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SANTRAUKA

R. Mimaités magistro baigiamasis darbas ,,Pla¢ialapiy gysloc¢iy (Plantago major L.) lapy
fenoliniy junginiy kiekinés sudéties tyrimas”/ moksliné vadove dr. Kristina Gaivelyté; Lietuvos
sveikatos moksly universitetas, Farmacijos fakultetas, Farmakognozijos katedra.- Kaunas, 2017 (44
psl.).

Raktiniai  zodziai: Plantago, gyslotis, fenoliniai  junginiai, flavonoidai,
spektrofotometrija, antioksidantinis aktyvumas.

Tyrimo tikslas. Istirti skirtinguose Lietuvos rajonuose, natiiraliomis saglygomis auganciy,
placialapiy gyslociy lapy ekstraktuose esanciy fenoliniy junginiy kiekius ir jvertinti antioksidantinj
placialapiy gyslocCiy lapy ekstrakty aktyvuma.

Darbo uZdaviniai. Parinkti optimalias sglygas placialapiy gyslo¢iy lapy ekstrakty
gamybai. Nustatyti fenoliniy junginiy kiekine sudétj placialapiy gyslociy lapy, rinkty skirtinguose
Lietuvos rajonuose, ekstraktuose. Nustatyti bendrg flavonoidy ir 0-dihidroksicinamono riigsties dariniy
kieki placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktuose. Nustatyti placialapiy gysloCiy, auganciy skirtinguose
Lietuvos rajonuose, lapy ekstrakty antioksidantinj aktyvuma. Ivertinti koreliacinj ry$j, tarp placialapiy
gyslociy lapy ekstraktuose nustatyty fenoliniy junginiy kiekiy ir antioksidantiniy aktyvumy.

Tyrimo objektas. Skirtinguose Lietuvos rajonuose auganéiy placialapiy gyslociy lapai.

Tyrimo metodai. Bendras fenoliniy junginiy kiekis, bendras flavonoidy kiekis, bendras
o-dihidroksicinamono raigsties dariniy kiekis nustatyti atliekant spektrofotometrinj analizés metoda.
Spektrofotometrinu metodu su DPPH, ABTS, FRAP reagentais, nustatytas antioksidantinis aktyvumas.

Rezultatai ir iSvados. Didziausi fenoliniy junginiy kiekiai nustatyti ekstraktuose,
gamintuose su 50 proc. (v/v) etanoliu, vykdant ekstrakcijg ultragarso voneléje 20 min. Nustatyta, kad
fenoliniy junginiy, placialapiy gysloCiy lapuose, kiekiai jvairavo 36,95+0,27 - 65,14+0,47 mg/g,
flavonoidy 2,17 - 2,29 mg/g, o-dihidroksicinamono rugsties dariniy 18,94 - 23,40 mg/g ribose.
Daugiausiai fenoliniy junginiy nustatyta Kauno rajone, Mastai¢iy apylinkése rinkty 65,144+0,47 mg/g
placialapiy gyslociy lapuose, flavonoidy (2,29+0,03 mg/g) ir o-dihidroksicinamono riigsties dariniy
(23,40+0,27 mg/g) - Kupiskio rajone, Naiviy apylinkése rinkty placialapiy gyslo¢iy lapuose.
DidZiausias antioksidantinis aktyvumas, naudojant spektrofotometrinj ABTS (271,49+3,76 umol TE/g)
ir FRAP (307,78+3,55 umol TE/g) metodus, nustatytas Mastaiciy apylinkése rinktiems placialapiy
gyslociy lapams, naudojant spektrofotometrini DPPH metoda - Anyks¢iy rajone, Svédasy apylinkése
rinktiems placialapiy gysloCiy lapams 262,96+1,72 umol TE/g. Atlikus koreliacing analiz¢ nustatyta,
kad statistiSkai reikSminga labai stipri teigiama koreliacija yra tarp bendro fenoliniy junginiy kiekio ir

redukcinio aktyvumo.



SUMMARY

R. Mimaité. Analysis of Quantitative Composition of Phenolic Compounds in Leaves of
Broadleaf Plantain (Plantago major L.): Master’s thesis / supervisor dr. Kristina Gaivelyté;
Department of Pharmacognosy of the Faculty of Pharmacy in Lithuanian University of Health
Sciences. Kaunas, 2017. 44 p.

Key words: Plantago, plantain, phenolic compounds, flavonoids, spectrophotometry, antioxidant
activity.

The aim of the research: to analyse the amount of phenolic compounds in the extracts from
the leaves of the naturally growing broadleaf plantains from different regions of Lithuania and to
evaluate the antioxidant activity of the broadleaf plantain extracts.

Tasks of the research: to select the optimal conditions for the production of broadleaf
plantain extract. To determine the quantitative composition of phenolic compounds in the extracts of
broadleaf plantains picked in different regions of Lithuania. To determine the total amount of
flavonoids and o-dihydroxycinnamic acid derivatives in the extracts of broadleaf plantain. To identify
the antioxidant activity of the extract of broadleaf plantains picked in different regions of Lithuania. To
evaluate the correlative connection between the amount of phenolic compounds and the antioxidant
activity determined in the broadleaf plantain extracts.

The object. Leaves of the broadleaf plantain picked in different regions of Lithuania.

Research methods. The total amount of phenolic compounds, flavonoids and the amount of
o-dihydroxycinnamic acid derivatives were determined by applying a spectrophotometric method of
analysis. For determining the antioxidant activity the spectrophotometric method with DPPH, ABTS,
FRAP reagents were applied.

Results and conclusions. The largest amounts of phenolic compounds were determined in
the extracts produced with 50% (v/v) of ethanol in ultrasonic bath for 20 minutes. The amounts of
phenolic compounds in the broadleaf plantain leaves varied from 36.95+0.27 to 65.14+0.47 mg/g,
whereas the amount of flavonoids varied from 2.17 to 2.29 mg/g, and the amount of o-
dihydroxycinnamic acid derivatives ranged from 18.94 to 23.40 mg/g. The largest amount of phenolic
compounds was identified in the leaves of broadleaf plantains picked in the Kaunas region, i.e.
65.14+0.47 mg/g; the largest amount of flavonoids (2.29+0.03 mg/g) and o-dihydroxycinnamic acid
derivatives (23.40+0.27 mg/g) was determined in the leaves of broadleaf plantains picked in the
Kupiskis region. The largest antioxidant activity (by applying spectrophotometric ABTS (271,49+3,76
umol TE/g) and FRAP (307.78+3.55 umol TE/g) methods) was identified in the leaves of broadleaf
plantains picked in the Kaunas region and by applying spectrophotometric DPPH method — in the
leaves picked in AnykSciai region (262.96+1.72 pumol TE/g). The correlative analysis showed a
statistically significant strong positive correlation between the total amount of phenolic compounds
and reduction activity.



SANTRUMPQOS

ABTS- 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis)

CAMP- ciklinis adenozino monofosfatas

DPPH- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas

ESC- efektyvioji skysCiy chromatografija

FRAP- gelezies redukcijos antioksidantiné galia (angl. Ferric reducing antioxidant power)
ORAC- deguonies radikaly absorbcijos galia (angl. oxygen radical absorbance capacity)
ROS- reaktyviosios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

RP- ESC- atvirksciy faziy efektyvioji skys€iy chromatografija

TPTZ- 2,4,6-tripiridil-s-triazinas

UV- ultravioletiné spinduliuoté

UV/VIS- ultravioletiniy spinduliy- matoma spektroskopija (angl. ultraviolet- visible spectroscopy)
ZIV- zmogaus imunodeficito virusas

TE- Trolokso ekvivalentai



IVADAS

Augalai sintetina cheminius junginius, Kurie reikalingi biologinéms funkcijoms, tokioms
kaip augimas, reprodukcija, palaikyti, prisitaikyti prie nepalankiy aplinkos saglygy. Dauguma
vaistiniuose augaluose kaupiamy biologiskai aktyviy junginiy gali buti naudojami sveikatai gerinti,
padéti jvairiy ligy gydymui ar profilaktikai [33].

Vis daugiau zmoniy ieSko Siuolaikinei medicinai alternatyviy gydymo metody. [vairiose
Salyse odos ligos, ypac zaizdos, yra viena 1§ dazniausiy priezas¢iy, dél ko zmonés kreipiasi | gydytojus
[44]. Alternatyva Siuolaikinei medicinai, sintetiniams preparatams, gali buiti preparatai, kurie pagaminti
i$ augalinés kilmés zaliavy. Placialapiy gyslo¢iy (Plantago major L.) lapai - viena i$ augaliniy Zaliavy,
kurios ekstraktai gali padéti zaizdy, odos ligy gydymui. Placialapiy gysloCiy lapy ekstraktai turi ir
daugiau panaudojimo galimybiy - virSkinamojo trakto sutrikimy, kvépavimo taky ligy lengvinimui,
infekcijy slopinimui, pasizymi prieSuzdegiminiu, prieSnavikiniu aktyvumu ir daug kity poveikiy, kurie
yra zinomi dél naudojimo liaudies medicinoje [3, 66]. Platus panaudojimas maistui ir tradicingje
medicinoje, sukélé mokslininky susidoméjima, siekiant iSsiaiSkinti placialapiy gyslociy ekstrakty
veikimo mechanizmus ir pritaikyti juos terapiniam panaudojimui. Dauguma poveikiy dar néra
moksliskai patvirtinti, taciau atlickama vis daugiau tyrimy, kuriais siekiama moksliniais jrodymais
pagristi placialapiy gyslo¢iy ekstrakty panaudojimg medicinos praktikoje, iSsiaiSkinti veikimo
mechanizmus. Kai kurie gyslo€iy Zaliavy tradiciniai panaudojimai patvirtinti moksliniy tyrimy
duomenimis, nustatyti poveikj lemiantys biologiskai aktyviis junginiai, taiau veikimo mechanizmai
nezinomi [44].

Norint naudoti vaistiniy augaly zaliavas ir jy preparatus ligy gydymui ar profilaktikai,
reikia nustatyti, kokie biologiskai aktyviis junginiai ir kokie jy kiekiai kaupiami vaistinése augalinése
zaliavose. Plantago genties augaly augalinés Zaliavos yra perspektyvus biologiskai aktyviy junginiy
Saltinis. Placialapiy gyslo¢iy augaliniy Zaliavy, pagrindiniai kaupiami biologiskai aktyviis junginiai yra
fenoliniai junginiai, o-dihidroksicinamono ruigsties dariniai, flavonoidai ir jy glikozidai, lipidai,
polisacharidai, iridoidiniai glikozidai, vitaminai. Norint moksliSkai pagrjsti placialapiy gyslo¢iy
panaudojima medicinos praktikoje, svarbu atlikti ne tik biologinio poveikio mokslinius tyrimus,
aktualu atlikti placialapiy gyslo€iy augaliniy Zaliavy biologiskai aktyviy junginiy kokybinés ir kiekinés
sudéties tyrimus.

Fenoliniai junginiai - vieni placiausiai paplitusiy junginiy augaluose. Fenoliniy junginiy
nustatyta ir placialapiy gyslo¢iy augalinése zaliavose [38]. Placialapiy gysloCiy augaliniy Zaliavy
fenoliniy junginiy kiekin¢ analizé svarbi norint jvertinti zaliavos cheming sudétj, kokybe,
prognozuojant augaliniy Zaliavy antioksidantinj aktyvumga. Fenoliniy junginiy kiekiai placialapiy

gyslo¢iy Zaliavose gali skirtis, priklausomai nuo augavietés, klimatiniy sglygy. Nerasta moksliniy



duomeny apie kieking fenoliniy junginiy Plantago rusies lapy augaliniy zaliavy, rinkty Lietuvoje,
analize. Norint jvertinti Lietuvoje auganciy placialapiy gyslociy lapy cheming sudétj, kokybe, svarbu
nustatyti fenoliniy junginiy kiekiy placialapiy gyslo¢iy lapuose jvairavimg. Gauti tyrimy rezultatai
papildys jau turimas zinias, leis detaliau jvertinti gamtinius augaly resursus, galés biti panaudoti
planuojant augaliniy Zaliavy rinkima.

