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SANTRAUKA

A Stankaitytés magistro baigiamasis darbas/ mokslinis vadovas dr. Audronis Lukosius; Lietuvos
sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos, Farmacijos fakulteto, Farmakognozijos katedra. —
Kaunas

Pavadinimas: Fenoliniy junginiy analizé dilgéliy (Urtica dioica L.) Saknyse, stiebuose ir lapuose.
Raktiniai ZodZiai: Urtica dioica, dilgélé, fenoliniai junginiai, hidroksicinamono riigsties dariniai,
flavonoidai, spektrofotometrija, ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija, antioksidacinis aktyvumas.
Tyrimo objektas ir metodai: Didziyjy dilgéliy lapai, stiebai ir Saknys rinkti skirtinguose Lietuvos
regionuose ir vegetacijos laikotarpio metu. Bendras fenoliniy junginiy, hidroksicinamono riigsties
dariniy, flavonoidy kiekis ir antioksidacinis aktyvumas nustatytas UV-VIS spektrofotometriniu analizés
metodu. Kokybiné ir kiekiné fenoliniy junginiy sudéties analiz¢ atlikta taikant UESC/MS metoda.
Tyrimo tikslas: nustatyti nattiraliai Lietuvoje auganciy didziyjy dilgéliy (Urtica dioica L.) kaupiamy
fenoliniy junginiy kokybing ir kieking sudétj bei jvertinti antioksidacinj aktyvuma.

Tyrimo uzdaviniai: parinkti didziyjy dilgéliy $akny, stieby ir lapy fenoliniy junginiy ekstrakcijos
salygas. Nustatyti bendrg fenoliniy junginiy, flavonoidy ir hidroksicinamono rugsties dariniy kiekj
Urtica dioica L. lapy, stieby ir $akny ekstraktuose vegetacijos metu bei zaliavose surinktose i$ skirtingy
Lietuvos augavie¢iy. Nustatyti didziyjy dilgéliy éminiy ekstrakty antioksidantinj aktyvumag, jvertinti
koreliacinius rySius tarp didZiosios dilgélés éminiuose kaupiamo fenoliniy junginiy kiekio ir ekstrakty
antioksidantinio aktyvumo. Ivertinti didziosios dilgélés lapy, stieby ir Sakny fenoliniy junginiy kokybine
ir kiekine sudétj ultracfektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu.

Tyrimo rezultatai ir i§vados: Bendras fenoliniy junginiy kiekis lapuose vegetacijos metu svyruoja nuo
64,90 0,54 mg/g iki 114,80+0,80 mg/g, skirtingose augimvietése nuo 122,95+4,98 mg/g iki
154,97+1,68 mg/g. Lapuose flavonoidy kiekis vegetacijos metu jvairuoja nuo 11,47+0,11 mg/g iki
16,27 + 0,16 mg/g, skirtingose augavietése nuo 11,04 + 0,41 mg/g iki 20,16 + 0,16 mg/g. Stiebuose ir
Saknyse fenoliniy junginiy kiekiai statistiSkai reikSmingai mazesni, nei lapuose. Vidutinis bendras
hidroksicinamono riigsties dariniy kiekis lapuose yra 23,87 mg/g, stiebuose — 3,37 mg/g,
Saknyse — 2,74 mg/g. Stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu, pasizyméjo Jurbarko raj. Girdziuose ir
Rokiskyje surinkty dilgéliy lapy ekstraktai. Nustatytas labai stiprus koreliacijos rySys tarp bendro
fenoliniy junginiy kiekio ir antioksidacinio aktyvumo, nustatyto FRAP metodu (0,975, p<0,05).
UESC/MS metodu didziyjy dilgéliy zaliavose identifikuoti Sie junginiai: chlorogeno riigstis, chino

ragstis, kavos riigstis, kumaro ragstis, rutinas, izokvercitrinas, izoramnetin-3-O-rutinozidas.



SUMMARY

The title of the master thesis: Phenolic compounds analysis of roots, stalks and leaves of nettle (Urtica
dioica L.)

Key words: Urtica dioica, nettle, phenolic compounds, hidroxycinnamic acid derivatives, flavonoids,
spectrophotometry, ultrahigh performance liquid chromatography, antioxidant activity.

The object and methods of the research: the samples of roots, stalks and leaves of Stinging nettle
collected during vegetation period and from various regions of Lithuania. Total phenolic compounds
amount, total hidroxycinnamic acid derivatives amount, total flavonoids amount and antioxidant activity
were determined by UV — VIS spectrophotometric analysis method. The qualitative and quantitative
analysis of phenolic compounds was performed by UHPLC/MS method.

The aim of the research: to determine the qualitative and quantitative composition of phenolic
compounds of roots, stalks and leaves of Stinging nettle, which grow in Lithuanian climatic conditions
and to evaluate the antioxidant activity of their extracts.

The objectives of the research: to select the extraction conditions of phenolic compounds from the
samples of roots, stalks and leaves of Stinging nettle. To determine total phenolic compounds, total
hidroxycinnamic acid derivatives and total flavonoids content variation in the samples of roots, stalks
and leaves of Stinging nettle collected during vegetation period and from various regions of Lithuania.
To determine the antioxidant activity and correlation between the phenolic compounds content in the
samples of Stinging nettle and the antioxidant activity of their extracts. To evaluate the qualitative and
quantitative composition of phenolic compounds in samples of roots, stalks and leaves of Stinging nettle
by UHPLC methodology.

The results and conclusions of the research: Total phenolic compounds amount in leaves of Stinging
nettle varies from 64,90+0,54 mg/g to 114,80+0,80 mg/g during vegetation period and from
122,95+4,98 mg/g to 154,97+1,68 mg/g in different regions of Lithuania. During vegetation period total
flavonoids amount in leaves of Stinging nettle varies from 11,47 + 0,11 mg/g to 16,27+0,16 mg/g, and
in different regions of Lithuania varies from 11,04+0,41 mg/g to 20,16+0,16 mg/g. Total phenolic
compounds amount in stalks and roots of Stinging nettle was significantly lower than in leaves. The
average amount of hydroxycinnamic acid derivates in leaves — 23,87 mg/g, stalks — 3,37 mg/g, roots —
2,74 mg/g. The strongest antioxidant activity was determined in extracts of leaves, cultivated in
Jurbarkas reg., Girdziai and in Rokiskis town. The strongest correlation was determined between the
total amount of phenolic compounds and antioxidant activity, which was measured by FRAP method
(0,975, p<0,05). The seven phenolic compounds (chlorogenic, quinic, caffeic and coumaric acids, rutin,

isoquercitrin, isorhamnetin-3-O-rutinoside) were identified and quantified by UHPLC/MS method.



SANTRUMPOS

ANOVA - vienfaktoriné dispersiné analiz¢;

ABTS - 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigstis);
CRE - chlorogeno rugsties ekvivalentas;

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo radikalas;

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija;

FRAP — gelezies (I1I) jony redukcijos antioksidantiné galia;
GRE — galo riigsties ekvivalentas;

HepG2 — zmogaus kepeny vézio linijos lgstelés;

IL-6 — interleukinas-6;

NF-kB — branduolio transkripcijos faktorius;

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidas;
RE — rutino ekvivalentas;

TE — trolokso ekvivalentas;

TPTZ — 2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazinas;

UESC - ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija.



IVADAS

Oksidacinis stresas yra vienas i$ pagrindiniy veiksniy, sukelianc¢iy létines ir degeneracines ligas,
tokias kaip vezys, Sirdies ir kraujagysliy ligos, artritas, autoimuniniai sutrikimai, neurodegeneracinés
ligos, sen¢jimas. Pastaraisiais metais susirgimy létinémis bei degeneracinémis ligomis Europoje ir
visame pasaulyje vis daugéja, todél itin svarbu laiku jas diagnozuoti ir pradéti gydyma. Viena i$
priemoniy gydymui — augaliniai vaistiniai preparatai.

