
tions, it can be stated that the C. vulgare extracts may also impact cancer cell 
viability through apoptosis and anti-proliferative pathways, due to the active 
compounds, chlorogenic acid and other flavonoids, in the extracts which in-
terfere with signaling pathways required for tumor growth. This study 
showed that the extracts U1 (inflorescences) and U8 (roots) reduced spheroid 
viability by 77.9% and 81.5%, respectively (Fig. 3.3.2.3 B). This decrease in 
viability is consistent with the studies of chlorogenic acid on HT–29 cell line 
spheroid models, where the concentrations of 500 μM and higher induce 
oxidative stress, activate caspase pathways, and interfere with cell survival 
signals in solid tumor models [113]. The activity observed in the U1 (inflo-
rescences) and U8 (roots) treated spheroids shows that these extracts can 
circumvent the resistance that often occurs in tumor spheroids due to their 
hypoxic and nutrient-deficient environment. The presence of fibroblasts in 
this 3D model allowed cancer cells to interact with connective tissue compo-
nents critical for cancer progression. The previous studies with C. setidens 
found that plant flavonoids could modulate the interaction between cancer 
cells and connective tissue, reducing fibroblast-mediated tumor effects [188]. 
It shows that the C. vulgare extracts can also interact in the tumor microenvi-
ronment, inhibiting both cancer cell growth and the supporting role of 
connective tissue, thus highlighting their potential in complex cancer models. 

Antimicrobial effect study. Antimicrobial effect was determined by 
studying the impact of bull thistle ethanolic and dry extracts on bacterial 
cultures. The study included nine bacterial cultures: standard cultures of non-
spore-forming bacteria S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, K. pneu-
moniae, P. aeruginosa and P. vulgaris, standard spore-forming bacterial 
culture – B. cereus and etalon yeast culture – C. albicans. The raw material 
extracts used to determine the antimicrobial effect of bull thistle are presented 
in Table 3.3.3.1. The data on the effect of the bacterial cultures and the 
extracts used in the study are presented in Tables 3.3.3.2 and 3.3.3.3. The 
ethanolic extracts, which were added in 1 mL in 5 mL agar medium with 
cultivated and prepared cultures, were mainly active against C. albicans 
(leaves extracts UL11, UL12, with MIC 8.35 mg/mL), gram-negative 
P. vulgaris (leaves extracts UL11, UL12 with MIC 8.35 mg/mL) and gram-



117
 

116 

from the plant inflorescences showed a significant reduction in size and via-
bility after 8 days, with the spheroid diameter decreasing to 584.1–641.2 μm 
compared to the control samples (643–690.1 μm, p < 0.05) (Fig. 3.3.2.3 C). 
These study results are consistent with the findings of the studies conducted 
with C. japonicum, where the extracts containing 250–500 μg/mL flavonoids 
suppressed the growth of HepG2 liver cancer spheroids by inducing apoptosis 
and inhibiting cell proliferation [122]. Given the similar effective concentra-
tions, it can be stated that the C. vulgare extracts may also impact cancer cell 
viability through apoptosis and anti-proliferative pathways, due to the active 
compounds, chlorogenic acid and other flavonoids, in the extracts which in-
terfere with signaling pathways required for tumor growth. This study 
showed that the extracts U1 (inflorescences) and U8 (roots) reduced spheroid 
viability by 77.9% and 81.5%, respectively (Fig. 3.3.2.3 B). This decrease in 
viability is consistent with the studies of chlorogenic acid on HT–29 cell line 
spheroid models, where the concentrations of 500 μM and higher induce 
oxidative stress, activate caspase pathways, and interfere with cell survival 
signals in solid tumor models [113]. The activity observed in the U1 (inflo-
rescences) and U8 (roots) treated spheroids shows that these extracts can 
circumvent the resistance that often occurs in tumor spheroids due to their 
hypoxic and nutrient-deficient environment. The presence of fibroblasts in 
this 3D model allowed cancer cells to interact with connective tissue compo-
nents critical for cancer progression. The previous studies with C. setidens 
found that plant flavonoids could modulate the interaction between cancer 
cells and connective tissue, reducing fibroblast-mediated tumor effects [188]. 
It shows that the C. vulgare extracts can also interact in the tumor microenvi-
ronment, inhibiting both cancer cell growth and the supporting role of 
connective tissue, thus highlighting their potential in complex cancer models. 