Darbo tikslas - nustatyti Lietuvoje auganciy placialapiy gyslociy lapy fenoliniy junginiy

kiekine sudétj ir jvertinti lapy éminiy ekstrakty antioksidantinj aktyvuma.



DARBO TIKSLAS IR DARBO UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Nustatyti Lietuvoje auganciy placialapiy gyslociy lapy fenoliniy junginiy kieking sudétj ir

jvertinti lapy éminiy ekstrakty antioksidantinj aktyvuma.

Darbo uzdaviniai:

1.
2.

Parinkti placialapiy gyslocCiy lapy ekstrakcijos salygas.

Nustatyti natiiraliose augavietése surinkty placialapiy gyslociy lapy fenoliniy junginiy kiekine
sudétj.

Istirti natiiraliose augavietése surinkty placialapiy gysloc¢iy lapy flavonoidy kiekine sudét;.
Nustatyti natiiraliose augavietése surinkty placialapiy gyslo¢iy lapy o-dihidroksicinamono
rugsties dariniy kiekine sudétj.

Ivertinti nattraliose augavietése surinkty placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy ekstrakty

antioksidantinj aktyvuma.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pladialapiy gyslo¢iy morfologija ir paplitimas

Placialapis gyslotis (Plantago major L.) priklauso gyslotiniy (Plantaginaceae Juss.)
Seimai, gyslo¢iy (Plantago L.) genciai. Plantago genciai priskiriami dazniausiai daugiameciai, re¢iau
vienmeciai zoliniai augalai, turintys belapius ziedynkocCius arba Sakotus stiebus. Lapai iSsidéste
skrotele, re¢iau - ant stiebo. Ziedai taisyklingi, dvily¢iai, su dvigubais apyziedZiais, su paZiedémis,
susitelke j varpas. Taurelé triskilté arba keturskilté. Plantago genties augaly vainikélis - plénelinis,
nenukrintantis, su cilindriSku vamzdeliu. Turi keturis kuokelius ilgais koteliais, vieng piestele, sitiliska
liemenélj, dvilizdg ar ne visiskai keturlizde mezging. Vaisius - dézuté [1].

Plantago gentyje yra vir§ 250 rasiy augaly, paplitusiy vidutinio ar vésaus klimato srityse.
Lietuvoje daugiausiai auga keturios rusys: smiltyninis gyslotis, placialapis gyslotis, siauralapis
gyslotis, trumpakotis gyslotis. Visoje Lietuvoje labai daznas yra placialapis gyslotis. Liaudiskai
placialapis gyslotis dar vadinamas gyslalapiu, gyslazole, gysliinalapiu, gyslote, kelio letena, kelretiniu,
rauktzole, traukazole, trauklapiu, triikzole [1, 18].

Placialapis gyslotis yra daugiametis zolinis augalas, galintis uzaugti 10 - 30 cm aukscio
[18, 66]. Lapai ilgakociai, platts, pailgai kiauSiniski, gali biiti nuo ovalo iki elipsés formos, iSsidéste
prie pat Zemés, skrotele, lygiakra$¢iai, apatiné lapo dalis gali buiti dantyta [1, 14, 18]. Lapai gali biiti 5
- 30 cm ilgio, turi 3 - 9 gyslas, gyslotumas lankiskas [1, 3, 14, 66].

Ziedynko¢iai kylantys arba statis, pliki arba truputj plaukuoti. Ziedstiebiai belapiai, 10 -
40 cm aukscio, bet dydis gali svyruoti, priklausomai nuo augimo vietos. Ziedstiebiai uZsibaigia
cilindrisku, varpos formos, 2 - 15 cm ilgio Ziedynu, kurio apatiné dalis praretéjusi [1, 3]. Ziedai 2 —
4 mm skersmens, gelsvai baltos spalvos [14]. Zydi geguzés - rugséjo ménesiais. Paziedés trikampiskai
kiauSiniskos, nugarin¢ dalis skiauteréta. Taur¢lapiai kiauSiniSki arba elipsiski, pléveliniu krastu.
Kuokeliy koteliai 2 — 2,5 karto ilgesni uz vainikélj, balti, o jy dulkinés - violetinés. Dézuté 2 kartus
ilgesné uz taurelg, turi 8 ar daugiau sékly [1]. Séklos drégnu oru tampa lipnios, dél luobelése esanciy
polisacharidy ir jy déka gali prilipti prie gyviiny, Zmoniy ir taip plisti [3].

Placialapis gyslotis turi sitiliSkas, kuokstines, balk§vas Saknis, kurios uzauga iki 1 metro
ilgio, taip pat turi trumpa, storg Sakniastiebj [3].

Plagialapis gyslotis kiles i§ Siaurés Europos ir Centrinés Azijos [18, 66]. Dabar

daugiausiai randamas karsto ir vidutinio klimato zonose [18, 19].
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1.2. Placdialapiu gysloiy lapu cheminé sudétis ir biologiSkai aktyviu junginiy

poveikis

Placialapiy gyslo¢iy lapy cheminés sudéties analizés metu nustatyti individualis
fenoliniai junginiai [49]. Pagrindiniai placialapiy gyslo¢iy augalinése zaliavose kaupiami biologiskai
aktyvis junginiai yra iridoidiniai glikozidai (aukubinas, katapolis, gardozidas, majorozidas), fenolinés
rugstys (kavos, chlorogeno, ferulo, p-kumarino rugstys), kavos riigsties dariniai (plantamajozidas,
akteozidas), flavonoidai ir jy glikozidai (baikaleinas, liuteolinas), polisacharidai, lipidai, terpenoidai
(loliolidas, ursolo riigstis, oleanolo rugstis) [3, 10, 18]. Placialapiy gyslo¢iy lapuose nustatyta alkaloidy
(indikainas, plantagoninas), kar¢iyjy ir rauginiy medziagy ir kai kuriy organiniy ragséiy [1, 3, 10],
retinolio, askorbo rugsties [37].

Iridoidiniai glikozidai. Plantago raisys sintetina iridoidinius glikozidus, kurie yra genties
chemotaksonominis zymuo [59]. I§ placialapiy gyslo¢iy lapy isskirti ir identifikuoti iridoidiniai
glikozidai: aukubinas, katapolis, gardozidas, genipozido riigstis, majorozidas, 10-acetoksimajorozidas,
10-hidroksimajorozidas, melitozidas [3]. Iridoidiniai glikozidai padeda augalams apsisaugoti nuo
patogeny ir zolédziy [59]. Atlikus tyrimus su ziurkémis, nustatytas aukubino prieSuzdegiminis,
spazmolitinis poveikiai, taip pat nustatyta, kad aukubinas apsaugo kepenis nuo nuodingo zalsvosios
musmirés poveikio [3].

Jankovi'c ir kt. (2010) sukareé ir patvirtino patikimg atvirk$¢iy faziy efektyviosios skysciy
chromatografijos (RP-ESC) metoda, tirti aukubino kiekiui siauralapiy gyslo¢iy augaliniy zaliavy
ekstraktuose, véliau §is metodas pritaikytas kiekiniam aukubino nustatymui kity Plantago rasiy, tarp jy
ir placialapiy gyslociy, augaliniy Zaliavy ekstraktuose. RP-ESC metodas pritaikytas ir flavonoidy bei
fenoliniy rigsciy atskyrimui ir kiekiniam jvertinimui [59].

Aukubino kiekiai placialapiy gyslo¢iy augalinése zaliavose gali skirtis, priklausomai nuo
vegetacijos periodo tarpsnio, kurio metu surinkta augaliné Zaliava. Didziausias aukubino kiekis
nustatytas birzelio ménesj rinktuose, dziovintuose placialapiy gysloc¢iy lapuose [35].

Tyrimais nustatyta, kad placialapiy gyslociy augalinése zaliavose aukubino ir Kity
iridoidiniy glikozidy koncentracija Zymiai didéja didéjant augalo amziui. Atlikta regresiné analize,
siekiant 1Stirti augimo greit ir iridoidiniy glikozidy kiekio didéjima. Tyrimas atliktas su 2, 4, 6 savaiciy
amziaus augalais. Nustatytas reik§mingas teigiamas rySys tarp iridoidiniy glikozidy ir augimo greicio.
Iridoidiniy glikozidy kiekis augalinése zaliavose ypac didéja nuo 4 iki 6 savaiciy amziaus [31].

Atlikus mokslinius tyrimus placialapiy gysloCiy, auganciy drégnesnéje augavietéje,
augalinése Zaliavose nustatyta didesné aukubino koncentracija nei sausesnéje augavietéje auganciy

gyslo¢iy. Zymiai didesnj aukubino kiekj sukaupia placialapiai gyslo¢iai, auginami §iltnamiuose [3].
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Long ir kt. (1995) tyrimy metu, didZiausias aukubino kiekis (1,3 proc.) nustatytas sausuose placialapiy
gyslo¢iy lapuose [35].

Kavos riigSties dariniai. Feniletanoidy glikozidai yra pagrindiniai Plantago risiy
metabolitai. Feniletanoidy glikozidai yra benzoinés rigsties dariniai, kuriy sudétyje yra feniletilo
ziedas, sujungtas su gliukopiranoze esterine arba glikozidine jungtimi. Feniletanoidy glikozidai padeda
augalams apsisaugoti nuo patogeny ir zolédziy [59]. Etanoliniuose placialapiy gyslo¢iy lapy
ekstraktuose nustatytas didelis kiekis plantamajozido [44]. Moksliniy tyrimy metu nustatyta, kad
plantamajozidas pasizymi prieSuzdegiminiu, 5-lipoksigenaze, 15-lipoksigenazg, cAMP fosfodiasteraze
slopinanciu ir antioksidantiniu aktyvumu [3]. Skari ir kt. (1999) nustaté, kad plantamajozidas suriSa
DPPH radikalus [62]. Moksliniais tyrimais jrodytas plantamajozido antibakterinis poveikis [55] .

Akteozidas pasizymi antioksidantiniu aktyvumu, slopina lipidy peroksidacija. Nustatyta,
kad akteozidas slopina 15-lipoksigenaze, taciau silpniau nei plantamajozidas. [rodyta, kad akteozidas
slopina baltymy kinaze C, tiesiogiai sgveikaudamas su kataliziniu fermento domenu. Akteozidas
slopina aldozés reduktazg ir 5-hidroksieikozatetranoinés rugsties (5-HETE) formavimasi [62].
Akteozidas pasizymi antibakteriniu, imunosupresiniu, analgetiniu poveikiais [3].

Remiantis Noro ir kt. (1991) tyrimais, plantamajozidas yra pagrindinis kavos ragsties
darinys placialapiy gyslo€iy lapuose. Placialapiy gyslociy lapuose nustatyta ir nedideli kiekiai
akteozido (kitaip - verbaskozido) [48]. Anot Molgaard (1986), plantamajozido ir akteozido kartu, tame
paciame augale neaptinkama [42]. Zubair ir kt (2012) nustaté, kad verbaskozido dideli kiekiai yra
placialapiy gysloc¢iy séklose [44].

Fenolinés riigstys. IS placialapiy gyslociy metanolio ekstrakto isskirtos ir identifikuotos
fenolinés rugstys: fumaro, siringo, vanilino, p-hidroksibenzoing, ferulo, p-kumaro, gentizo, salicilo,
benzoing, cinamono rigstys.

Flavonoidai. Placialapiy gyslociy ekstraktuose nustatyti flavonoidai: apigenin-7-
gliukozidas, liuteolin-7-gliukozidas, liuteolin-7-digliukozidas, hispidulin-7-gliukuronidas, apigeninas,
baikaleinas, skutelarinas, homoplantagininas, plantagininas, skutelareinas [32]. Dauguma flavonoidy
yra antioksidantai, suriSantys laisvuosius radikalus. Baikaleinas turi kepenis apsaugantj poveikj [3].

Lipidai. Didzioji dalis riebaly riigi¢iy nustatyta augalo séklose. Svieziuose placialapiy
gyslociy lapuose nustatyta palmitino, stearino, miristino, arachidino, behenino rugsc¢iy. Didziausias
kiekis, dazniausiai, nustatomas palmitino ragsties (apie 16 proc.). Pagrindiniai lapy vasko
komponentai - oleanolo ir ursolo ragstys, linijinés struktiiros alkanai (C,7Hsg - C33Hsg).