Didziosios dilgélés (Urtica dioica L.) lapai ir Saknys jtraukti j Europos farmakopéja, kaip
vaistinés augalinés Zaliavos. Senovéje daugelyje Saliy $is augalas buvo vartojamas reumatiniy ligy
gydymui [1]. Siuo metu didZioji dilgélé yra vartojama ne tik liaudies medicinoje ar maisto pramongje,
bet taip pat farmacijos ir kosmetikos pramonéje. Sis augalas kaupia daug naudingy biologiskai aktyviy
medziagy — fenolinius junginius, sterolius, taninus, vitaminus ir mineralus, organines riigstis [1, 2].
Fitocheminiu pozitriu vieni reikSmingiausiy yra fenoliniai junginiai. IStirta, jog jie pasizymi
antioksidaciniu, prieSuzdegiminiu, prieSvirusiniu, antibakteriniu, prieSvéziniu, kardioapsauginiu
poveikiais [1].

Pasaulyje atlikta daug didziyjy dilgéliy sudéties ir gydomojo poveikio tyrimy, skiriamas
démesys antioksidaciniams $io augalo tyrimams. Lietuvoje istirti didziyjy dilgéliy lektinai, nustatyta jy
Kiekiné sudétis ir biologinis aktyvumas, taciau fenoliniy junginiy ir jy antioksidacinio aktyvumo tyrimy
triksta.

Fenoliniy junginiy kokybiné ir Kiekiné sudétis priklauso nuo klimato salygy, augalo augimo
vietos, vegetacijos periodo. Atsizvelgiant j tai, yra naudinga istirti $iy parametry jtaka fenoliniy junginiy
kiekinei sudéciai. Gauti tyrimy rezultatai suteiks Ziniy apie didziyjy dilgéliy fenoliniy junginiy sudéties
ir antioksidacinio aktyvumo jvairavimg Zzaliavose, surinktose vegetacijos laikotarpiu ir skirtingose
Lietuvos vietoveése.

Sio darbo tikslas: nustatyti natiraliai Lietuvoje auganéiy didziyjy dilgéliy (Urtica dioica L.)

kaupiamy fenoliniy junginiy kokybing ir kieking sudétj bei jvertinti antioksidacinj aktyvuma.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: nustatyti vegetacijos laikotarpiu ir skirtinguose Lietuvos regionuose natiraliai
auganciy dilgéliy (Urtica dioica L.) sakny, stieby ir lapy fenoliniy junginiy kokybing, Kieking sudétj ir

jvertinti antioksidacinj aktyvuma.

Darbo uzdaviniai:

1. Parinkti didziyjy dilgéliy Sakny, stieby ir lapy fenoliniy junginiy optimalias ekstrakcijos sglygas.

2. Nustatyti Lietuvos nattiraliose augavietése auganciy didziyjy dilgéliy Sakny, stieby ir lapy
méginiuose suminj flavonoidy, bendrg fenoliniy junginiy ir hidroksicinamono riig§ties dariniy
kiekj.

3. Nustatyti fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekio jvairavima dilgéliy Sakny, stieby ir lapy
méginiuose vegetacijos laikotarpiu.

4. Istirti didziyjy dilgéliy fenoliniy junginiy kokybing ir kiekine sudétj ultraefektyviosios skyséiy
chromatografijos metodu.

5. Nustatyti didziyjy dilgéliy Sakny, stieby ir lapy antioksidacinio aktyvumo jvairavimg vegetacijos
laikotarpiu ir skirtingose Lietuvos augavietése.

6. Ivertinti koreliacinius rySius tarp didziyjy dilgéliy méginiy fenoliniy junginiy kiekio ir jy iStrauky

antioksidacinio aktyvumo.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Didziyjy dilgéliy (Urtica dioica L.) morfologiniai poZymiai ir paplitimas

Didzioji dilgélé (Urtica dioica L.) — dilgéliniy (Urticaceae) seimos daugiametis 60—150 cm
aukscCio zolinis augalas, apauges dilginamaisiais plaukeliais (1 pav.). Lapai prieSiniai, ovalios arba
kiausiniskos formos, dantytais krastais, smailéjancia virSine. Lapo virSutiné pusé yra tamsiai zalios,
apatiné pilksvai zalios spalvos. Stiebas keturbriaunis, stacias, siekia iki 1 m aukscio. Lapai ir stiebai
apaugg trapiais dilginamaisiais plaukeliais, savo sudétyje turinéiais dirginan¢iy medziagy. Sakniastiebis
briaunuotas, ilgas, geltonos spalvos. Vaisius — ovalios formos rieSutélis. Didzioji dilgélé yra dvinamis
augalas — vyriski ir moteriski ziedai susidaro ant skirtingy augaly [1, 2].

Didzioji dilgelé zydi birzelio—spalio ménesiais, séklos sunoksta liepos—spalio ménesiais.
Dauginasi séklomis bei Sakniastiebiais. Vaistinei Zzaliavai vartojama dilgeliy zolé renkama
birzelj— rugpjiitj, Saknys anksti pavasarj arba vélai rudenj, vaisiai renkami liepg—rupjitj [2].

Sis augalas auga vidutinio klimato juostoje,
daugelyje Europos Saliy, Azijoje, JAV, Kanadoje,
Afrikoje, Piety Amerikoje, Australijoje. Indijoje
esanciuose Himalajy kalnuose dilgéliy randama net
3000 metry aukstyje. Lietuvoje tai labai paplites ir
daznas augalas, auga drégnose ir derlingose vietose,
miskuose, patvoriuose, soduose, pievose [2, 3].

Pagal Europos farmakopé¢ja, kaip vaistiné

augaliné Zaliava vartojami didziyjy dilgéliy lapai ir

Saknys, nuodzitivio Siose zaliavose gali buti ne

1 pav. DidZioji dilgélé (Urtica dioica L.)

daugiau kaip 12 proc. [4].

1.2. Didziyjy dilgéliy biologiSkai aktyvios medZiagos

Mokslin¢je literatiiroje yra pateikta nemaZzai didZiyjy dilgéliy fitocheminés sudéties tyrimy.
Biologiskai aktyvios medziagos dilgélése nustatytos taikant dujy chromatografijos [5, 6], efektyviosios
skys¢iy chromatografijos [7, 8], atvirkStiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos [9, 10]

metodus. Apzvelgus literatiira, jvertinta Urtica dioica L. antzeminés dalies ir Sakny fitocheminé sudétis.
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AntZzeminé dalis:

Flavonoidai:  rutinas, kemferolio-3-O-rutinozidas, izoramnetinas, izoramnetino-3-O-
gliukozidas, kvercetinas.

Organinés rugstys: kavos riigstis ir jos esteriai, ferulo riigtis, chlorogeniné ruigstis, chino,
citrinos, fumaro, siringo, galo ir fosforo rugstys, skruzdziy, salicilo, oksalo, fosforo riigstys.
Mineralai ir mikroelementai: kalcis (853-1050 mg/100 g), kalis (532-613 mg/100g),
magnis (175 mg/100g), fosforas (50-265 mg/100g), gelezis (2—200 mg/100g), natris (16—
58 mg/100 g), siera, cinkas, manganas, varis, nikelis, selenas.

Eteriniai aliejai: karvakrolis (38,2 proc.), karvonas (9,0 proc.), naftalenas (8,9 proc.),
anetolis (4,7 proc.), heksahidrofarnesil acetonas (31,20 proc.), a-jononas (4,04 proc.),
geranilacetatas (2,9 proc.).

Vitaminai: A, B, Bs, B, K, C.

Karotinoidai: liuteinas, B-karotinas, ksantofilas [11, 12, 13, 14, 15, 18].

Dilginimo pojiti sukelia lapy trichomose esan¢ios medziagos: acetilcholinas, histaminas,

serotoninas, leukotrienai, skruzdziy rigstis, silicis [16]. Pakistano mokslininkai i8skyr¢ ir identifikavo

naujg fenolinj junginj didziyjy dilgéliy etilacetato ekstrakte — diokanolj [17].

Saknys:

1.3.