Antimicrobial effect study. Antimicrobial effect was determined by 
studying the impact of bull thistle ethanolic and dry extracts on bacterial 
cultures. The study included nine bacterial cultures: standard cultures of non-
spore-forming bacteria S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, K. pneu-
moniae, P. aeruginosa and P. vulgaris, standard spore-forming bacterial 
culture – B. cereus and etalon yeast culture – C. albicans. The raw material 
extracts used to determine the antimicrobial effect of bull thistle are presented 
in Table 3.3.3.1. The data on the effect of the bacterial cultures and the 
extracts used in the study are presented in Tables 3.3.3.2 and 3.3.3.3. The 
ethanolic extracts, which were added in 1 mL in 5 mL agar medium with 
cultivated and prepared cultures, were mainly active against C. albicans 
(leaves extracts UL11, UL12, with MIC 8.35 mg/mL), gram-negative 
P. vulgaris (leaves extracts UL11, UL12 with MIC 8.35 mg/mL) and gram-

 
117 

positive S. epidermidis (leaves extracts UL12, UL13, with MIC 8.35 mg/mL) 
cell cultures. The ethanolic extracts weakly impacted the cell lines of gram-
positive S. aureus (leaves extract UL13, with MIC 8.35 mg/mL) and gram-
negative P. aeruginosa (leaves extract UL10, with MIC 16.7 mg/mL). The 
ethanolic extracts of bull thistle had no impact on gram-positive E. faecalis 
and B. cereus and gram-negative E. coli and K. pneumonia cell cultures (Table 
3.3.3.2). Although Kabir et al. reported that chlorogenic acid has 
antimicrobial properties against E. coli cell cultures [189], in this study, this 
effect was not determined. The authors who investigated the inflorescences 
and leaves extracts of Cirsium genus plants – C. palustre, C. arvense, 
C. oleraceum, C. rivulare and C. vulgare – noted that the studied extracts 
exhibited a high antimicrobial activity with an MIC of 10 mg/mL, and that 
the chlorogenic acid concentration contents contidioned this effect [56, 57, 
190]. The studies described the flavonoid apigenin-7-O-glucoside extracted 
from the C. arvense whole herb, which, together with other flavonoids, 
caused antimicrobial effect against various studied gram-positive cell 
cultures [191]. In contrast to the ethanolic C. vulgare extracts, dry extracts 
had a stronger antimicrobial effect against the studied etalon bacterial cell 
cultures. The dry extract of the inflorescences UF demonstrated efficacy 
against gram-positive cell lines, including S. aureus (MIC 3 mg/mL), S. 
epidermidis (MIC 3 mg/mL), B. cereus (MIC 3 mg/mL) and P. vulgaris 
(MIC 5.567 mg/mL), when the concentration of used extracts in agar varried 
from 1 mL/5 mL to of 0.5 mL/5 mL. When using the extract in agar 
concentrations of 0.5 mL/5 mL and lower, no effect was detected against 
P. vulgaris. The bull thistle roots extract UR was active against the same 
reference bacterial culture lines of S. aureus, S. epidermidis, B. cereus and 
P. vulgaris. It was found that the UR extract of bull thistle roots, where the 
original roots extract was diluted 13.5 times, was more potent than the UF 
extract of bull thistle inflorescences (MIC 3 mg/mL) and was characterized 
by higher activity against gram-positive S. epidermidis (MIC 2.47 mg/mL) 
(Table 3.3.3). Kenny et al. found that the C. vulgare and ethanol-based water 
extracts had antimicrobial effects against S. aureus, B. cereus, E. coli and 
S. typhi cultures, whereas the dry inflorescences and leaves extracts studied 
in this study impacted the S. aureus and B. cereus cell cultures [192]. The 
findings of this study are consistent with those of Borawska et al., who 
studied the C. vulgare extracts and other Cirsium genus plants of the and 
indicated that dry inflorescences and leaves extracts had strong antibacterial 
effects against P. aeruginosa and S. aureus cell cultures [193]. Kurç et al., in 
their study, found that methanol, ethyl acetate, diethyl ether and hexane 
extracts of the whole C. vulgare plant parts (roots, stem, leaves and 
inflorescences) collected in June had antibacterial effects against S. aureus, 
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B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, P. miratybilis C. albicans, C. glabrata, 
C. parapsilosis, C. krusei, P. chrysogenum and A. fumigatus [13]. The stron-
gest antibacterial activity was found with ethyl acetate and diethyl ether 
extracts of C. vulgare. The strongest antifungal activity was found with 
hexane extracts. The methanol extract of C. vulgare has been shown to have 
antimicrobial activity against S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans [13]. 