Bakker ir kt. (1998) atlikty tyrimy metu chloroformo ekstrakte nustatyta apie 63 proc.
triterpeniniy rigsciy, apie 17 proc. linijinés struktiiros angliavandeniliy, apie 1 proc. linijinés

struktiiros alkoholiy ir apie 19 proc. nenustatyty junginiy, nepriklausomai nuo augaly amziaus [3].
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Alkaloidai. Rojas (1968); Smolenski ir kt. (1974); Schneider (1990) tyré placialapiy
gyslociy augalinés zaliavos alkaloidy kokybing sudétj ir identifikavo indikaing ir plantagoning, kuriy

struktura skiriasi vienu radikalu. Indikainas: R=CHO; plantagoninas: R=COOH (1 pav.) [57, 61, 63].

R

X

/N

1 pav. Alkaloidy struktiira placialapiame gyslotyje (Schneider, 1990)

Terpenoidai. Lapuose nustatytas loliolidas. IS lapy vasko buvo isskirti triterpenoidai -
oleanolo rugstis, ursolo riigstis, sitosterolis, 18b-gliciretino rugstis. Ursolo riigstis ir oleanolo rigstis
turi kepenis apsauganti poveikj, slopina naviky vystymasi, turi antihiperlipideminj poveiki [3].

Kartini Piyaviriyakul ir kt. (2014) sukire ir patvirtino plonasluoksnés chromatografijos
metodiky, kurig pritaikius galima tirti ursolo ir oleanolo riig8¢iy kiekius, analizuojant ir
standartizuojant placialapiy gyslociy zaliavy ekstrakty ir preparaty kokybe, naudojant $iuos junginius
kaip analitinius Zymenis [59].

Vitaminai. Anksti pavasarj surinktuose seny plac¢ialapiy gyslo¢iy lapuose nustatyta, apie
6 mg/100 g. - B-karotino, 19 mg/100 g. - askorbo rigsties. Jauny augaly lapuose nustatyta apie 25
mg/100 g. - askorbo ragsties, 31 mg/100 g. - dehidroaskorbo ragsties, 8,5 mg/100 g. - karotenoidy.
BirZelio ménesj surinktuose ir iSdziovintuose gyslo¢iy tigliuose nustatyta filochinono (vitamino K) [3].

Polisacharidai. Lapuose nustatyta plantagliucido, kurj sudaro galakturono rugstis,
galaktoze, arabinozeé, ramnoze, gliukoze, ksiloze, galaktanas ir galaktoarabinanas. Placialapiy gyslociy
lapuose nustatyta gliukomanano, PM Il (pektinas, sudarytas i§ galakturono riigsties, ramnozeés,
arabinozes ir galaktozés), PM Ia (arabinogalaktanas, sudarytas i§ arabinozés, galaktozés, ramnozes ir
galakturono riigsties). Placialapiy gyslociy s¢klose nustatyta krakmolo, heteroksilany [3].

Fitocheminiai tyrimai rodo, kad Plantago rasys sintetina svarbius biologiSkai aktyvius
junginius, tokius kaip fenilpropanoidiniai glikozidai, iridoidai, triterpenai, flavonoidai, fenolinés
rugstys. Placialapiy gyslociy lapy ekstraktai ir izoliuoti junginiai gali buiti naudojami kuriant vaistinius

preparatus [59].

1.3. Placialapiu gyslo¢iy lapu ekstrakty biologinis poveikis

Tradicin¢je medicinoje, visame pasaulyje, placialapiy gysloCiy augaliné zaliava turi

jvairiy panaudojimo galimybiy. Indijoje, Kinijoje, Gvatemaloje, placialapiy gysloCiy ekstraktai
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dazniausiai naudojami kaip diuretikas, Turkijoje, Norvegijoje — skausmams mazinti, abscesams,
zaizdoms gydyti [3, 44], Meksikoje, Argentinoje — kaip prie§vézinis preparatas, Ciléje, Venesueloje —
augliy gydymui [15].

Placialapiy gyslociy lapai Simtmecius naudojami zaizdy gydymui, taip pat seniai zinomi
ir kiti poveikiai, odos prieziiirai, zaizdy plovimui, esant infekcijoms, kvépavimo taky, virSkinimo
trakto ligy gydymui, siekiant pagerinti kraujotaka, reprodukcijg, kaip prieSvéziniai, bendra navikiniy
lasteliy augimg slopinantys, skausma, kar§¢iavima mazinantys preparatai [3, 15, 59, 66]. Placialapis
gyslotis vartojamas gerklés skausmui, kosuliui, viduriavimui, hemorojui, tiesiosios Zarnos jtrikimames,
vabzdziy jkandimams, gyvaciy jkandimams, abscesams, sumuSimams mazinti [10]. Placialapiy
gyslociy ekstraktai naudojami esant astmai, Slapimo taky infekcijoms, akmenligéms, menstruaciniams
sutrikimams [37]. Placialapiy gyslo¢iy lapy sultys naudojamos kaip gaivinantis gérimas,
stimuliuojantis tulZies i$siskyrima, kaip diuretikas [66]. Placialapiai gyslo¢iai ir $iais laikais vis dar yra
naudojami tradicin¢je medicinoje, kaip turintys sutraukianti, anestetinj, antihelmintinj, antivirusinj,
antihistamininj, prieSuzdegiminj, prieSreumatinj, prieSnavikinj, prieSopinj, diuretinj, hipotenzinj, kosulj
lengvinantj, apetita gerinantj poveikius [1, 13, 21, 40]. Placialapis gyslotis dar zinomas kaip augalas
neutralizuojantis nuodus, tiek vartojant i vidy, tiek iSoriSkai [30]. Pastaruoju metu, vis didéjant
paklausai, placialapiai gysloc¢iai auginami dideliais mastais, kaip vaistinis augalas, Brazilijoje, Indijoje
ir kitose Azijos dalyse [3, 19, 45].

Atliekama vis daugiau moksliniy tyrimy, siekiant pagrjsti tradicinj naudojima. Kai kurie
poveikiai dar tiriami, kiti jau yra jrodyti. Dalis gyslo¢iy preparaty poveikiy, dél kuriy jie vartojami
liaudies medicinoje, yra patvirtinti farmakologiniy tyrimy duomenimis, nustatytos biologinj poveikj
lemiancios biologiskai aktyvios medZiagos, nors veikimo mechanizmai lieka neaiskis [59].

Antioksidantinis aktyvumas. Daugelio létiniy ligy, jskaitant su amziumi susijusiy
Sirdies ir kraujagysliy bei neurologiniy sutrikimy sunkuma, jtakoja ROS (reaktyviyjy deguonies formy)
ir kity laisvyjy radikaly gausa organizme [65]. Tokiy ligy progresavimas galéty biiti sulétintas,
sumazinus oksidacijos — redukcijos disbalansg ir neutralizavus ROS poveikj. Antioksidantai gali
sumazinti oksidacinj Igsteliy pazeidimg, nutraukdami, dél ROS ir laisvyjy radikaly, organizme
vykstancias reakcijas. Daugelis augaly yra antioksidanty Saltiniai, kurie galéty sumazinti su sen¢jimu
susijusiy létiniy ligy progresavima [59].

Daugybés tyrimy jrodyta, kad Plantago rasiy augalinése Zaliavose yra daug fenoliniy
junginiy, o gysloc¢iy ekstraktai pasizymi stipriu antioksidantiniu aktyvumu [10]. Pandey ir Rizvi (2009)
atlike tyrimus jrodé, kad fenoliai junginiai yra stipriis antioksidantai [49]. Nustatyta, kad flavonoidai
(baikaleinas, hispidulinas, skutelareinas, plantagininas) salina laisvuosius radikalus ir stabdo lipidy

peroksidacija [3].
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IStirta daugiau kaip 20 Plantago ra8iy antioksidantinis aktyvumas in vitro.
Antioksidantinis aktyvumas buvo jvertinamas naudojant DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo) analizg,
taip pat naudojant FRAP metodg, matuojant lipidy peroksidacijos ir deguonies radikaly absorbavimo
galig (ORAC) [59].

Atlike tyrimus taikydami DPPH metodg, Beara ir kt. (2009), nustaté, kad placialapiy
gyslo¢iy ekstrakty ICsp reikSmé svyruoja nuo 5,35 iki 7,38 g/ml. Stanisavljevi‘c ir kt. (2008) skelbia,
kad ICsp verté placialapiy gyslo¢iy lapy ekstrakto yra 0,85 g/ml [59]. Sie tyrimai rodo, kad Plantago
major augalinése Zaliavose yra gausu natiiraliy antioksidanty.

Campos ir Lissi (1995) nustatyta, kad placialapiy gyslo¢iy Zaliy lapy vandeninio uzpilo
antioksidantinis aktyvumas yra stipresnis nei dziovinty lapy. Tai rodo, kad perdirbimas gali susilpninti
biologinj poveikj [7].

PrieSuzdegiminis aktyvumas. Flavonoidai, esantys placialapiy gysloCiy augalingje
zaliavoje (baikaleinas, hispidulinas), taip pat iridoidinis glikozidas aukubinas, pasizymi
priesuzdegiminiu poveikiu [3]. Beara ir kt. (2010) nustaté, kad placialapiy gysloCiy ekstraktas slopina
ciklooksigenaze-1 (I1Cs50=0,65 mg/ml.) ir 12-lipoksigenaze (ICsp=1,73 mg/ml) [59]. Tyrimais nustatyta,
kad ursolo rugstis, slopina ciklooksigenaze-2 ir ciklooksigenaze-1, katalizuoja prostaglandiny
biosinteze in vitro. Struktarinis ursolo riigsties izomeras — oleanolio riigstis yra maziau aktyvi, 0 18b-
gliciretino rtigstis neturi stipraus uzdegima slopinancio poveikio [3]. Atliktas tyrimas su ziurkémis
rodo, kad placialapiy gysloCiy ekstraktas gali suSvelninti kepeny uZdegiming reakcijg, sukelta
acetaminofeno [26].

Recio ir kt. (1994) nustatyta, kad aukubinas pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu. Tirtas
vietinis poveikis peliy ausies edemai ir nustatyta, kad maksimalus, edemg mazinantis efektas,
pasireiskia esant 1 mg j ausj dozei. Sis poveikis panasus j indometacino poveikj, j ausj injekavus 0,5
mg [56].

Zaizdy gijima skatinantis poveikis. Vienas i§ daZniausiy pladialapiy gyslo¢iy lapy
panaudojimy yra zaizdy gijimo skatinimui, taciau Sio poveikio veikimo mechanizmas vis dar néra
visiskai aigkus. Zinduoliy odos Zaizdy gijima inicijuoja daug sudétingy procesy: uzdegimo maZinimas,
naujy audiniy formavimasis bei jy prisitaikymas ir kt. [44]. Vienas i§ metody, naudojamy jvertinti
zaizdy gijimo procesg — jbrézimy tyrimas. Naudojant §j metoda, atliktas tyrimas, kokji poveiki,
skirtingi placialapiy gyslociy ekstraktai turi zaizdy gijimui. Daugiausiai veikliyjy medziagy nustatyta
etanoliniuose sausy ir Svieziy lapy ekstraktuose, maziau veikliyjy medziagy nustatyta vandeniniuose
Svieziy ir sausy lapy ekstraktuose. Tyrimo rezultatai parod¢, kad ekstraktai, gauti placialapiy gysloc¢iy
lapus ekstrahuojant etanolio tirpalais, slopina lasteliy proliferacijai. Placialapiy gyslo¢iy lapy

etanoliniai ekstraktai pasiZzymi prieSuzdegiminiu, antioksidantiniu, antibakteriniu poveikiais [44].
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Plac¢ialapiy gyslo¢iy lapy savybé skatinti zaizdy gijimg jvertinta naudojant ex vivo kiauliy
zaizdy gijimo modelj. Etanoliniai plac¢ialapiy gysloCiy lapy ekstraktai tur¢jo stipresnj gydomaji poveikj
nei vandeniniai ekstraktai. stipresniu poveikiu pasizyméjo ekstraktai, kuriy koncentracija 1,0 mg/ml, o
ne 10 mg/ml [70].