Polisacharidai: gliukanai, arabinogalaktanai, ramnogalakturonai.

Flavonoidai: miricetinas, kvercetinas, kemferolis, rutinas, kemferolio-3-O-rutinozidas,
izoramnetinas.

Lektinai: specifinis Urtica dioica L. agliutininas (UDA), sudarytas i§ 89 aminorags¢iy.
Fitosteroliai: B-sitosterolis, B-sitosterolio-3-O-B-gliukozidas, stigmasterolis.

Lignanai: sekoizolaricirezinolis, pinorezinolis, 3,4-divanililtetrahidrofuranas.

Kumarinai: skopoletinas [19, 20, 21].

Didziyju dilgéliy Zaliavy preparaty farmakologinés savybés

Nuo seniausiy laiky Zmonés naudojo Sviezias dilgéles reumatoidinio artrito, raumeny

paralyZiaus, juosmens ir nugaros skausmo mazinimui [13]. Liaudies medicinoje didZiyjy dilgéliy

preparatai taip pat vartojami palengvinti pilvo skausma, pykinimg, viduriavimg. Preparatai vartojami

Slapimo taky infekcijy gydymui, turi diuretinj poveikj, stabdo kraujavima. ISoriSkai lapy ir stieby

nuoviras padeda gydant odos ligas, podagra, stiprinant plaukus, slopinant reumatinius ir neuralginius
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skausmus. Sirupas pagamintas 1§ Sakny ar lapy sul¢iy sumazina bronchy ir astmos sutrikimus. Manoma,

jog dilgeliy sultys stimuliuoja vir§kinimo sistemg ir pieno laktacijos procesa [2, 22, 23].

Antidiabetinis poveikis: Tradicinéje medicinoje diabeto gydymui vartojami didZiosios
dilgélés lapai. Nustatyta, jog dilgéliy lapy ekstraktai pasizymi PPAR-alfa agonistiniu, a-gliukozidaze
inhibuojanciu bei insulino sekrecijg skatinanciu poveikiu [24]. Cholinas, esantis dilgéliy lapy ekstrakte,
padeda iSvengti daznos diabeto komplikacijos — ateroskleroziniy ploksteliy susidarymo kraujagysliy
sienelése [15]. Klinikinio tyrimo, kurio metu buvo jvertintas didziyjy dilgéliy ekstrakto poveikis ir
efektyvumas gydant cukrinj diabeta, rezultatai parodé, jog dilgéliy lapy ekstraktas reikSmingai sumaZzina
cukriniu diabetu sergan¢iu zmoniy gliukozés bei glikozilinto hemoglobino kieki kraujyje, nesukelia
toksinio poveikio tiriamyjy inkstams ir kepenims, padidina insulino koncentracija kraujyje; vartojant
dilgéliy lapy ekstrakta suaktyveja B-lasteliy funkcija ir jautrumas insulinui [25]. Taip pat nustatyta, jog
didziosios dilgélés lapy ekstraktai turi potencialy antilipideminj poveikj sumazindami cholesterolio,
lipidy ir lipoproteiny koncentracijg kraujyje [26, 27]. Urtica dioica L. ekstraktas turi teigiamg poveikj
kitai daznai diabeto komplikacijai — arterinei hipertenzijai. Nustatyta, jog didziosios dilgélés lapy
ekstraktas sukelia hipotenzinj poveikj. IS endotelio iSsiskyres azoto oksidas ir kalio kanaly atsidarymas
sukelia vazorelaksacinj poveikj, kurio metu sumazéja kraujo spaudimas [28]. Taigi, didziyjy dilgéliy
ekstrakta rekomenduojama vartoti kaip antioksidanta papildomam diabeto gydymui, nes jis gali
sumazinti Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligy bei kity komplikacijy atsiradimo rizika [29].

Poveikis gérybinei prostatos hiperplazijai. Atlikti klinikiniai tyrimai rodo, kad dilgéliy $akny
ekstraktas sumazina padidéjusig prostata ir palengvina su §ia liga susijusius simptomus. UZ §j poveikj
atsakingi dilgéliy Saknyse esantys lektinai, polisacharidai, steroliai ir lignanai. Sios medZiagos blokuoja
Sa-reduktazés fermenty aktyvumg, slopina testosterono virtimg dihidrotestosteronu. Sumazéjes
dihidrotestosterono jungimasis prie androgeny receptoriy lemia prostatos uzdegimo ir paburkimo
sumazéjima. Taip pat teigiama, jog lignanai, esantys dilgéléje, slopina lytinius hormonus sujungiancio
globulino prisijungimg prie jo receptoriy Zmogaus prostatos lasteliy membranoje. Tuo tarpu
polisacharidai ir lektinai slopina rysj tarp epidermio augimo faktoriaus ir jo receptoriy, 1étéja prostatos
lasteliy metabolizmas, slopinamas ir jy augimas. Lektinai taip pat prisideda prie antiproliferacinés ir
prieSuzdegiminés veiklos prostatoje [30, 31, 32, 33]. Atliktame klinikiname tyrime 558 pacientai (55—
72 mety amZiaus) 6 ménesius tris kartus per dieng vartojo 120 mg didziyjy dilgéliy Sakny ekstraktg arba
placeba. 81 proc. pacienty, vartojusiy dilgéliy Sakny ekstrata, nustatytas apatiniy Slapimo taky simptomy
pageréjimas, palyginti su 16 proc. placebo grup¢je. Tiriamojoje grupéje taip pat reikSmingai sumazgjo
tarptautinés prostatos simptomy skalés baly suma, prostatos specifinio antigeno kiekis kraujyje bei
prostatos dydis [34].

Antibakterinis ir antimikrobinis poveikis. Atlikta tyrimy, jrodanc¢iy dilgéliy antibakterinj

aktyvumg. Antibakterinis Urtica dioica L. antzeminés dalies etanolinio ekstrakto aktyvumas in vitro
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prie$ aStuonias skirtingas bakterijy padermes atliktas taikant Kirby-Bauer indikatoriniy disky metoda.
Rezultatai parode, jog didziyjy dilgéliy ekstraktas yra veiksminga antibakteriné priemoné prie§ S.
aureus, E. coli ir S. epidermidis padermes [35]. Metanolinis Urtica dioica L. lapy ekstraktas pasizymi
antibakteriniu poveikiu prie§ meticilinui atsparius S. aureus patogenus [36, 37]. Gulcin ir kt. atlikto
tyrimo metu, buvo tirtas didziyjy dilgéliy lapy vandeninio ekstrakto antimikrobinis aktyvumas prie$
devynis skirtingus mikrobus (E. coli, S. aureus, Citrobacter koseri, S. pneumonia, P. aeruginosa,
Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, M. luteus, S. epidermidis) ir grybelj (Candida albicans).
Tyrimo rezultatai parodé, jog Urtica dioica L. ekstraktas pasizyméjo antimikrobiniu aktyvumu pries§
daugelj mikroby rusiy, o stipriausiai veiké S. aureus bakterijas [38].

PrieSuzdegiminis poveikis. PrieSuzdegiminis didziyjy dilgéliy aktyvumas dazniausiai
siejamas su jy vartojimu gydant artrita ir alerginj rinita. In vitro tyrimas patvirtino didziyjy dilgéliy lapy
prieSuzdegimines savybes alerginio rinito atveju ir nustaté, kad veikimo mechanizmas yra pagristas
ciklooksigenaziy slopinimu ir putliyjy lasteliy triptazés inhibavimu. Tai lemia sumazgjusj uzdegimo
mediatoriy prostaglandiny ir citokiny kiekj [40]. Atliktame klinikiname tyrime nustatyta, jog dilgéliy
lapy ekstraktas lyginant su placebu zenkliai sumazino alerginio rinito sukeltus simptomus, o tiriant
nosies sekreta pastebétas reikSmingas eozinofily kiekio sumazéjimas [41]. Gydant artritg, Urtica
dioica L. lapy ekstrakto priesuzdegiminis poveikis lemia NF-kB faktoriaus, atsakingo uz uzdegimo
mediatoriy susidarymg ir geny raiska, slopinima [42]. Johnson ir kt. istyré dilgéliy Sakny, stieby, lapy
ir ziedy ekstrakty prieSuzdegiminj aktyvuma, atlieckant NF-kB liuciferazés ir MTT citotoksiskumo
tyrimus. Rezultatai patvirtino, jog didziyjy dilgéliy ekstrakty sudétyje yra biologiskai aktyviy junginiy,
lemianciy ekstrakty prieSuzdegiminj aktyvuma [43]. Urtica dioica L. lapy ekstraktas parodé reikSminga
efektyvuma ir 2 tipo cukriniu diabetu serganéiy pacienty uzdegiminiams rodikliams. 8 savaites vartojant
100 mg/kg dilgéliy lapy ekstrakto, zenkliai sumazéjo interleukino 6 (IL-6) ir didelio jautrumo C-
reaktyvaus baltymo kiekiai [44, 43].