A comparative study was conducted with known antimicrobial medicine 
(ampicillin, gentamicin, tetracycline, and ciprofloxacin), their effects on 
ethanolic cultures of microorganisms and their MIC values, comparing them 
with the MIC concentrations of bull thistle extracts against the same reference 
cell cultures (Table 3.3.3.4). The Cirsium genus plant's antibacterial activity 
is attributed to its phenolic acids. Phenolic hydroxyls can participate in metal 
complex reactions in bacteria, disrupting their nutrient uptake and causing 
antibiotic activity. Phenolic acids have antifungal properties, inhibiting ergo-
sterol synthesis, respiratory processes, succinate dehydrogenase (SDH), and 
NADH oxidase activity [194]. In the study, antibiotics – ampicillin, genta-
micin, tetracycline, and ciprofloxacin – had a more substantial antimicrobial 
effect according to the obtained MIC values compared to the MIC of the 
extracts used. However, in a search for new natural antimicrobial substances, 
further studies should aim to concentrate on the bull thistle extracts and re-
evaluate their potential antimicrobial effect. 
  



119
 

118 

B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, P. miratybilis C. albicans, C. glabrata, 
C. parapsilosis, C. krusei, P. chrysogenum and A. fumigatus [13]. The stron-
gest antibacterial activity was found with ethyl acetate and diethyl ether 
extracts of C. vulgare. The strongest antifungal activity was found with 
hexane extracts. The methanol extract of C. vulgare has been shown to have 
antimicrobial activity against S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans [13]. 

A comparative study was conducted with known antimicrobial medicine 
(ampicillin, gentamicin, tetracycline, and ciprofloxacin), their effects on 
ethanolic cultures of microorganisms and their MIC values, comparing them 
with the MIC concentrations of bull thistle extracts against the same reference 
cell cultures (Table 3.3.3.4). The Cirsium genus plant's antibacterial activity 
is attributed to its phenolic acids. Phenolic hydroxyls can participate in metal 
complex reactions in bacteria, disrupting their nutrient uptake and causing 
antibiotic activity. Phenolic acids have antifungal properties, inhibiting ergo-
sterol synthesis, respiratory processes, succinate dehydrogenase (SDH), and 
NADH oxidase activity [194]. In the study, antibiotics – ampicillin, genta-
micin, tetracycline, and ciprofloxacin – had a more substantial antimicrobial 
effect according to the obtained MIC values compared to the MIC of the 
extracts used. However, in a search for new natural antimicrobial substances, 
further studies should aim to concentrate on the bull thistle extracts and re-
evaluate their potential antimicrobial effect. 
  

 
119 

CONCLUSIONS 

1. The developed HPLC and GCC–MS methodologies for the analysis of 
phenolic compounds and amino acids in C. vulgare leaves, inflorescen-
ces, and roots raw materials demonstrate high accuracy, robustness, and 
sensitivity. The HPLC method shows reliable linearity (R2 > 0.999), low 
limits of detection and quantification, and high repeatability. The GC–
MS methodology is also confirmed to be precise and sensitive, with low 
detection limits and high reproducibility accuracy (98.4–101.3%). Both 
methods comply with the ICH Q2(R2) validation requirements and are 
suitable for the qualitative and quantitative determination of phenolic 
compounds and amino acids. 

2. The total content of phenolic compounds in bull thistle raw materials in 
samples of the first (2021) and second (2022) collection years varied 
from 71.87 to 324.16 mg/g and from 99.36 to 326.57 mg/g, respectively. 
Using the HPLC method, 11 phenolic compounds were identified and 
quantified, of which chlorogenic acid (44.90%) and apigenin-7-O-gluco-
side (41.48%) accounted for the most significant proportion of the total 
content of identified compounds. The highest chlorogenic acid content 
(146.28 ± 0.13 mg/g and 140.15 ± 0.14 mg/g) was determined in the 
leaves of the first year of collection (2021), collected at the end of the 
dormancy period (2021.05.23) and during the mass regrowth stage 
(2021.06.06) (p < 0.05). The highest apigenin-7-O-glucoside content 
(147.96 ± 0.34 mg/g) was determined in the leaves of the second year of 
collection (2022), at the mass flowering stage (08.01). 

3. The 15 free amino acids were found in leaves, 14 – in inflorescences, and 
13 – in roots. The highest amino acid content of 23.91 ± 0.31 mg/g was 
found in the C. vulgare leaves of the second year of raw material 
collection (2022), collected at the mass regrowth stage (06.20) 
(p < 0.05). The primary amino acids identified in leaves samples at this 
phenological stage were L-glutamic acid (3.78 ± 0.06 mg/g), L-lysine 
(2.89 ± 0.04 mg/g), and L-aspartic acid (2.68 ± 0.04 mg/g), accounting 
for 39.11% of the total amino acid content. 