Zubair ir kt. (2012) tyré vandeninius ir etanolinius Svieziy ir dZiovinty placialapiy
gyslociy lapy ekstrakty biologinus poveikius. Nustatyta, kad visi tirti ekstraktai stimuliuoja lasteliy
proliferacijg ir migracija, bet daugiau fenoliniy junginiy turintys etanoliniai ekstraktai turi stipresnj
poveikj [59]. Svieziy pla¢ialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktai turi maZesnj fenoliniy junginiy kieki nei
dziovinty lapy ekstraktai [44]. Tyrimais nustatyta, kad tiek etanoliniai, tick vandeniniai Svieziy ir
dziovinty placialapiy gysloCiy lapy ekstraktai, pasizymi zaizdy gijima skatinanciu poveikiu [44, 59].

Amini ir kt. (2010) nustaté, kad placialapiy gyslo¢iy ekstraktai turi panaSy poveikj
nudegimo Zaizdy gijimui ziurkéms, kaip ir sidabro sulfadiazino tepalas [59].

Krasnov ir kt. (2011) nustaté, kad pladialapiy gyslociy lapuose yra specifiniy audiniy
bioreguliatoriy, rasty gyviiny audiniuose, ir jie gali skatinti zaizdy gijima [36, 59]. Mazamolekuliniai
bioreguliatoriai gyviny organizmuose yra atsakingi uz lasteliy migracija, sukibima, proliferacija,
skatina atstatomuosius procesus. I§ atlikty tyrimy rezultaty matyti, kad apsauginis poveikis lemia
gebéjimg papildomai stimuliuoti lgsteliy regeneracija. Placialapiy gyslo€iy gleivés padengia zaizdos
pavirsiy ir taip jj apsaugo [36].

Thome ir kt. (2012) palygino placialapiy gysloc¢iy ekstrakto ir komercinio tepalo, kurio
sudétyje yra kolagenazés ir chloramfenikolio, Zaizdy gydomuosius poveikius. Pastebéta, kad
placialapiy gyslociy ekstraktas padéjo sugyti zaizdoms jau po 15 dieny gydymo, o vartojant tepala
Zaizdos negijo ir po 21 gydymo dienos.

Zaizdy gydymas placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktu skatina poodinio riebalinio audinio
augimg ir liauky lataky atkiirimg. Net mazi placialapiy gyslo€iy ekstrakto kiekiai leidZia susidaryti
normaliai odos morfologijai, nesudarant randinio audinio [36].

Manoma, kad fenoliniy junginiy vaidmuo zaizdy gijimui yra labai svarbus, taciau turéty
biti placiau istirti ir kiti junginiai, pavyzdZziui, polisacharidai [44]. Prie Zaizdy gydomojo poveikio gali
prisidéti placialapiy gyslo¢iy lapuose esantis pektinas, kuris susideda i§ homogalakturono ir
ramnogalakturono [58, 64]. Klinikiniais ir histologiniais tyrimais nustatyta, kad sotieji (Cas - Caso)
pirminiai alkoholiai turi stipry pavirSiniy traumy gydomajj poveikj triusiams [3].

Atsizvelgiant j mokslininky atliktus tyrimus, galima manyti, kad Zzaizdy gijima skatina ne
viena placialapiy gysloc¢iy lapuose esanti veiklioji medziaga, poveikis gali pasireiksti dél keliy
sinergistiSkai veikianCiy biologiskai aktyviy junginiy [3]. Plantamajozidas ir akteozidas pasizymi
antibakteriniu poveikiu, kai kurie flavonoidai, kavos ragsties dariniai, plantamajozidas ir akteozidas —

antioksidantiniu ir laisvuosius radikalus suriSanéiu poveikiais, polisacharidai — imunostimuliaciniu
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aktyvumu. Ilgy grandiniy, prisotinti pirminiai alkoholiai, esantys lapy vaske, greitina pavirSiniy zaizdy
gijimg. Plantamajozidas, baikaleinas, hispidulinas, aukubinas, ursolo ir oleanolo rugstys pasizymi
prieSuzdegiminiu poveikiu. Taigi placialapiy gyslo¢iy veikimo mechanizmas zaizdy gijimui gali bti
gana sudétingas [3, 39].

Antimikrobinis aktyvumas. Kai kurios Plantago rusys pasizymi antimikrobiniu poveikiu
[59]. Iridoidinio glikozido aukubino aglikonas aukubigeninas, turi antimikrobinj aktyvuma prie$
bakterijas ir pelésius [9].

Atlikti tyrimai rodo, kad placialapiy gyslociy lapy ekstraktai pasizymi antimikrobiniu
aktyvumu tiek prie§ gramneigiamas, tiek prie§ gramteigiamas bakterijas, bet jy prieSgrybelinis
aktyvumas yra silpnas. Tyrimai atlikti su 50 proc. (v/v) ir 70 proc. (v/v) etanolio ekstraktais ir su
metanolio ekstraktu. Rezultatai rodo, kad metanolio ekstraktas efektyviausiai slopina Salmonella
tymhimurium, silpniau veiké S. aureus ir M. phlei augimg. Metanolio ekstraktas slopina grybeliy F.
tricuictum ir M. gypseum augima, silpniau veikia C. albicans, S. serevisiae. PrieSgrybelinis poveikis
silpnesnis nei nistatino. Tyrimais nustatyta, kad 50 proc. (v/v) etanolio ekstraktas aktyvus pries S.
aureus, B. subtilis, S. dysenteriae, E. coli. 70 proc. (v/v) etanolio ekstraktas, remiantis tyrimy
rezultatais, veiksmingas pries S. flexneri, bet silpniau veikia S. aureus, S. sonnei, E. coli, M. smegmatis
[3].

Atliktais tyrimais su pelémis nustatyta, kad vandeninis placialapiy gyslociy lapy
ekstraktas slopina B. subtilis augima, heksano ekstraktas slopina E. coli augima, metanolio ir
chloroformo ekstraktai silpnai slopina B. subtilis ir E. coli augima [66].

Placialapiy gysloCiy antibakterinj aktyvumag gali lemti lapuose besikaupiantys kavos
rugsties dariniai — plantamajozidas, akteozidas [3].

Priesveézinis veikimas. Tyrimai rodo, kad kai kuriy Plantago raisiy, tarp jy ir placialapiy
gyslo¢iy, augaliniy zaliavy ekstraktai gali buti naudojami vézio prevencijai [59]. Flavonoidai -
baikaleinas, liuteolin-7-gliukozidas, apigeninas, hispidulinas, esantys placialapiame gyslotyje, gali
sukelti karcinomos lgsteliy ziitj, slopinti hepatomos lasteliy augimg [3, 66]. Flavonoidai gali slopinti
Zmogaus véZziniy lasteliy linijy proliferacijg [15]. Atlikti tyrimai su pelémis, naudojant placialapiy
gyslo¢iy lapy ekstrakta, paruosta su 95 proc. (v/v) etanoliu, rodé prieSvézinj aktyvuma [66]. Remiantis
atlikty tyrimy rezultatais, liuteolin-7-O-gliukozidas aktyviausiai veiké kriities adenokarcinomos
lasteles, o liuteolinas — aktyviausias prie§ melanomos lgsteles [15].

Tikslus flavonoidy antinavikinio poveikio mechanizmas dar néra iSaiSkintas, taciau
Zinoma, kad jie veikia jvairius medZziagy apykaitos kelius, pavyzdziui, aktyvuoja glikoliziniy fermenty
ar baltymy sintezg, citotoksinis poveikis gali biiti susijgs su DNR padalijimu. Nustatyta, kad kai kurie

flavonoidai indukuoja topoizomerazés I ir I medijuota DNR skilimo kompleksa [15].
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Tyrimais nustatyta, kad placialapis gyslotis gali biiti kaip papildomas aktyvatorius,
galintis padidinti antikiiny atsakg ir turéti papildoma poveikj navikams ir bakterinéms infekcijoms
[64]. Imuniteta stiprinantys junginiai placialapiy gyslociy lapuose, gali paaiskinti priesnavikinj poveikj
peléms [34].

Kiti farmakologiniai poveikiai. Tyrimais nustatyta, kad Plantago genties augaly augaliniy
zaliavy ekstraktai gali padéti sumazinti nutukimg ar uzkirsti jam kelig. Dalar ir Konczak (2013)
nustaté, kad luteolin-7-O-gliukozidas yra pagrindinis komponentas, esantis ir placialapiy gysloc¢iy
lapuose, lemiantis §j poveikj [59].

Yoshida ir kt. (2013) nustaté, kad Plantago genties augaly augaliniy Zzaliavy ekstraktai
turi poveikj vidaus organy riebaly sankaupai, gliukozés kiekiui kraujyje. GysloCiy lapy ekstraktai
stimuliuoja metabolizmg riebaliniame audinyje ir aktyvuoja lipoliz¢ [59]. Atlikus tyrimus su
ziurkémis, nustatyta, kad placialapiy gysloc¢iy lapy ekstraktai pasizymi antidiabetiniu poveikiu [37].
Vadovaujantis mokslininky atliktais tyrimais, antidiabetinj poveikj gali lemti placialapiy gyslociy
ekstraktuose esantys taninai (heksano ekstrakte), steroliai ir cukrai (dichlormetano ekstrakte).
Antioksidantinis ir gliukozés kiekj mazinantis poveikiai gali biiti nulemti biologiSkai aktyviy junginiy
struktiroje esancio aromatinio ziedo su hidroksilo grupémis, fenoliniy grupiy, organiniy riugsciy
grupiy, flavonoidy ir terpenoidy [37].

IS placialapiy gysloCiy lapy iSskirti astuoni junginiai, tirtas jy gebéjimas slopinti
angiotenzing | konvertuojantj fermenta. Nustatyta, kad 10-hidroksimajorozido poveikis stipriausias
esant 100 M koncentracijai (sumazina fermenty aktyvuma 28,06+0,21 proc.) [59].

Ahmed ir kt. (1995) tyrimai rodo, kad akteozidas (kavos ragsties darinys) turi
antihipertenzinj poveikj. 10 mg/kg ziurkéms reikSmingai sumazino sistolinj, diastolinj ir vidutinj
arterinj kraujo spaudimg [3].

Nustatyta, kad placialapiy gyslo¢iy lapuose esantys flavonoidai skutelareinas ir
baikaleinas turi antialerginj poveikj [36]. Skutelareinas ir baikaleinas yra Zmogaus imunodeficito
Viruso (ZIV) - atvirkstinés transkriptazés inhibitoriai in vitro (ICs5,=2,5 mM ir 5,6 mM atitinkamai).
Glikozidai plantagininas, liuteolin-7-gliukozidas, homoplantagininas taip pat stipris inhibitoriai (IC50=
9,8; 40,2; 43,3 mM atitinkamai), o apigeninas 7-gliukozidas slopinan¢iu poveikiu ZIV - atvirkstinei
transkriptazei nepasizymi [46].

Daznai placialapiy gysloc¢iy augaliniy Zaliavy ekstraktai naudojami anemijos gydymui.
Tyrimais iSanalizuotas lapy ir sékly poveikis kraujodarai ir nustatyta, kad vandeniniai ir metanolio
ekstraktai stimuliuoja lasteliy proliferacija kauly ciulpuose ir bluznies lgsteliy kultiiras, visose
iSbandytose koncentracijose. Vandeniniai ir metanolio ekstraktai gali skatinti lgsteliy proliferacija dél

molekuliy, veikian¢iy kaip mitogenai [66].
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Atlikti tyrimai in vitro, siekiant jvertinti bakterijy augimg placialapiy gyslo¢iy ekstrakto
turinCioje terpéje, atsizvelgiant | antioksidantinj poveikj, redukuojantj ir gelezj suriSant] poveikius.
Nustatyta, kad vandeniniai placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktai turi stipry prebiotinj veikima,
priklausomai nuo augalo lapy fitocheminés sudéties. Sio tyrimo rezultatai rodo, kad gyslo¢iy ekstraktai
pasizymi antioksidantiniu ir gelezj suriSanc¢iu poveikiu. Visos tirtos gyslo¢iy riiSys, taip pat ir
placialapis gyslotis, parodé didelj prebiotinj veikima, susijusj su E. coli [49].