Hepatoprotekcinis poveikis. Urtica dioica L. ekstrakte esanti ferulo riigstis pasizymi
hepatoprotekciniu poveikiu CCls sukeltam hepatotoksiniam poveikiui in vitro HepG?2 lastelése ir in vivo
ziurkése [45]. Didziyjy dilgéliy lapy ekstraktas sumazina alanino transaminazés, aspartato
transaminazés, Sarminés fosfatazés, kreatinino, bendro bilirubino kiekius kepenyse [46, 47]. Didziyjy
dilgéliy sékly ekstraktas veikia hepatoprotekciskai kepeny pazeidimams, atsiradusiem dél iSemijos-
reperfuzijos, padidindamas paraoksonazés, arilesterazes ir kepeny fermento katalazés aktyvuma [48].

Antioksidacinis poveikis. Dilgéliy ekstraktuose yra biologiSkai aktyviy junginiy, atsakingy uz
antioksidacinj aktyvuma. Vandeniniai 50, 100 ir 250 pg dilgeliy lapy ekstraktai sukélé linolo riigsties
emulsijos peroksidacijos slopinimg atitinkamai 39, 66 ir 98 proc., tuo tarpu 60 pg/ml tokoferolio sukele
tik 30 proc. slopinimg. Dilgéliy ekstraktas pasizymi didele redukcine galia, laisvyjy ir superoksido

radikaly suriSimu, vandenilio peroksido suriSimu, metaly chelatiniu aktyvumu [38, 49]. DidZiyjy dilgéliy
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antioksidacinis aktyvumas panasus j tokoferolio, askorbo ragsties, butilinto hidroksianisolo. Veikiant
Sio vaistinio augalo ekstraktams, reikSmingai sumazé¢ja malono dialdehido, atspindincio oksidacijos
procesy intensyvuma, kiekis, taip pat zenkliai padidéja superoksido dismutazés kiekis, kuri apsaugo
lasteles ir audinius nuo laisvyjy radikaly Zalos. Teigiama, jog fenoliniai junginiai, esantys dilgéliy
ekstrakte, slopina lipidy peroksidacijg ir antioksidaciniy fermenty veikla, taip stabdydami naviko

susidaryma [50].

1.4. Fenoliniy junginiy apzvalga, klasifikacija

Fenoliniai junginiai — aromatiniai junginiai, antriniai augaly metabolitai, turintys vieng ar
daugiau hidroksilo grupe, prijungta prie aromatinio ziedo [51]. Augaluose jie susidaro i§ pentozés
fosfato, Sikimato ir fenilpropanoido [52]. Fenoliniai junginiai yra viena i§ daZniausiai aptinkamy
biologiskai aktyviy junginiy grupiy augaluose ir yra placiai tyrin¢jami mokslininky dél plataus poveikio
spektro. Yra zinoma ir apraSyta daugiau kaip 10 000 fenoliniy junginiy [51].

Atsizvelgiant  fenoliniy grupiy skaiciy, fenoliniai junginiai skiriami j paprastuosius fenolius ir
polifenolius. Dauguma fenoliy susijungia su monosacharidais, polisacharidais, esteriais. Galima
fenoliniy junginiy klasifikacija pagal anglies atomy skaiCiy, kuris yra prisijunges prie pagrindinés

fenolinés struktiiros [53, 84] (2 pav).
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1.4.1. Flavonoidai

Flavonoidai yra didziausia augaliniy polifenoliniy junginiy klasé, jie sudaro daugiau nei puse
visy fenoliniy junginiy. Jie yra antriniai augaly metabolitai, sintezuojami fenilpropanoidiniu keliu ir yra
atsakingi uz daugelj farmakologiniy poveikiy [54]. Flavonoidai placiai paplite augaly karalystéje, jy
aptinkama vaistazolése, vaisiuose, darzovése, griduose, Zievéje, Saknyse, sticbuose, Zieduose, arbatoje,
vyne [55]. Flavonoidai siejami su teigiamu poveikiu sveikatai, todél yra vartojami farmacijos, medicinos
ir kosmetikos srityse. Sie junginiai turi antioksidaciniy, prie§uzdegiminiy, antimutageniniy,
antikarcinogeniniy, antivirusiniy, antibakteriniy, antii§eminiy, vazodilataciniy savybiy. Zinoma ir tai,
jog flavonoidai yra stipris kai kuriy fermenty inhibitoriai, pvz.: ksantino oksidazés, ciklooksigenazés,
lipoksigenazés ir fosfoinozito-3-kinazés [56, 57, 58]. Flavonoidams yra budinga Cs-C3-Cs konfigiiracija,
jie sudaryti i§ 15 anglies atomy. Flavonoidy strukttra susideda i$ dviejy aromatiniy Ziedy, sujungty
pirano ziedu. Augaluose naturaliai jie randami aglikony, glikozidy ir metilinty dariniy pavidalu.
Flavonoidai jungiasi su glikozidais: gliukoze, ramnoze, ksiloze ir kitais. Flavonoiduose cukraus liekana
dazniausiai jungiasi C3 ir C7 padétyse [59, 60].

Augaluose flavonoidai atlieka svarby vaidmenj dauginantis, apsisaugant nuo patogeny.
Fenoliniai junginiai suteikia augalams ir darzovéms spalva, juslines savybes, taip pritraukia vabzdzius
apdulkinimui. Jie apsaugo augalg nuo ultravioletiniy spinduliy poveikio, padeda prisitaikyti prie naujy
klimato salygy [60, 61].

Flavonoidai atlieka svarby vaidmenj Zmoniy sveikatai. Sie junginiai turi daug naudingy
savybiy, taCiau placiausiai iStirta ir didZiausig susidoméjima kelia jy gebéjimas veikti kaip
antioksidantams, uzkertant kelig ligoms, susijusioms su oksidaciniu stresu. Flavonoidai pasizymi
apsauginiu poveikiu daugeliui infekciniy (bakteriniy ir virusiniy ligy) ir degeneraciniy ligy, tokiy kaip
Sirdies ir kraujagysliy ligos, véZys ir kitos su amziumi susijusios ligos [62]. Jie slopina uzdegimo
mediatorius ciklooksigenaze ir lipooksigenaze, kurie katalizuoja arachidono riagsties virtimg j
prostaglandinus ir tromboksanus [56]. MazZéjant prostaglandiny koncentracijai, slopinamas uzdegimas,
o mazgjant tromboksano kiekiui, slopinama trombocity agregacija. Istirtas ir anticholinesterazinis
aktyvumas — jis pasireiskia blokuojant sinapsiniame plySyje esantj fermenta acetilcholinesterazg, tokiu
biidu geréja cholinerging funkcija. Sis poveikis svarbus Alzhaimerio ligos gydyme [63]. Flavonoidai
veikia kaip insulino receptoriy aktyvatoriai ir mazina diabeto sukeltas komplikacijas [15, 24]. Taip pat
jie veikia antihipertenziSkai, maZzina Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika, veikia antilipidemiskai [26, 28].
Flavonoidai slopina fermenta ksantino oksidaze, kuris katalizuoja purinj virtimg Slapimo ragstimi.
Hiperurikemija, §lapimo riigsties koncentracijos padidéjimas kraujyje, sukelia tokias komplikacijas kaip
podagra ar inksty akmenligé [64]. Taip pat Sie junginiai slopina tumorigeneze ir zmogaus krities vézio

lasteliy augimg — prieSvézinis flavonoidy aktyvumas siejamas su laisvyjy radikaly suriS§imu, tokiu biidu
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stabdant lgsteliy mutacijas. Slavonoidai stabdo ir angiogenez¢ — nesusidaro naujos kraujagyslés, tad

navikas nebeapriipinamas krauju Ziiva [65].