4. It has been determined that the extracts of C. vulgare exhibit antioxidant, 
anticancer and antimicrobial properties. 
4.1. The highest antioxidant activity was observed in the C. vulgare 

leaves extracts from the first year (2021) of collection (12938 µmol 
TE/g), collected at the end of dormancy stage.  
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4.2. The inflorescences extract used in the anticancer effect study was 
prepared from the inflorescences collected in the first year (2021), 
at the stage of seed maturity, and inhibited the viability of KATO III 
(EC50 0.19 ± 0.05 mg/mL) and HT–29 (EC50 0.35 ± 0.08 mg/mL) 
cells most significantly. The U9 extract, obtained from the roots 
collected in the second year (2022) at the mass regrowth stage, was 
most effective in inhibiting HT–29 proliferation (EC50 0.29 ± 
0.06 mg/mL). The “wound healing” test showed that the extract U7 
(from the roots of the second year of collection (2022), collected at 
the end of the dormancy stage) most strongly reduced the HT–29 
cell migration (p < 0.05). Compared to the control group, the size of 
the “wound” remained more visible in the test groups even after 36 h 
at a 0.2 mg/mL concentration. The bull thistle inflorescences extract 
U1 from the first year of collection and the bull thistle roots extract 
U8 from the second year of collection, reduced the viability of 
spheroids to 77.9% and 81.5%, respectively.  

4.3. The dry extracts of plant inflorescences (UF) and plant roots (UR) 
inhibited the growth of gram-positive bacteria, especially S. aureus, 
S. epidermidis, B. cereus (MIC 3 mg/mL), and P. vulgaris (MIC 
5.567 mg/mL) cultures, more strongly than the ethanolic extracts. 
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PADĖKA 

Pirmiausia padėką noriu skirti savo darbo vadovui prof. Dr. Liudui Iva-
nauskui, kuris gebėjo pastūmėti kada reikia ir nespausti, kada laikas skirtas 
apmastymams. Taip pat, laboratorijos kolegai, didžiausiam pagalbininkui 
atliekant chromatografinius tyrimus, kuris juokaudamas pasižadėjo baigti 
kartu doktorantūrą, jei ir aš tam pasiryšiu – Mindaugui Marksai, bei žinoma 
jo nuostabiai žmonai Justei Marksienei, kuri visada buvo labai teisingas, ge-
rąją prasme tiesmukiškas žmogus, su ypatingai geru humoro jausmu. Di-
džiausia padėka „skrieja“ visais analizinės ir toksikologinės katedros koman-
dai. Žodis „komanda“ čia ne veltui paminėta. Tai komanda iš didžiosios „K“, 
kuri ne tik nepatingės perskaityti, patarti, bet ir nuteiks tam ko neišvengsi. 
„Visi turėjom šį džiaugsmą, dabar tavo eilė“ – pasakė gerbiama kolegė 
Augusta Ževžikovienė. Be viso to, labai dėkoju už palaikymą ir raminančius 
žodžius, nuo doktorantūros pradžios iki pat darbų pabaigos. Taip pat, be galo 
didelis ačiū profesorei Vilmai Petrikaitei, už jos indėlį į priešvėžinius tyri-
mus. Dar nuo magistro laikų, šis profesionalas man įdiegė didelius vertybi-
nius pamatus ir atsakingumo jausmą, kuris yra susijęs su mokslinių darbų 
atlikimu. Be galo dėkoju savo vyrui Simonui, mamai ir tėčiui, ir na žinoma 
vaikams, kurių egzistavimas leido doktorantūros ir disertacijos rašymo me-
tais, turėti gaivių, kasdienių akimirkų, leidžiančių atsikvėpti nuo disertacijos 
rengimo ir su tuo susijusių veiklų. Kas be ko, be galo dėkoju savo trečiojo 
straipsnio bendraautorei Justinai Dambrauskienei, už parodytą teisingą kelią 
rašant kokybišką straipsnį, už palaikymą ir visas teisingas pastabas, kurios 
padėjo pasiekti vienu metu jau atrodo nepasiekiamo rezultato. Na ir ačiū sau, 
kad reikia ar nereikia, imu ir darau. Trečias „vaikas“ jau tuoj atvyks į šį 
pasaulį. 
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