Tyrimais nustatyta, kad placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktai aktyvuoja azoto oksido
makrofagy naviky nekrozés faktoriy (TNF- a) produkty gamybg ir stiprina konkavalino A veikima,
skatina limfocity proliferacijg [43]. Skatinant nespecifiniy lasteliy imuninj atsaka, dauguma patogeny
gali biiti paSalinti, kol dar néra sukéle negalavimy. Imuniniy parametry reguliavimas augaliniais
ekstraktais gali buti kliniskai reikSmingas daugeliui ligy, iskaitant létines virusines infekcijas,

tuberkuliozg, AIDS, veézi [19, 34].

1.4. Fenoliniai junginiai ir jy kiekybinis nustatymas augalinéje Zaliavoje

Fenoliniai junginiai - viena gausiausiy bei labai pladiai paplitusiy junginiy grupiy
augaluose. Zinoma vir§ 8000 skirtingy fenoliniy junginiy struktiiry [38]. Fenoliniai junginiai yra
antriniai metabolitai, susidarantys augaluose, vykstant biocheminiams procesams [28, 33]. Jy sintezé
itin sustipréja atsiradus veiksniams, kurie sukelia stresg augalui, tai gali biti infekcija, nepalankus
klimato poveikis, mechaninis pazeidimas ar kt. [16, 28, 33]. Fenoliniai junginiai svarbiis augalo
augimui, dauginimuisi, prisitaikymui prie Zalingy ar nepalankiy aplinkos salygy [17, 33].

Fenoliniy junginiy gausu vaisiuose, darzovése, gruduose, ankstiniuose augaluose,
arbatoje, kavoje [17, 38, 51]. Vieni pagrindiniy fenoliniy junginiy veikimy - stiprus antioksidantinis
aktyvumas, oksidacinio streso sukeliamy audiniy paZeidimy mazinimas, taip pat antivirusinis,
prieSuzdegiminis, antimikrobinis, hipotenzinis, prie§vézinis poveikiai [38, 60]. Didelis fenoliniy
junginiy kiekis, etanoliniuose ekstraktuose, stimuliuoja Igsteliy proliferacija [44].

Fenoliniy junginiy kieking sudét] augalingje Zaliavoje svarbu nustatyti, norint jvertinti
cheming zaliavos sudétj ir kokybe. Tai galima nustatyti jvairiais metodais: taikant ultravioletinio bei
regimojo spektro sugerties spektrofotometrijg, efektyviaja skys€iy chromatografija, plonasluoksne
chromatografija, kapiliaring elektroforeze, cikling voltamperometrija, dujy chromatografija [2].

Spektrofotometriniu metodu gali buti tiriami flavonoidy, fenoliniy junginiy kiekiai bei
antioksidantinis aktyvumas augalinése Zzaliavose. Spektrofotometriniai metodai yra santykinai
nebrangtis, nereikalaujantys sudétingos aparatiiros, gana paprasti ir greitai atliekami, suteikiantys

naudingos informacijos apie fenoliniy junginiy kiekine sudétj, kuri yra svarbi augalinés Zzaliavos
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kokybés jvertinimui [6, 22, 27]. Sis metodas pagrjstas ultravioletinés (UV) arba regimosios $viesos
(UV/VIS) spinduliuotés sugerties principu. UV/VIS spektrofotometrijai naudojamos kolorimetrinés
reakcijos [22].

Vienas i§ fenoliniy junginiy nustatymui naudojamy spektrofotometriniy metody yra
naudojant Folin - Ciocalteu reagents, kuriam reaguojant su fenoliniai junginiais, susidaro mélynas
fosfotungstikfosfomolibdeno kompleksas, kurio kiekiné sudétis nustatoma UV/VIS spektrofotometru
[22]. Folin - Ciocalteu reagenta sudaro: natrio volframatas (100 ml), natrio molibdato dihidratas (25
ml), fosforo raigsties tirpalas (85 proc., 50ml), vandenilio chlorido riigsties tirpalas (36 proc., 100 ml)
[64].

Metodo principas - nespecifiné fenoliniy junginiy oksidacija bazinéje terpéje, stipriais,
neorganinés kilmés oksidatoriais (fosfomolibdato riigstimi ir fosfovolframato riigStimi). Reakcija
vyksta 30 minuéiy [20, 30, 50] arba 5 minutes miSinys pasSildomas 50°C temperatiiros vandens vonioje
[39]. Sviesos absorbcija matuojama prie 760- 765 nm bangos ilgio [20, 30, 64].

Metodas placiai taikomas jvertinti kiekinei fenoliniy junginiy sudéciai, taciau néra labai
specifiskas, nes reaguoja ne tik fenoliniai junginiai [20, 30, 50, 64].

Kitas spektrofotometrinés analizés metodas, fenoliniy junginiy kiekinei sudéciai nustatyti
- naudojant Berlyno mélj. Metodo principas - fenoliniy junginiy reagavimas su kalio (II)
heksacianoferato (K4[Fe(CN)e]) bei gelezies (IIT) chlorido (FeCls) riigitiniu tirpalu. Sviesos absorbcija
matuojama praéjus 7 min, prie 700 nm bangos ilgio [20, 23].

Yra aprasyta galima metodo modifikacija, kai vietoj geleZies (III) chlorido reikia naudoti
FeNH4(SO)4 riigstinj tirpala, siekiant i$vengti gelezies (II) chlorido tirpumo problemos. Sviesos
absorbcija matuojama 1 min intervalais, prie 720 nm bangos ilgio [24].

Flavonoidy kiekinei analizei naudojamas spektrofotometrinis metodas, naudojant
aliuminio (I11) chlorida. AICl3, rigscioje terpéje, geba sudaryti stabilius kompleksus, besijungdamas su
C,4 keto grupe ir su Csz ar Cs hidroksi grupémis, kurios yra flavony ir flavonoliy strukttrose [8].
Dazniausiai $is metodas taikomas bendram flavonoidy kieko nustatymui [50].

Pirma kartg §] metoda pasitlé Christ ir Miiller, 1960 m. Siuo metu yra jvairiy metodo
modifikacijy. Viena i$ jy, kai naudojamas 2 - 10 proc. aliuminio (II1) chlorido tirpalas ir reakcija
vyksta acto ragsties ar natrio acetato terpéje. Po 2 - 60 min., matuojama Sviesos absorbcija, prie 404 -
430 nm sviesos bangos ilgio.

Kita naudojama modifikacija, kai reakcija vyksta bazingje aplinkoje, pridéjus natrio
nitrito (NaNO,). Sios reakcijos metu vyksta aromatinio Ziedo, kuriame yra katecholio grupé su trimis
arba keturiomis laisvomis pozicijomis, nitrinimas, matuojama $viesos absorbcija prie 510 nm bangos
ilgio. Abiem atvejais rezultatai yra iSreiSkiami katechino ekvivalentais, o pirmuoju atveju gali buti

iSreiSkiami flavonoliy (rutino, galangino, kvercetino, kvercitrino) ekvivalentais. Tiriant tos pacios
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kilmés meéginius skirtingomis modifikacijomis, rezultatai gaunami taip pat skirtingi. Pirmasis
modifikuotas metodas jautrus flavonoliams bei flavonui - liuteolinui, antrasis - liuteolinui, rutinui,
fenolinéms rigstims, katechinams [50].

Dar vienas naudojamas flavonoidy kiekio nustatymui spektrofotometrinés analizés
metodas, naudojant 2,4-dinitrofenilhidrazing. Metodo principas- 2,4-dinitrofenilhidrazino sugebéjimas
sudaryti 2,4-dinitrofenilhidrazonus, jungiantis su ketonais, aldehidais. Reakcija turi vykti metanolio
terpéje, Sviesos absorbcija matuojama prie 495 nm bangos ilgio [8]. Metodas naudojamas norint
nustatyti flavonolius (kverceting, ruting, moring) bei flavonus (diosming, daflong), dihidroflavonus

[41]. Kaip standartas naudojamas pinocembrinas [29].

1.5. Metodai antioksidantiniam aktyvumui nustatyti

Organizme trakstant antioksidantiniy medziagy, dél padidéjusio zalingy reaktyviy
deguonies ir azoto formy radikaly kiekiy, galimas oksidacinis stresas, kuris gali sukelti jvairias biikles
ar ligas, tokias kaip aterosklerozé, miokardo infarktas, insultas, diabetas, vézys, reumatoidinis artritas
[53, 65]. Pasizymintys antioksidantiniu aktyvumu vaistiniai augalai, kuriuose kaupiami biologiSkai
aktyviis junginiai, gali biiti naudojami su laisvyjy radikaly kiekio organizme padidejimu susijusiy ligy
gydymui ir profilaktikai. Dél tokiy prieZasCiy svarbu istirti vaistinés augalinés zaliavos antioksidantinj
aktyvumag ir jo priklausomybe nuo Zaliavoje esancio fenoliniy junginiy kiekio.

Antioksidantiniam aktyvumui nustatyti dazniausiai naudojami ABTS radikaly - katijony
suriSimo ir DPPH radikaly suriSimo jvertinimai bei trivalentés gelezies ir vario jony redukcinio
aktyvumo tyrimai. Tai yra antioksidantinés analizés metodai, pagrjsti elektrony pernasSa [64].

Spektrofotometrinis ABTS (3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties) radikaly - katijony
suriSimo metodas. Tai metodas, pagrindziamas antioksidanty gebéjimu suriSti ABTS radikalus -
katijonus. ABTS druska paveikus stipriai oksiduojanciomis medziagomis (kalio permanganatu,
mangano oksidu), suzadinami ABTS™ [5]. Reakcijos metu, ABTS reagentas atiduoda elektrona,
oksiduojasi, tampa stabiliu, mélynai zaliu ABTS™, kuris absorbuoja 415 nm, 645 nm, 734 nm, 815 nm
bangos ilgio Sviesa [4, 52, 69]. Po sgveikos su antiradikaliniy savybiy turinéiu junginiu, radikalai -
katijonai redukuojasi | prading ABTS biiseng. Su spektrofotometru iSmatuojama tirpalo absorbcija,
kuri proporcinga likusiam ABTS™ kiekiui [5]. ABTS metodas gali biiti naudojamas tiek lipofilinéms,
tiek hidrofilinéms sistemoms [4, 52].

Kitas spektrofotometrinis antioksidantinio aktyvumo nustatymui naudojamas DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilo) radikaly suriS$imo metodas. Tai metodas, pagrindziamas antioksidanty

gebéjimu suristi DPPH radikalus. DPPH - tamsiai violetiniai kristaliniai milteliai, kuriuos sudaro
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stabilios radikalinés molekulés, absorbuojancios Sviesg prie 515 nm ilgio bangos [47, 52]. DPPH
radikaly (kitaip nei metode su ABTS) aktyvinti nereikia [4, 52]. Vykstant reakcijai susidaro ne
radikaling, Sviesiai geltona DPPH forma. Reakcija vyksta 1 - 6 valandas. Antiradikalinj aktyvuma
galima vertinti spektrofotometriskai, nustatant absorbcijos sumazéjimg ar vertinant elektrony sukimo
rezonansg [4, 5, 52].

Spektrofotometrinis FRAP redukcinio aktyvumo metodas. Metodas pagrindziamas
antioksidanto geba trivalentés gelezies jonus pakeisti j dvivalentés gelezies jonus. Reakcija vykdoma
riigitinéje aplinkoje, [Fe(TPTZ),]*" virsta [Fe(TPTZ),]*" - mélynos spalvos kompleksiniu junginiu,
atliekama spektrofotometrija, prie 593 nm ilgio bangos. Gautus rezultatus palyginant su standarto
(askorbo ruigities, trolokso) ekvivalentu, nustatomas redukcinis aktyvumas [4]. Sis metodas nebrangus,
paprastas, tac¢iau netinka -SH grupe turintiems antioksidantams [5, 52]

Spektrofotometriniai ABTS, DPPH, FRAP antioksidantinio aktyvumo analizés metodai
paremti elektrony pernasa, bet yra skirtingi. Naudojant FRAP metoda, nustatoma -elektrony
redukavimo galia. ABTS ir DPPH metodais galima jvertinti molekuliy galig antioksiduoti laisvuosius
ABTS, DPPH radikalus. ABTS metodu galima nustatyti lipofiliniy ir hidrofiliniy junginiy
antiradikalin} aktyvuma, dél ABTS radikalo katijono tirpumo vandenyje bei organiniuose tirpikliuose,
DPPH radikalas yra tirpus organiniuose tirpikliuose, bet netirpus vandenyje, dél to netinkamas

antioksidantinio aktyvumo nustatymui hidrofilinése medziagose [67].
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo objektas

Tyrimo objektas - placialapiy gyslo¢iy (Plantago major L.) lapai, rinkti 2015 metais,
keturiose skirtingose, natiiraliose augavietése.