1.4.2. Fenolinés ragstys

Fenolinés rgstys — fenoliniai junginiai, kurie turi vieng karboksirtigsties funkcine grupe. Jos
skirtomi skirstomos j dvi grupes:

1. Hidroksibenzoinés riigstys — turi C6-C1 fragmentg (pvz.: galo ragstis, siringing,
hidroksibenzoiné, protokatechino riigstis);

2. Hidrocinamono ragstys — turi C6-C3 fragmentg (chlorogeno, kavos, ferulo, sinapo,
hidroksicinamono rtigstys).

Nors pagrindiné struktiira vienoda, fenolinés riigStys viena nuo kitos skiriasi hidroksilo grupiy
skai¢iumi ir padétimi. Mazai rigs$ciy egzistuoja laisva forma, dauguma susijungia su esteriais, eteriais,
acetalinémis jungtimis su augaly struktiriniais komponentais (celiulioze, baltymais, ligninu), didesniais
polifenoliniais junginiais ar mazesnémis organinémis molekulémis [66]. Fenolinés riigStys augaluose
dalyvauja jvairiuose procesuose: maisto medziagy jsisavinime, baltymy sintezéje, fermenty
aktyvacijoje, fotosintezéje [67]. Taip pat nustatyta, kad fenolinés ruigstys turi savybiy, naudingy zmoniy
sveikatai. Jos svarbios dél antioksidacinio ir priesvézinio aktyvumo, antibakterinio, prieSuzdegimio ir
antivirusinio poveikio. Kofeino riigstis, viena i§ dazniausiy hidroksicinamony riig§¢iy, palengvina astma

ir alergines reakcijas. Ji selektyviai blokuoja leukotrieny, sukelian¢iy bronchy spazmus, biosintezg [66].

1.5. Fenoliniy junginiy kokybinio ir kiekybinio nustatymo metodai

Fenoliniy junginiy nustatymui itin svarbus etapas yra ekstrakcija i§ augalinés zaliavos.
Fenoliniai junginiai gali biiti ekstrahuojami i$ §vieziy, $aldyty ar dziovinty augaliniy zaliavy. Ekstrakcija
tirpikliais yra placiausiai naudojamas ekstrakcijos buidas, nes yra paprastas, efektyvus, plataus
pritaikymo. Ekstrakcijos efektyvumas priklauso nuo tirpiklio parinkimo, laiko, temperatiiros, Zaliavos ir
tirpiklio santykio, méginio cheminy ir fiziniy savybiy. Ekstrakcijai naudojami tirpikliai, tokie kaip
etanolis, metanolis, acetonas, etilacetatas ir Kkiti. Nuo pasirinkto tirpiklio priklauso iSekstrahuoty
fenoliniy junginiy kiekis. Nustatyta, jog metanolis yra efektyvus tirpiklis ekstrahuojant mazos
molekulinés masés polifenolius, tuo tarpu didesnés molekulinés masés junginiai geriau ekstrahuojami

acetono ir vandens miSiniu. Taip pat efektyviai polifenolius ekstrahuoja jvairiy koncentracijy etanolis.



17

Ruosiant ekstraktus i§ antociany turin¢iy augaliniy zaliavy, naudojami pariigstinti organiniai
tirpikliai [68].

Siuo metu yra sukurta ir aprasyta daug ekstrakcijos metody. Tradiciniai metodai, tokie kaip
maceracija ar ekstrakcija Soksleto aparatu yra maziau efektyviis, jy metu sunaudojami dideli organiniy
tirpikliy kiekiai. Sukurti nauji metodai: ekstrakcija mikrobangomis, ultragarsu, superkritiniy skysciy,
suslégty skysciy ekstrakcija. Ekstrakcija ultragarsu yra vienas i§ dazniausiai naudojamy ekstrakcijos
metody dél paprastos aparatiiros, efektyvumo, pigumo [68, 81]. Serbijos mokslininkai optimizavo
didziyjy dilgéliy ekstrakcijos ultragarso bangomis metodikg, taikydami pavirSiaus-atsako metoda.
Pasirinkta jvertinti metanolio koncentracijos (50-100 proc.) ir ekstrakcijos laiko (30-90 min.) jtaka
bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymui Urtica dioica L. ekstraktuose. Nustatyta, jog didziausias
fenoliniy junginiy kiekis zaliavy éminiuose yra atliekant ekstrakcijag 54 proc. metanoliu 38 min.
ultragarso voneléje, o didéjant metanolio koncentracijai bendras fenoliniy junginiy kiekis mazéja [69].
Tuo tarpu mokslininkai Libane iStyre, jog didziyjy dilgéliy ekstrakcija mikrobangy pagalba turi
daugiausiai privalumy lyginant su kitais metodais — trumpesnis ekstrakcijos laikas, didesnis
efektyvumas, sunaudojamas mazesnis tirpiklio kiekis [70].

Siekiant tiksliai jvertinti kokybing ir kieking fenoliniy junginiy sudétj iSekstrahuotoje
augalinéje Zaliavoje, svarbu tinkamai parinkti nustatymo metoda. Moksliniuose tyrimuose apraSoma
daug metody, tinkamiausias pasirenkamas pagal jautruma, atrankuma, efektyvuma. Placiausiai taikomi
spektrofotometriniai metodai, efektyvioji skys¢iy chromatografija, dujy chromatografija ir jy deriniai su
masiy spektrometrija, didelés spartos prieSpriesiné chromatografija, plonasluoksné chromatografija,

kapiliariné elektroforezé [71].

1.5.1. Spektrofotometriniai metodai

Spektrofotometrija — paprastas augaly fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvertinimo biidas.
Analizés metu tiriami ultravioletinis ir regimasis spektrai. Dél fenoliniy junginiy struktiiroje esanciy
aromatiniy ziedy, $ios medziagos gali absorbuoti UV S§viesg [59]. Spektrofotometriniai metodali
fenoliniams junginiams nustatyti yra paprasti, greiti, ekonomiski, jais galima iStirti daug méginiy per
trumpg laika [71]. Spektrofotometriniais analizés metodais iSmatuojamas ne tik tam tikry biologiskai
aktyviy medziagy kiekis, bet taip pat ir antioksidacinis aktyvumas [49].

Fenoliniy junginiy nustatymui daugelj mety placiausiai naudojami Folin-Ciocalteu, Folin-
Denis metodai [72]. Taikant Folin-Ciocalteu metoda, fenoliniai junginiai §arminéje terpéje redukuoja
fosfomolibdato ir fosfovolframo rugsciy reagentg (Folin-Ciocalteu), susidaro mélynos spalvos junginys,

kurio absorbcija matuojama 760 nm bangos ilgyje. Standartu daznai pasirekama galo ragstis, rezultatai
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1Sreiskiami galo riigSties ekvivalentu mg/g. Metodas turi trukumg, jog reagentai reaguoja ne tik su
fenoliais, bet taip pat ir su kitomis medziagomis, pvz.: askorbo rtigStimi, aromatiniais aminais,
cukrumi [68, 73].

Bendram flavonoidy kiekiui imatuoti naudojama reakcija su AICls. Sio metodo metu,
aliuminio chloridas suformuoja stabilius riigstinius junginius flavonuose ir flavonoliuose su C-4 keto
grupémis ir C-3 ar C-5 hidroksilo grupémis. Naudojamo aliuminio chlorido tirpalo koncentracija
pasirenkama nuo 2 iki 10 proc., o absorbcijos matavimai atliekami po 2—60 minuciy, esant 404—430 nm
bangos ilgiui. Standartais pasirenkamos medziagos: kvercetinas, rutinas, galanginas, kvercetrinas [74].

Flavanony ir dihidroflavonoliy nustatymui naudojamas 2,4-dinitrofenilhidrazinas. Metodas
grindziamas tuo, kad 2,4-dinitrofenilhidrazinas sureaguoja su ketonine ar aldehidine grupe, susidarant
2,4-dinitrofenilhidrazonui. Reakcija vykdoma metanolio aplinkoje, absorbcija matuojama praéjus
10— 15 min. 486 nm bangos ilgyje. Standartu naudojamas pinokembrinas [75].

Vanilino ir DMCA - paprasti, jautris ir specifiski metodai naudojami flavan-3-oliy ir
proantocianidiny nustatymui augalinéje Zaliavoje. Vanilino metodu nustatomi flavan-3-oliy ir
proantocianidiny polimerizacijos laipsniai, stereochemija, hidroksilinimo buidas. Kaip standartas
dazniausiai naudojamas katechinas [72,76]. DMCA metodas taip pat naudojamas proantocianidiny
nustatymui. Proantocianidinams ir flavan-3-oliams sureagavus su 4-(dimetilamino)-cinamaldehidu
susidaro zalios spalvos chromoforas, kurio absorbcija matuojama ties 640 nm bangos ilgiu [77].

Literatiiroje aprasomas metodas fenoliniy riigsciy nustatymui, naudojant Arnow reagentg
(10 proc. natrio molibdatas ir 10 proc. natrio nitritas santykiu 1:1). Tiriamyjy méginiy absorbcija
matuojama esant 505-525 nm bangos ilgiui. Suminis hidroksicinamono raigsties dariniy kiekis

iSreiSkiamas naudojant chlorogeno arba kavos riigsties standartg [78, 79].

1.5.2. Chromatografiniai metodai

Efektyvioji skysCiy chromatografija ir dujy chromatografija bei jy deriniai su masiy
spektrometrija yra dazniausiai taikomi metodai fenoliniy junginiy kiekinés sudéties nustatymui [72].
Efektyvioji skys¢iy chromatografija — placiausiai naudojamas fenoliniy junginiy atskyrimo, kokybinio
ir kiekinio nustatymo metodas, kuriam buidingas didelis jautrumas [71]. Tokie faktoriai kaip méginiy
grynumas, judancioji faze, kolonéliy tipai ir detektorius yra svarbiis metodo tikslumui. Acetonitrilas ir
metanolis yra dazniausiai naudojamos judancios fazés, nustatant fenolinius junginius ESC metodu.
Norint iSvengti fenoliy jonizacijos, rekomenduojama judriosios fazés pH palaikyti 2—4 intervale. Daznai
taikomas izokratinis eliuavimo metodas [72]. Didziyjy dilgéliy ekstraktuose esanéiy fenoliniy junginiy

detekcijai atlikti naudojami ultravioletinio-regimojo spektro (UV/Vis), diody matricos, fluorescencinis,
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masiy spektrofometrinis detektoriai [71, 8]. Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties nustatymui daznai
naudojamas efektyviosios skys¢iy chromatografijos-masiy spektrometrijos metodas [22, 80].

Dujy chromatografija — metodas, taikomas fenoliniy junginiy, fenoliniy riig§¢iy, taniny ir
flavonoidy atskyrimui, identifikavimui ir kiekiniam nustatymui. Dél mazo fenoliniy junginiy lakumo,
Sis metodas néra itin daznai naudojamas. Taikant dujy chromatografija, kiekinis fenoliniy rugséiy
nustatymas gali biiti atliktas kartu su ekstrakty gryninimu — i§ ekstrakto pasalinami lipidai, nutraukiami
glikozidiniai ir esteriniai rySiai, vykdant chemines modifikacijas fenoliniai junginiai paver¢iami

lakesniais dariniais [72].

1.5.3. Kapiliariné elektroforezé

Kapiliariné elektroforezé — alternatyvus kiekinés sudéties nustatymo metodas, ypa¢ tinkantis
mazos ir vidutinés molekulinés masés fenoliniams junginiams. Metodas vis daZzniau taikomas dél
didelio efektyvumo, didelés skiriamosios gebos, trumpo analizés laiko ir mazo méginio ir reagenty
suvartojimo. Vienas i§ trikumy, palyginant su ESC ar dujy chromatografija, yra mazas jautrumas ir
blogesnis kiekiniy rezultaty atkartojamumas [71].

Genzera ir kt. panaudojo kapiliaring elektroforeze Urtica dioica L. izolektiny kokybinei ir
kiekinei analizei. Rezultatai, gauti naudojant kapiliaring elektroforezg, buvo panasis j ESC analizés
duomenis. Lyginant su skysCiy chromatografija, kapiliariné elektroforezé nesiskyré kokybinés ir
kiekinés sudéties rezultatais. Taciau teigiama, jog vertinant skiriamgjg galig ir atskyrimo laika,

kapiliarinés elektroforezés metodas yra pranasesnis uz skys¢iy chromatografija [83].
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo objektas
Tirti didziyjy dilgéliy (Urtica dioica L.) lapy, stieby ir Sakny éminiai, surinkti 7 skirtinguose
Lietuvos regionuose 2017 metais rugpjucio ir rugséjo ménesiais. Kiekviename regione surinktos trys

Urtica dioca L. vaistinés Zaliavos: lapai, stiebai ir Saknys (1 lentelé).

1 lentelé. Tiriamyjy vaistiniy augaliniy Zaliavy rinkimo vieta ir data

Zaliavos rinkimo vieta Zaliavos rinkimo data
Vilniaus raj., Paneriy sen. 2017-09-24
Kauno raj., Domeikavos sen. 2017-09-22
Jurbarko raj., Girdziy sen. 2017-08-28
Vilkaviskis 2017-09-05
Ignalinos raj., Trainiskio k. 2017-08-20
Taurages raj., Dauglaukio k. 2017-09-17
Rokiskis 2017-09-21

Vaistiné augaliné zaliava taip pat rinkta 2018 metais birzelio—spalio ménesiais Jurbarko raj.,
Girdziy sen. (2018-06-02, 2018-06-23, 2018-07-14, 2018-08-04, 2018-08-25, 2018-09-15, 2018-10-06).
Surinkta didziyjy dilgeliy vaistiné augaliné Zaliava buvo dziovinama kambario temperatiiroje gerai
védinamoje patalpoje, apsaugota nuo tiesioginiy saulés spinduliy. I$dZiovinta Zzaliava buvo laikoma

popieriniuose maiseliuose, ne aukstesnéje kaip 25 °C temperatiiroje, sausoje ir gerai védinamoje vietoje.

2.2.  Tyrimo metu naudoti reagentai

Tyrimy metu naudoti reagentai: metanolis (>99,9 proc., SIGMA-ALDRICH, Vokietija),
etanolis (96,3 proc., AB ,,Stumbras®, Kaunas, Lietuva), Folin-Ciocalteu reagentas (Chempur, Lenkija),
natrio karbonatas, galo ragstis, natrio hidroksidas (Chempur, Lenkija), 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-karbokslinés ~ rugsties  standartas ~ (Trolox), lediné acto  rhgstis,
heksametilentetraminas  (Lachema, Cekija), aliuminio chloridas, ABTS (2-2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolino-6-sulfoniné rugstis), vandenilio chlorido rtgstis (Sigma-Aldrich, Vokietija), rutino

standartas (Extrasynthese, Pranctizija), natrio acetatas (Scharlau, Ispanija), kalio persulfatas, TPTZ (Carl
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Roth, Karlsruhe, Vokietija), gelezies (III) chlorido heksahidratas (Vaseline-Fabrik Themania,
Vokietija), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas), natrio molibdatas (Alfa Aesar, Vokietija), natrio
nitritas (Sigma-Aldrich, Vokietija), isgrynintas vanduo.