Augaliné Zaliava rinkta augalo zydéjimo laikotarpiu, liepos - rugpjii¢io ménesiais, Kauno
rajone - Mastai¢iy apylinkése (490219, 6075279 (LKS)), Kupiskio rajone - Naiviy apylinkése
(571929, 6190261 (LKS)), Anyks¢iy rajone - Svédasy apylinkése (587682, 6173709 (LKS)),
Panevézio rajone - Tiltagaliy apylinkése (542401, 6184561 (LKS)). Augaliné zaliava dziovinta gerai
védinamoje patalpoje, apsaugota nuo tiesioginiy saulés spinduliy. ISdziuvusi Zzaliava laikyta

popieriniuose maiseliuose, sausoje, vésioje vietoje.

2.2. Naudoti reagentai

Naudoti tirpikliai, reagentai bei standartai- analitinio Svarumo. Etanolis 96 proc., v/v (AB
»Stumbras” Lietuva), ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis)), galo rugsties
monohidratas, Folin - Ciocalteu reagentas, aliuminio chlorido heksahidratas (AICI; x 6H,0), natrio
nitritas, natrio molibdatas, heksametiltetraminas (,,Sigma- Aldrich”, Vokietija), DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo radikalas), TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas), rutino trihidratas, natrio karbonatas, acto
ragstis, Trolox® (+6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksiliné raigstis) (,,Carl Roth”,
Vokietija), gelezies trichloridas heksahidratas (,,Vaseline - Fabric Rhenania”, Vokietija).

2.3. Naudota aparatiira

Naudotos analitinés svarstyklés ,,Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.” CPA225D
(Vokietija), zaliava smulkinta elektriniu smulkintuvu ,,JKA® A1l basic” (Vokietija), naudota
centrifuga - ThermoFisher scientific ,,Biofuge stratos” (Vokietija), naudota ultragarso vonelé
»Elmasonic P 120 H” (Vokietija), naudotas spektrofotometras ,,Spectronic Camspec M550 (Jungtiné
Karalyste).
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2.4. Tyrimo metodai

2.4.1. Placialapiy gyslociu lapy ekstrakty paruoSimas

Placialapiy gyslo¢iy lapai susmulkinti elektriniu smulkintuvu, iki pro 355 pum sietg
pracinanciy daleliy. Nuodzilivis nustatytas pagal Europos farmakopéjoje nurodyta metoda [12].
Rezultatai, gauti kiekinés analizés metu, perskaiciuoti, absoliuciai sausai placialapiy gyslociy zZaliavai -
lapams. Pasveriama 0,1 g (tikslus svérinys) susmulkintos zaliavos. Suberiama j buteliukus (tamsaus
stiklo). Uzpilama 10 ml 50 proc. (v/v) etanoliu. UZzdarytas buteliukas dedamas | ultragarso vonelg,
kurioje, esant kambario temperatiiros vandeniui, vykdoma ekstrakcija maceracijos metodu, 37000 Hz
ultragarso poveikyje, 20 minuc¢iy. Ekstrakcijai pasibaigus, ekstraktas centrifuguojamas dvi minutes,
19°C temperatiiroje, esant 3000 apsisukimy per minut¢. Supernatantas perkeliamas j 10 ml matavimo
kolbg ir skiedziamas ekstrahentu iki 10 ml. Gautas ekstraktas naudojamas fenoliniy junginiy kiekinés

sudéties tyrimams ir antioksidantinio aktyvumo nustatymui.

2.4.2. Fenoliniy junginiu bendro kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendras fenoliniy junginiy kiekis placialapiy gyslociy lapy ekstraktuose nustatytas
naudojant Folin - Ciocalteu reagenta.

Paruosiamas Folin-Ciocalteu darbinis reagentas, 5 ml motininio tirpalo sumaisant su 45
ml distiliuoto vandens.

ParuoSiamas tiriamasis méginys. Atmatuojama 0,5 ml tiriamojo ekstrakto, pridedama 2,5
ml paruosto Folin - Ciocalteu reagento, suplakama, jpilama 2 ml 7,5 proc. natrio karbonato,
suplakama. Gautas méginys 1 valandg laikomas kambario temperatiiroje, tamsoje.

ParuoSiamas palyginamasis tirpalas. ] 0,5 ml atitinkamos koncentracijos etanolio, pilama
2,5 ml darbinio Folin - Ciocalteu reagento, suplakama, jpilama 2 ml natrio karbonato, suplakama.

Atliekama analizé matuojant tiriamojo méginio Sviesos absorbcija prie 765 nm bangos
ilgio ir lyginama su palyginamojo tirpalo $viesos absorbcija. Fenoliniy junginiy bendras kiekis
placialapio gyslocio lapuose apskai¢iuojamas pagal kalibracing regresijos lygti (y = 2,967x+0,0135;
R?= 0,9998; p< 0,001), isreiskiant galo riigsties ekvivalentais (mg/g). Fenoliniy junginiy kiekis (mg/g)

apskaiciuojamas pritaikant formulg:

c ®xV
X =
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C- bendras kiekis fenoliniy junginiy (mg/g)
V- naudoto tiriamojo ekstrakto tiiris (ml)

m- tikslus atsvertas sausos zaliavos kiekis (g)

2.4.3. Bendro flavonoidy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Flavonoidy bendras kiekis pla¢ialapiy gyslociy lapy ekstraktuose nastatytas su aliuminio
chlorido reagentu, spektrofotometriniu metodu.

Atmatuojama 0,2 ml tiriamojo ekstrakto, jpilama 2 ml etanolio 96 proc. (v/v),
sumaiSoma. Pridedama 0,1 ml acto rtgsties 30 proc. tirpalo. Ipilama 2 ml distiliuoto vandens,
sumaiSoma. Pridedama 0,3 ml aliuminio chlorido 10 proc. tirpalo, sumaiSoma. Gautas miSinys
palickamas kambario temperatiiroje, tamsoje, po 30 min sumaiSomas su 0,4 ml heksametilentetramino
5 proc. tirpalu.

Paruosiamas palyginamasis méginys. 2 ml ekstrakto sumaiSoma su 2 ml etanolio 96 proc.
(v/v), jpilama 0,1 ml acto rugsties 30 proc. tirpalo, pridedama 2,7 ml distiliuoto vandens.

Sviesos absorbcija, prie 407 nm bangos ilgio, matuojama sumaidius meéginj su
heksametilentetramino 5 proc. tirpalu.

Flavonoidy bendras kiekis placialapiy gysloc¢iy lapuose iSreiSkiamas pagal kalibracing
regresijos lygti (y = 1,0054x + 0,0024; R®=0,9984; p < 0,001), isreiskiant rutino ekvivalentais (mg/g).

Flavonoidy kiekis (mg/g) zaliavoje apskai¢iuojamas pagal formulg:

cxV
X =

c- flavonoidy bendras kiekis (mg/g)
V- naudoto tiriamojo ekstrakto tiiris (ml)

m- tikslus atsvertas sausos zaliavos kiekis (g)

2.4.4. Bendro o-dihidroksicinamono riugsties dariniy kiekio nustatymas

spektrofotometriniu metodu

O-dihidroksicinamono riigSties dariniy nustatymui naudotas Europos farmakopéjos
straipsnis siauralapiam gysloCiui. Metodas buvo pritaikytas placialapiy gyslociy lapy ekstrakty analizei
[11].
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Gaminamas pradinis tirpalas. | kolbg atsveriamas 1 gramas sausos zaliavos, pridedama
90 ml etanolio 50 proc. (v/v), kaitinama vandens voneléje su grjztamuoju kondensatoriumi 30 minuciy.
Tirpalui atvésus, perfiltruojama j 100 ml matavimo kolba, praskiedziama 50 proc. (v/v) etanoliu iki
100 ml.

Gaminamas tiriamasis tirpalas. ] 10 ml matavimo kolba jpilama 1 ml pradinio tirpalo,
pridedama 2 ml 0,5 M druskos ragsties, sumaiSoma. Pridedama 2 ml Arnow reagento, paruosto i§ 10
gramy praskiesto natrio nitrito, 10 gramy natrio molibdato ir 100 ml distiliuoto vandens, sumaiSoma.

ISmatuojama gauto tirpalo Sviesos absorbcija prie 525 nm bangos ilgio. O-
dihidroksicinamono raigsties dariniai iSreiSkiami akteozido ekvivalentais. O-dihidroksicinamono
rugsties dariniy kiekis (mg/g) apskai¢iuojamas pagal formule:

. c * 10000

185 xm

c- tiriamojo tirpalo §viesos absorbcija

m- tikslus atsvertas sausos zaliavos kiekis (g)

2.4.5. Antioksidantinio aktyvumo tyrimas FRAP metodu

Spektrofotometrinis FRAP metodas naudojamas nustatyti placialapiy gysloc¢iy lapy
ekstrakty antioksidantinj aktyvumg. FRAP reagentas ruoSiamas santykiu 10: 1: 1, i§ 300 mM natrio
acetato (CH3COONa) buferinio tirpalo, 10 mM TPTZ tirpalo 40 mM druskos ragstyje ir 20 mM
gelezies (I11) chlorido heksahidrato tirpalo.

Atmatuojama 10 pl tiriamojo ekstrakto, pridedama 3 ml FRAP reagento, sumaiSoma.
Paruo$iamas palyginamasis méginys. Atmatuojama 3 ml FRAP reagento, pridedama 10 pl distiliuoto
vandens, sumaisoma. Paruo§ti méginiai 1 valanda laikomi kambario temperatiiroje, tamsoje. Sviesos
absorbcija matuojama prie 593 nm bangos ilgio.

Antioksidantinis aktyvumas placialapiy gysloCiy lapuose nustatomas pagal trolokso
kalibracine regresijos lygtj (y = 10,4587x + 0,0860; R*= 0,9966), isreiskiant pmol TE/g.

Antioksidantinis aktyvumas placialapiy gyslo¢iy lapuose apskaiciuojamas pagal formule:

cxV

x =

c- antioksidantinis aktyvumas (umol TE/g)
V- naudoto tiriamojo ekstrakto tiiris (ml)

m- tikslus atsvertas sausos zaliavos kiekis (g)
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2.4.6. Antioksidantinio aktyvumo tyrimas ABTS metodu

Spektrofotometrinis ABTS metodas naudojamas nustatyti placialapiy gyslo¢iy lapy
ekstrakty antioksidantinj aktyvuma.

Motininio ABTS gamyba. 2mM ABTS istirpinama 50 ml distiliuoto vandens. Pridedama
0,7 mM kalio persulfato. Tirpalg laikyti 16 - 17 valandy, kambario temperatiiroje, tamsoje, kol ABTS
suoksiduojamas kalio persulfato. Motininis ABTS tirpalas, laikant kambario temperatiiroje, apsaugojus
nuo Sviesos, gali i8likti stabilus ilgiau nei dvi paras.

Darbinis ABTS tirpalas ruoSiamas motininj tirpalg skiedziant distiliuotu vandeniu, kol
Sviesos absorbcija, matuojant prie 734 nm bangos ilgio, tampa 0,8+0,005 absorbcijos vienety.

Tiriamasis tirpalas gaminamas atmatuojant 10 pl tiriamojo ekstrakto, pridedant 3 ml
darbinio ABTS tirpalo. Palyginamasis tirpalas - distiliuotas vanduo. Pagaminti tirpalai 1 valanda
laikomi kambario temperatiiroje, tamsoje. Sviesos absorbcija matuojama prie 734 nm bangos ilgio.

Antioksidantinis placialapiy gyslo¢iy lapy aktyvumas nustatomas pagal trolokso
kalibracine regresijos lygtj (y = 1,2534x + 3,116; R? = 0,9972), isreiskiamas pmol TE/g.