2.3. Tyrimo metu naudota aparatiira

Didziyjy dilgéliy zaliavos susmulkintos elektiniu maltGnéliu ,,Retsch GM 200 (Vokietija).
Zaliavos ir reagentai sveriami analitinémis svarstyklémis ,,Sartorius Cp6M-0CE” (Vokietija). Bandiniy
ekstrakcija atlikta ultragarso voneléje ,Bandelin Sanorex Digital 10P“ (Vokietija). Visi
spektrofotometriniai tyrimai atlikti naudojant UV-VIS spektrofotometrg ,,CamSpec — M550 (Jungtiné
Karalysté). Fenoliniy junginiy identifikavimui ir kiekinés sudéties nustatymui naudota
ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos sistema ,,Waters™ (JAV) su tandeminiu masiy spektrometru

»Xevo®, ,,Waters” (JAV).

2.4. Tiriamyjy ekstrakty paruoSimas

Tiriamieji ekstraktai ruoSiami atsveriant 1 g (0,001 g tikslumu) sausos susmulkintos Urtica
dioica L. lapy, stieby, Sakny vaistinés augalinés zaliavos ir uzpilant 30 ml 80 proc. V/V metanoliu.
Ekstrakcija vykdoma ultragarso voneléje 30 min. sandariuose rudo stiklo buteliukuose. Ultragarso bangy
daznis 40 kHz, ekstrakcija pradedama kambario temperattiroje. Gauti ekstraktai filtruojami per 0,2 pm
pory dydzio filtravimo popieriy ir praskiedziami 80 proc. metanoliu iki 30 ml.

Nuodzitivis nustatytas pagal galiojancio leidimo Europos farmakopéjos (Ph. Eur. 2.2.32)
nurodyta metodika. Tiriamoji augaliné zaliava susmulkinta elektriniu maltinéliu, atsverta po 1 g tiriamos
augalinés zaliavos ir dziovinama 105 °C 2 val. iki pastovios masés. Atlikus analize, dilgéliy lapuose ir
Saknyse nustatytas nuodzitvis atitiko Europos Farmakopé¢jos ,,Urticae folium” 01/2011:1897 ir ,,Urticae

radix” 01/2015:2538 monografijose reglamentuojamas ribas (ne daugiau kaip 12 proc.) [4].
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2.5.  Tyrimo metodai

2.5.1. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas spektrofotometriniu Folin-Ciocalteu metodu.
Meégintuvélyje 1 ml tiriamojo ekstrakto sumaiSoma su 5 ml 10 proc. Folin-Ciocalteu reagento ir
pridedama 4 ml 7,5 proc. natrio karbonato tirpalo. Méginiai 1 val. laikomi tamsioje vietoje, kambario
temperatiiroje. Lyginamasis tirpalas ruoSiamas taip pat, tik vietoje 1 ml tiriamojo ekstrakto pilama 1 ml
80 proc. (V/V) metanolio. Spektrofotometru matuojama absorbcija 765 nm bangos ilgyje.

Kalibracinés kreivés (y = 0,8736x + 0,044; R2 = 0,9974) sudarymui naudojami skirtingy
koncentracijy galo riigsties tirpalai (0O—1 mg/ml). Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas galo
rugsties ekvivalentu gramui sausos zaliavos (mg/g) ir yra apskai¢iuojamas pagal formulg:

CxXVxa

— ;mg/g

C — galo rugsties koncentracija (mg/ml) nustatyta i§ kalibracinés kreiveés;
V — pagaminto ekstrakto tiiris (ml);
a — skiedimo faktorius;

m — sausos zaliavos masé (g).

2.5.2. Bendro flavonoidy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Paruostuose didziyjy dilgéliy ekstraktuose buvo nustatomas bendras flavonoidy kiekis,
iSreikstas rutino ekvivalentu. Pagaminamas pradinis reagentas tyrimui atlikti: 60 ml 99,6 proc. metanolio
sumaiSoma su 3 ml 33 proc. acto riigstimi, 12 ml 5 proc. heksametilentetraminu, 9 ml 10 proc. aliuminio
chlorido tirpalu ir pridedama 60 ml isgryninto vandens. Analizei 1920 pl paruosto tirpalo sumaiSoma su
80 ul vaistinés augalinés Zaliavos ekstrakto. Palyginamasis tirpalas gaminamas taip pat, tik vietoj
vaistinés augalinés Zaliavos ekstrakto pilama 80 pl 80 proc. metanolio. Po 30 min. matuojama absorbcija
407 nm bangos ilgyje.

Bendram flavonoidy kiekio nustatymui sudaroma kalibraciné rutino kreivé (y = 0,6823x +
0,0299; R? =0,9944). Jai sudaryti naudojami standartiniai rutino (0—1 mg/l) tirpalai. Bendras flavonoidy

Kiekis sausoje zaliavoje apskai¢iuojamas pagal formule:

CxXV
X =

smg/g
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C - rutino koncentracija (mg/ml), nustatyta i§ kalibracinés kreives;
V- pagaminto ekstrakto ttiris (ml);

m - sausos zaliavos mase (g).

2.5.3. Hidroksicinamono riigsties dariniy nustatymas spektrofotometriniu

metodu

Hidroksicinamono riigsties dariniy kiekis didziyjy dilgéliy ekstraktuose nustatomas naudojant
Arnow reagenta. Arnow reagentas ruosiamas i§ 10 proc. natrio molidbato tirpalo ir 10 proc. natrio nitrito
tirpalo santykiu 1:1. Kiekvieno ekstrakto analizei buvo ruosiami tiriamasis ir palyginamasis tirpalai.
Analizei buvo imama 1 ml tiriamojo ekstrakto, pridedama 2 ml 0,5 M vandenilio chlorido rugsties
tirpalo, 2 ml Arnow reagento, 2 ml 8,5 proc. natrio hidroksido tirpalo ir praskiedziama i$grynintu
vandeniu iki 10 ml. Palyginamasis tirpalas ruoSiamas j 1 ml tiriamojo vaistinés zaliavos ekstrakto jpylus
2 ml 0,5 M vandenilio chlorido riigsties tirpalo, 2 ml 8,5 proc. natrio hidroksido tirpalo ir praskiedZiant
iSgrynintu vandeniu iki 10 ml. Spektrofotometru matuojamas tiriamy tirpaly absorbcijos dydis, esant
525 nm Sviesos bangos ilgiui.

Hidroksicinamono rugsties dariniy kiekiui apskai¢iuoti sudaroma kalibraciné (y = 0,8858x -

0,0003; R2 =0,9997) chlorogeno ragsties (0—1,0 mg/ml) standarto kreivé.

2.5.4. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

2.5.4.1. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH radikaly suriS§imo metodu

0,0012 g DPPH milteliy iStirpinami 50 ml 80 proc. metanolyje. Darbinis tirpalas gaunamas
motininj tirpala skiedziant 80 proc. metanoliu tol, kol ties 517 nm $viesos bangos ilgiu nustatoma
0,800+0,03 absorbcijos reiksmé. Ruosiant tiriamajj tirpala, i mégintuvelj pilama 3 ml paruosto darbinio
DPPH tirpalo ir jpilama 20 ul tiriamojo didziyjy dilgéliy ekstrakto. Gautas miSinys gerai iSmaiSomas ir
laikomas 30 min. kambario temperatiroje, tamsioje aplinkoje. Matuojamas absorbcijos pokytis ties

517 nm bangos ilgiu. Kaip lyginamasis tirpalas naudojamas 80 proc. metanolis.
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Kalibracinei kreivei (y = 4E-05x + 0,1577; R? = 0,9913) sudaryti naudojami skirtingy
koncentracijy trolokso tirpalai (125-16000 pmol/l). Laisvyjy radikaly suriSimo geba iSreiksta mg/g
pagal trolokso ekvivalentg (TE).