Antioksidantinis aktyvumas placialapiy gyslociy lapuose apskaiciuojamas pagal formule:

cxV
X =

Cc- antioksidantinis aktyvumas (umol TE/g)
V- naudoto tiriamojo ekstrakto tiiris (ml)

m- tikslus atsvertas sausos zaliavos kiekis (g)

2.4.7. Antioksidantinio aktyvumo tyrimas DPPH metodu

Darbinis DPPH tirpalas gaminamas 60 uM DPPH tirpalo skiedziant 96,3 proc. (v/v)
etanoliu, kol matuojant $viesos absorbcijg prie 515 nm bangos ilgio, nustatomi 0,8+0,005 absorbcijos
vienetai. Tiriamajam tirpalui pagaminti atmatuojama 10 pl tiriamojo ekstrakto, sumaisoma su 3 ml
darbinio DPPH tirpalo. Kaip palyginamasis méginys naudojamas etanolis 96,3 proc. (v/v). Tiriamojo
tirpalo Sviesos absorbcijos sumazéjimas matuojamas po 30 minuciy, prie 515 nm bangos ilgio.

Antioksidantinis aktyvumas nustatomas pagal trolokso kalibracine lygtj (y= 0,9069x +
2,937, R*= 0,999) ir isreizkiamas umol TE/ml.

Sausos tiriamosios Zaliavos antioksidantinis aktyvumas apskai€iuojamas pagal formule

(umol TE/g):

c xV

m
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C- antioksidantinis aktyvumas (umol TE/g);
V- ekstrahento, naudoto ekstrakto gamybai, tiiris (ml)

m- tikslus atsvertas sausos zaliavos kiekis (g)

2.5. Duomeny analizés metodai

Gauti duomenys analizuoti ir vertinti naudojant ,,MS Excel 2007” kompiutering
programa. Duomenys vertinti apskaiCiuojant matematinius vidurkius, standartines paklaidas.
Placialapiy gyslociy lapy fenoliniy junginiy kiekinés analizés duomeny vidurkiai palyginti naudojant
SPSS Statistics 20.0 (IBM, JAV) kompiutering programa, taikant ANOVA analiz¢ su aposterioriniu
TurkeyHSD daugkartinio palyginimo kriterijumi. Placialapiy gysloCiy lapy éminiai tarpusavyje
palyginti pagal fenoliniy junginiy sudétj klasterinés analizés metodu, naudojant kvadratinius Euklido
atstumus. Koreliacija tarp ekstrakty antioksidantinio aktyvumo ir fenoliniy junginiy kiekio jvertinta

taikant Spirmeno koeficientg.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Placialapiy gyslociuy lapu fenoliniy junginiy ekstrakcijos salygu parinkimas

Tiriant vaistines augalines Zaliavas, svarbu nustatyti, kokiomis ekstrakcijos salygomis
galima pasiekti maksimalius rezultatus, kokiomis sglygomis geriausiai iSekstrahuojami biologiskai
aktyvis junginiai. Norint nustatyti kokios yra optimalios ekstrakcijos salygos placialapiy gyslociy
lapams, buvo atliktas optimalios etanolio koncentracijos nustatymas bei zaliavos ekstrahavimo
trukmés nustatymas. Remiantis mokslininky tyrimais, daugiausiai fenoliniy junginiy randama
placialapiy gysloCiy lapy etanoliniuose eckstraktuose [44, 66, 70]. Etanolio ekstraktuose randami
zymiai didesni junginiy kiekiai, lyginant su vandeniniais ekstraktais (dazniausiai 10 ar daugiau karty)
[44]. Svarbu nustatyti tinkamiausig etanolio koncentracija placialapiy gyslo¢iy lapy ekstrahavimui, kad
biity iSekstrahuojami didziausi kiekiai fenoliniy junginiy.

Atliktas fenoliniy junginiy kiekinés sudéties placialapiy gysloCiy ekstraktuose
nustatymas spektrofotometriniu analizés metodu, naudojant Folin - Ciocalteu reagenta. Nustatyta, kad
daugiausiai (p<0,05) fenoliniy junginiy i§ placialapiy gyslociy lapy iSekstrahuota naudojant 50 proc.
(v/v) etanolio tirpalg (37,84+0,27 mg/g). Su 40, 60, 70, 80 proc. (v/v) etanolio tirpalais bendras
fenoliniy junginiy kiekis jvairuoja 33,39 - 36,06 mg/g ribose. Maziausiai (p<0,05) fenoliniy junginiy i§
placialapiy gyslo¢iy lapy iSekstrahuota naudojant 96 proc. (v/v) etanolj (19,45+0,14 mg/g) (2 pav.).
Yra mokslininky atlikty tyrimy, kuriuose kaip ekstrahentai naudoti 50 proc. (v/v) etanolio tirpalas ir
distiliuotas vanduo. Su etanolio tirpalu iSekstrahuojama zymiai didesni kiekiai junginiy, pavyzdziui

plantamajozido [45].
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2 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) placialapiy gyslociy lapy éminiuose, ekstrahuojant
skirtingos koncentracijos etanoliu
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reiksmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy
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Atlikus §] bandymga nustatyta, kad placialapiy gysloCiy lapy ekstrahavimui tinkamiausias 50
proc. (v/v) etanolis. Atsizvelgiant ] gautus tyrimy rezultatus, tolimesniems tyrimams placialapiy
gyslociy lapy ekstrakcijai pasirinktas 50 proc. (v/v) etanolis.

Ekstrakcijos efektyvumo palyginamiesiems tyrimams placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy
ekstrakcija vykdyta skirtingais laiko intervalais (hnuo 10 min. iki 50 min.). Atlikus tyrimus nustatyta,
kad bendras fenoliniy junginiy kiekis jvairuoja nuo 33,69 mg/g iki 43,48 mg/g (3 pav). llginant
ekstrakcijos laikg iki 20 min. bendras fenoliniy junginiy kiekis didéja. Statistiskai reikSmingo skirtumo
tarp fenoliniy junginiy kiekio ekstraktuose, gautuose ekstrakcijg vykdant 20 min. ir 30 min.,
nenustatyta (p<0,05). Ekstrahuojant ilgiau nei 30 min. bendras fenoliniy junginiy kiekis ekstraktuose

mazéja.
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3 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) placialapiy gysloéiy lapy éminiuose, priklausomai
nuo ekstrakcijos laiko
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reiksmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy
Nustatyta, kad didZiausi fenoliniy junginiy kiekiai yra ekstraktuose, kurie gauti
placialapiy gyslo¢iy lapus ekstrahuojant 50 proc. (v/v) etanoliu 20 ir 30 min (atitinkamai, 42,59+0,22
mg/g ir 43,48+0,31 mg/g). Tolimesniems tyrimams pasirinktas trumpesnis ekstrakcijos laikas ir

ekstrakcija vykdyta 20 min.

3.2. Placialapiu gyslociu lapy fenoliniy junginiy kiekinés sudéties tyrimai

Augalinés kilmés maisto produktai, darzoveés, vaisiai, kaupia daug fenoliniy junginiy,
kurie pasiZymi antioksidantiniu, prieSuzdegiminiu, prieSvirusiniu, antibakteriniu, prieSvéziniu

poveikiais [25]. Mokslininky tyrimy duomenimis, fenoliniai junginiai pasiZymi stipresniu
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antioksidantiniu poveikiu, lyginant su kitais junginiais (karotenoidais, askorbo riigstimi, Troloksu)
[54]. Tyrimais jrodyta, kad zmogaus mityboje esant dideliems fenoliniy junginiy kiekiams, mazéja
létiniy ligy atsiradimo rizika [25]. Vertinant placialapiy gyslo¢iy lapy kokybe, norint naudoti
placialapiy gysloCiy lapus kaip fenoliniy junginiy S$altinj, labai svarbu nustatyti kiekine fenoliniy

junginiy sudétj.

Placialapiy gyslo¢iu lapuy bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas. Atlikti
keturiose skirtingose augavietése (MastaiCiy apylinkése, Naiviy apylinkése, Svédasy apylinkése,
Tiltagaliy apylinkése) surinkty placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy fenoliniy junginiy kiekinés sudéties
tyrimai. Placialapiy gyslo¢iy lapy fenoliniy junginiy bendro kiekio nustatymui pasirinktas
spektrofotometrinis tyrimo metodas, naudojant Folin - Ciocalteu reagenta. Gauti kiekinio tyrimo

rezultatai pateikiami 4 pav.
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4 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio (mg/g) jvairavimas placialapiy gyslociy lapy éminiuose,
surinktuose skirtingose augavietése
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reikSmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Fenoliniy junginiy kiekis placialapiy gyslo¢iy lapuose jvairuoja nuo 36,95 mg/qg iki 65,14
mg/g. Daugiausiai fenoliniy junginiy (p<0,05) nustatyta Kauno rajone, Mastai¢iy apylinkése rinkty
placialapiy gyslociy lapuose (65,14+0,47 mg/g). Maziau fenoliniy junginiy nustatyta Anyksciy rajone,
Svédasy apylinkése rinkty placialapiy gyslociy lapuose (48,82+0,35 mg/g). Maziausi fenoliniy
junginiy kiekiai (p<0,05) nustatyti Kupiskio rajone, Naiviy apylinkése rinkty placialapiy gyslociy
lapuose (37,84+0,27 mg/g) ir Panevézio rajone, Tiltagaliy apylinkése rinkty placialapiy gyslociy lapy
éminiuose (36,95+0,27 mg/g) (4 pav.). StatistiSkai reikSmingo skirtumo tarp bendro fenoliniy junginiy

kiekio placialapiy gyslociy lapy éminiuose, surinktuose Naiviy ir Tiltagaliy apylinkése, nenustatyta.
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Placialapiy gyslo¢iy lapy bendro flavonoidy kiekio nustatymas. Bendras flavonoidy
kiekis placialapiy gysloCiy lapuose nustatytas spektrofotometriniu metodu, naudojant aliuminio

chlorida. Gauti kiekinio tyrimo rezultatai pateikiami 5 pav.
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5 pav. Bendro flavonoidy kiekio (mg/g) jvairavimas placialapiy gysloc¢iy lapy éminiuose,
surinktuose skirtingose augavietése
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reik§mingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy
Flavonoidy kiekis tirtose augalinése zaliavose jvairuoja nuo 2,17 mg/g iki 2,29 mg/g. (5
pav.). Atlikus gauty rezultaty vidurkiy palyginima taikant ANOVA, statistiskai reik§mingo skirtumo

tarp bendro flavonoidy kiekio placialapiy gyslo€iy lapuose, surinktuose skirtingose augavietése

nenustatyta.

Placialapiy gyslo¢iy lapuy bendro o-dihidroksicinamono rigsties dariniu kiekio
nustatymas, naudojant Arnow reagenta. O-dihidroksicinamono rtgsties dariniy kiekis placialapiy
gyslociy lapy éminiuose nustatytas pagal Europos farmakopéjos straipsnj siauralapiam gyslociui, kuris
buvo pritaikytas tirti placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktams [11]. Gauti kiekinio tyrimo rezultatai

pateikiami 6 pav.
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6 pav. Bendro o-dihidroksicinamono riigsties dariniy kiekio (mg/g) jvairavimas placialapiy gysloéiy
lapy éminiuose, surinktuose skirtingose augavietése
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reiksmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Spektrofotometriniu  metodu placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktuose tirtas 0-
dihidroksicinamono riigSties dariniy kiekis, kuris iSreikStas akteozido ekvivalentais. Placialapiy
gyslo¢iy lapy ekstraktuose 0-dihidroksicinamono riigsties dariniy jvairuoja nuo 18,94 mg/g iki 23,40
mg/g. DidZiausias bendras 0-dihidroksicinamono riigsties dariniy kiekis (p<0,05) nustatytas
placialapiy gyslo¢iy lapuose, rinktuose Naiviy apylinkése (23,40+0,27 mg/g). Maziau o-
dihidroksicinamono riigSties dariniy rasta placialapiy gyslociy lapuose, rinktuose Mastaic¢iy apylinkése
(21,28+0,25 mg/g). Maziausiai 0-dihidroksicinamono rigsties dariniy (p<0,05) nustatyta placialapiy
gyslo¢iy lapy éminiuose, surinktuose Svédasy apylinkése (19,79+0,23 mg/g) ir Tiltagaliy apylinkése
(18,94+0,22 mg/g) (6 pav.).

Mokslininky atlikty tyrimy duomenimis, plantamajozido placialapiy gyslo¢iy lapuose
randama nuo 14,18 mg/g iki 23,63 mg/g (sausos medziagos) [45]. Panasus o-dihidroksicinamono
rugsties dariniy kiekis randamas misy tirtuose placialapiy gyslociy lapy éminiuose.

Atlikus fenoliniy junginiy sudéties placialapiy gyslociy lapy éminiuose tyrimus nustatyta,
kad skirtingose augavietése rinkty lapy éminiy fenoliniy junginiy kiekiné sudétis skiriasi. Siekiant
jvertinti  skirtingose augavietése rinkty placialapiy gyslo¢iy lapy fenoliniy junginiy sudéties
panasumus, atlikta hierarchiné klasteriné analizé. Atlikus hierarchine klastering analize, placialapiy

gyslo¢iy lapy éminiai pasiskirsté j 2 klasterius (7 pav.)
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7 pav. Placialapiy gysloCiy lapy éminiy, surinkty skirtingose augavietése, panasSumo pagal fenoling
Jjunginiy sudétj dendrograma

I klasteriui priskirti placialapiy gyslociy lapy éminiai, surinkti Svédasy apylinkeése,
Tiltagaliy ir Mastaiciy apylinkése. II klasteriui priskirti gysloc¢iy lapy éminiai, surinkti Naiviy
apylinkése. Antram klasteriui priskirtuose placialapiy gyslo¢iy lapy éminiuose yra statistiSkai
reik§Smingai didesni (p<0,05) o-dihidroksicinamono riigSties dariniy kiekiai. Pirmojo klasterio
placialapiy gyslo€iy lapy éminiuose yra didesni fenoliniy junginiy kiekiai.

Kiekinés sudéties tyrimy metu nustatyta, kad placialapiy gyslo¢iy lapy éminiuose,
rinktuose skirtinguose Lietuvos rajonuose, yra gana gausiai kaupiami fenoliniai junginiai, flavonoidai,
0-dihidroksicinamono riigsties dariniai. Remiantis gautais rezultatais galima sakyti, kad norint surinkti
daugiau fenoliniy junginiy turinius placialapiy gyslo€iy lapus, turéty biiti pasirinkta nattirali augavieté
Kauno rajone, Mastai¢iy apylinkése. Norint didesnio flavonoidy, o0-dihidroksicinamono rtigsties
dariniy kiekio, tikslinga placialapiy gyslo¢iy lapus rinkti natiiralioje augavietéje, KupiSkio rajone,

Naiviy apylinkése.

3.3. Placialapiy gyslociy lapy ekstrakty antioksidantinio aktyvumo jvertinimas

spektrofotometriniu metodu

Fenoliniai junginiai yra antioksidantai, padedantys S$alinti laisvuosius radikalus i

organizmo [3]. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad etanoliniai placialapiy gyslociy lapy ekstraktai
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pasizymi antioksidantiniu poveikiu [44]. Svarbu iStirti placialapiy gyslo¢iy lapy antioksidantinj
aktyvumg, norint issiaiskinti ar Lietuvoje auganciy placialapiy gysloCiy lapy ekstraktus galima
pritaikyti létiniy ligy, sukeliamy padidéjusio laisvyjy radikaly kiekio organizme, gydymui ir
profilaktikai.

Placialapiy gyslo¢iu lapuy ekstrakty antiradikalinio aktyvumo nustatymas,
naudojant ABTS metoda. Taikant spektrofotometrini ABTS metoda, nustatyta, kad placialapiy
gysloc¢iy lapy ekstrakty antiradikalinis aktyvumas jvairuoja nuo 260,34 pumol TE/g iki 271,49 pumol
TE/g (8 pav.).
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8 pav. Spektrofotometriniu ABTS metodu nustatytas placialapiy gyslociy lapy ekstrakty
antiradikalinis aktyvumas
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reiksmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy
Atlikus gauty rezultaty vidurkiy palyginimg taikant ANOVA, statistiSkai reik§mingo

skirtumo tarp placialapiy gysloCiy lapy éminiy, surinktuose skirtingose augavietése, ekstrakty

antioksidantinio aktyvumo nenustatyta.

Placialapiy gyslo¢iy lapuy ekstrakty antiradikalinio aktyvumo nustatymas,
naudojant DPPH metoda. Antiradikalinis aktyvumas tirtuose skirtingy Lietuvos rajonuose rinkty
placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktuose, nustatytas naudojant spektrofotometrini DPPH metoda,
jvairuoja nuo 237,20 pmol TE/g iki 239,01 pmol TE/g (9 pav.).
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9 pav. Spektrofotometriniu DPPH metodu nustatytas placialapiy gyslociy lapy ekstrakty
antiradikalinis aktyvumas
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reik§mingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy
Atlikus gauty rezultaty vidurkiy palyginima, taikant ANOVA, statistisSkai reikSmingo
skirtumo tarp placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy, surinkty skirtingose augavietése, ekstrakty

antioksidantinio aktyvumo nenustatyta.

Placialapiuy gyslo¢iu lapy ekstrakty redukcinio aktyvumo nustatymas, naudojant
FRAP metoda. Atliktas placialapiy gyslociy lapy éminiy ekstrakty redukcinio aktyvumo tyrimas,
taikant spektrofotometrinj FRAP metodg. Nustatyta, kad placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy ekstrakty
redukcinis aktyvumas jvairuoja nuo 262,80 umol TE/g iki 307,78 pumol TE/g (10 pav.). Stipriausias
antioksidantinis aktyvumas (p<0,05) nustatytas Mastaiciy apylinkése rinktuose placialapiy gyslociy
lapuose (307,78+3,55 umol TE/g). Silpnesnis antioksidantinis aktyvumas nustatytas Svédasy
apylinkése rinktuose placialapiy gyslociy lapuose (287,90+£3,32 umol TE/g) ir Naiviy apylinkése
rinktuose placialapiy gyslociy lapuose (277,45+3,20 pumol TE/g). Silpniausias antioksidantinis
aktyvumas (p<0,05) nustatytas Tiltagaliy apylinkése rinktuose placdialapiy gyslociy lapuose
(262,80£3,03 pmol TE/g) (10 pav.).
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10 pav. Spektrofotometriniu FRAP metodu nustatytas placialapiy gyslociy lapy ekstrakty
redukcinis aktyvumas
*Skirtingos raidés parodo statistiskai reiksmingus (p<0,05) skirtumus tarp éminiy

Siekiant jvertinti koreliacinj rysj, tarp placialapiy gysloCiy lapy ekstraktuose nustatyty
fenoliniy junginiy kiekiy ir antioksidantiniy aktyvumy apskaiciuotas Spirmeno koreliacijos
koeficientas. StatistiSkai reikSmingy koreliacijy tarp fenoliniy junginiy kiekio ir antioksidantinio
aktyvumo nenustatyta. Galima manyti, kad antiradikalinj aktyvumg placialapiy gyslociy lapy
ekstraktuose lemia kiti, netirti biologiSkai aktyviis junginiai.

Apibendrinant gautus rezultatus, atlikus antioksidantinio aktyvumo tyrimus in vitro
nustatyta, kad stipriausiu antioksidantiniu aktyvumu pasiZymi placialapiy gyslo€iy lapai rinkti
Mastaiciy ir Tiltagaliy apylinkése. Remiantis uZsienio mokslininky ir misy atlikty tyrimy duomenimis,
galima teigti, kad placialapiy gyslo¢iy lapuose yra gausu natiiraliy antioksidanty. Itraukus placialapiy
gyslociy lapus, jy ekstraktus | kasdienés mitybos raciong, galéty biiti sumazinta rizika oksidacinio

streso sukeliamy létiniy ligy atsiradimui.
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4. ISVADOS

. Atlikti ekstrakcijos salygy (etanolio koncentracijos ir ekstrakcijos trukmés) parinkimo tyrimai.
Nustatyta, kad daugiausiai fenoliniy junginiy 1§ placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy
iSekstrahuojama naudojant 50 proc. v/v etanolj, ekstrakcija ultragarso poveikyje vykdant 20
min.

. Atlikus fenoliniy junginiy kiekinés sudéties tyrimus, nustatyta, kad augavieté¢ turi jtakos
bendram fenoliniy junginiy kiekiui placialapiy gysloCiy lapuose. Nustatyta, kad fenoliniy
junginiy kiekis, skirtinguose Lietuvos rajonuose rinkty, placialapiy gyslo¢iy lapuose jvairuoja
nuo 36,95 mg/g iki 65,14 mg/g. Daugiausiai fenoliniy junginiy (p<0,05) nustatyta Kauno
rajone, Mastai¢iy apylinkése rinktuose pla¢ialapiy gyslo¢iy lapuose (65,14+0,47 mg/g). Siaurés
Lietuvoje rinktuose placialapiy gysloc¢iy lapy éminiuose fenoliniy junginiy kiekiai yra mazesni
(p<0.05).

Spektrofotometriniu metodu, kaip reagenta naudojant aliuminio chlorida, nustatyta, kad
suminis flavonoidy kiekis placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktuose jvairuoja nuo 2,17 mg/g iki
2,29 mg/g. Statistiskai reikSmingo skirtumo tarp bendro flavonoidy kiekio placialapiy gyslociy
lapy éminiuose, surinktuose skirtingose nattiraliose augavietése, nenustatyta.
Spektrofotometriniu metodu nustatyta, kad bendras o-dihidroksicinamono raigsties dariniy
Kiekis placialapiy gyslo¢iy lapuose jvairuoja nuo 18,94 mg/g iki 23,40 mg/g. Didziausias o-
dihidroksicinamono rugsties dariniy kiekis (p<0,05) nustatytas KupiSkio rajone, Naiviy
apylinkése rinktuose plac¢ialapiy gyslo¢iy lapuose (23,40+0,27 mg/g). Maziausiai (p<0,05) o-
dihidroksicinamono rigsties dariniy nustatyta AnyksSCiy rajone, Svédasy apylinkése
(19,79+0,23 mg/g) ir Panevézio rajone, Tiltagaliy apylinkése (18,94+0,22 mg/g) rinktuose
placialapiy gysloc¢iy lapuose.

. Atlikti placialapiy gyslociy lapy ekstrakty antioksidantinio aktyvumo tyrimai. Nustatyta, kad
placialapiy gyslociy lapy ekstraktuose antiradikalinis aktyvumas jvairuoja nuo 260,34 pmol
TEasTs/g iki 271,49 pumol TEagts/g, nuo 237,20 umol TEpppn/g iki 239,01 umol TEpppu/g ir
nuo 262,80 umol TErrap/g iki 307,78 pumol TErrap/g. StatistiS$kai reik§mingo skirtumo tarp
placialapiy gyslo¢iy lapy éminiy, surinkty skirtingose augavietése ir tarp ekstrakty
antiradikalinio aktyvumo, nenustatyta. Stipriausiu redukciniu aktyvumu (p<0,05) pasizymi

Mastaiciy apylinkése rinkti placialapiy gyslo¢iy lapai (307,78+3,55 umol TE/g).
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5. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Atlikti placialapiy gyslociy lapy antioksidantinio aktyvumo tyrimai rodo, kad Zaliava yra gausi
antioksidantiniu aktyvumu pasizymin¢iy medziagy. Placialapiy gyslo¢iy lapy ekstraktai gali
biti perspektyvi zaliava maisto papildams, pasizymintiems antioksidantiniu poveikiu.

Siekiant detaliau jvertinti placialapiy gyslociy lapy biologiskai aktyviy junginiy kokybinés ir
kiekinés sudéciy jvairavimus Lietuvoje, reikéty istirti placialapiy gyslociy lapy éminius i$
daugiau skirtingy Lietuvoje esanciy naturaliy augavieciy.

Siekiant iSsiaiSkinti biologiSkai aktyviy junginiy placialapiy gysloCiy lapuose, kokybine ir
kieking sudétis, tikslinga placialapiy gysloCiy zaliava istirti pritaikant labiau selektyvius

analizés metodus, tokius kaip efektyvioji skys¢iy chromatografija.
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