2.5.4.2. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS Kkatijony - radikaly suriSimo

metodu

Paruosiamas 2 mmol/l koncentracijos motininis ABTS tirpalas: tamsaus stiklo buteliuke
0,0548 g ABTS milteliy istirpinami 50 ml iSgrynintojo vandens. | gauta tirpala pridedama 0,0095 g kalio
persulfato. Gautas motininis tirpalas laikomas tamsioje vietoje 16 val.

Darbinis ABTS tirpalas ruoSiamas skiedziant motininj tirpalg iSgrynintu vandeniu tol, kol
nustatoma 0,800+0,03 absorbcijos reikSmé, esant 734 nm bangos ilgiui. Kaip palyginamasis tirpalas
naudojamas iSgrynintas vanduo. Analizei imama 3 ml darbinio ABTS tirpalo, jpilama 20 pl tiriamojo
ektrakto ir gerai sumaiSoma. Gautas tirpalas laikomas 1 val. tamsioje vietoje, kambario temperatiiroje.
Absorbcijos pokytis matuojamas spektrofotometru, esant 734 nm bangos ilgiui.

Kalibracinés kreivés (y = 6E-05x + 0,0824; R2=0,9986) sudarymui naudojamas trolokso
standartas. Trolokso koncentracijy ribos: (125-8000 pmol/l).

2.5.4.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP redukcinio aktyvumo metodu

ParuoSiami reagentai i§ kuriy bus gaminamas darbinis FRAP reagentas:

1) 300 mmol/l acetatinio buferio ruosimas: atsveriama 3,1 g natrio acetato, suberiama j 1 litro talpos
matavimo kolba. Tuomet jpilama 16 ml ledinés acto rugsties ir skiedziama i$grynintu vandeniu
iki Zymes.

2) 10 mmol/l TPTZ tirpalo ruoSimas: ] 50 ml iSgryninto vandens jpilama 0,1695 ml koncentruotos
vandenilio chlorido ragsties. Gautame tirpale iStirpinami 0,1562 g TPTZ milteliy.

3) 20 mmol/l gelezies (IIT) chlorido heksahidrato tirpalo ruosimas: 0,2703 g gelezies (IIT) chlorido
heksahidrato milteliy iStirpinama 50 ml iSgryninto vandens.

Darbinis FRAP reagentas yra gaunamas sumaisius pagamintus reagentus santykiu 10:1:1 (10
daliy acetatinio buferio, 1 dalis TPTZ tirpalo ir 1 dalis gelezies (III) chlorido heksahidrato tirpalo).
Tiriamajam tirpalui paruosti imama 3 ml darbinio FRAP reagento ir sumaisoma su 20 pl tiriamojo

augalinés zaliavos ekstrakto. Palyginamasis tirpalas gaminamas taip pat, tik vietoj tiriamojo augalinés
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zaliavos ekstrakto pilamas 80 proc. metanolis. Praéjus 1 valandai, spektrofotometru matuojama misinio
absorbcija, esant 593 nm bangos ilgiui.

Kalibracinés kreivés (y = 0,0002x + 0,0145; R? = 0,9902) sudarymui naudojamas trolokso
standartas. Trolokso koncentracijy ribos: (125-4000 pmol/l).

2.5.5. Ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos su tandemine masiy

spektrometrija metodas

Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties nustatymui didziyjy dilgéliy vaistinés augalinés zaliavos
ekstraktuose taikytas ultracfektyviosios skysciy chromatografijos su tandemine masiy spektrometrija
metodas (ESC-MS/MS), aprasytas Gonzalez-Burgos ir kt. tyrime [82]. Fenoliniy junginiy i$skirstymui
buvo naudota YMC Triart C18 (,,YMC”, Vokietija) kolonélé (100 % 2,0 mm; daleliy dydis 1,9 pm).
Kolonéléje buvo palaikoma 40 °C temperatiira. Eliuentas sudarytas i§ 0,1 proc. skruzdziy ragsties
vandeninio tirpalo (tirpiklis A) ir acetonitrilo (tirpiklis B). Eliuento tékmés greitis — 0,5 ml/min.
Tirpikliui A taikomas linijinis gradiento profilis: i§ pradziy 95 proc. per 1 min; iki 70 proc. per 4 min;
50 proc. per 7 min; 95 proc. per 2 min. Analizei taikoma neigiama elektropurkstuviné jonizacija:
kapiliaro jtampa 2 kV, Saltinio temperatiira 150 °C, iSgarinimo (desolvatacijos) temperatira 400 °C.

Tyrime naudoti $ie dujy srauto parametrai: kiigiui — 20 1/val., iSgarinimui (desolvacijai) — 700 l/val.

2.6. Tyrimo duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta ,,MS Excel 2016“ (Microsoft, JAV) ir ,,SPSS 20
(,IBM*, JAV) kompiuterinémis programomis. Apskai¢iuoti trijy pakartojimy aritmetiniai vidurkiai ir
standartiniai nuokrypiai. Koreliaciniy rySiy stiprumas nustatytas taikant Pirsono tiesinés koreliacijos
koeficienta. Rezultaty statistinis patikimumas jvertintas taikant vienfaktoring dispersing analize

ANOVA.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Fenoliniy junginiy ekstrakcijos salygu parinkimas didziyjy dilgéliu lapuy,

stieby ir Sakny augalinéms Zaliavoms

Nustatant kokybing bei kieking fenoliniy junginiy sudétj augalinés zaliavos ekstraktuose, itin
svarbu tinkamai parinkti ekstrahenta ir ekstrakcijos trukme. Optimalios ekstrakcijos salygos nustatytos
vertinant tirpiklio koncentracijg ir ekstrakcijos trukme. Tyrimui naudota Vilkaviskyje rinkta didziyjy
dilgeliy vaistiné augaliné Zaliava.

Ekstrahento koncentracijos parinkimas. Tyrimo metu pasirinkta jvertinti metanolio (40, 50,
60, 70, 80, 100 proc.) itaka didziyjy dilgéliy fenoliniy junginiy ekstrakcijai. Mokslingje literatiiroje
nurodoma, jog dél didelio metanolio poliskumo, Siame tirpiklyje gerai ekstrahuojasi mazos molekulinés
masés ir vidutinio poliSkumo fenoliniai junginiai [85, 86]. Vaji¢ ir kt. atliktos Urtica dioica L.
ekstrakcijos optimizacijos metu nustaté, jog ekstrakcijos metu naudojant metanolj, apskaiciuotas
didesnis fenoliniy junginiy kiekis nei ekstrahuojant Urtica dioica L. lapy Zaliavas etanoliu [69].

Tyrimo metu didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis visose augalo organy dalyse
(lapuose — 84,54 + 0,71 mg GRE/g, stiebuose — 2,3 £ 1,27 mg GRE/g, saknyse — 20,53 £ 0,74 mg GRE/qg;
p<0,05) nustatytas ekstrakcijai naudojant 80 proc. (V/V) metanolj. Atsizvelgiant j gautus rezultatus, §is

ekstrakcijos tirpiklis pasirinktas tolimesniems tyrimams (3 pav.).

m Lapai = Stiebai = Saknys
100,00

80,00

< D
E
60,00
40,00
a
b,C b C b b a b b.c
20,00 d d B _cd = iI i
0.00 L1 . | . - l - - l -
40 50 60 70 80 100

Metanolio koncentracija, proc.

Fenoliniy junginiy kiekis, mg/g

3 pav. Fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas, naudojant skirtingos koncentracijos metanolj;
skirtingos raidés rodo statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)
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EkstraKcijos trukmés parinkimas. Siam nustatymui naudoti didZiyjy dilgely lapy, stieby ir
Sakny bandiniai, paruosti naudojant 80 proc. (V/V) metanolj ir esant 40 kH ultragarso vonelés dazniui.
Ekstrakcijos laiko parinkimui vaistiniy augaliniy zaliavy ruoSiniai ekstrahuoti skirtingais laiko
intervalais 10, 20, 30, 40, 50 ir 60 min. Didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis, ekstrahuojant
augalines zaliavas ultragarso voneléje 30 min., nustatytas lapuose (94,21 + 1,849 mg GRE/q) ir stiebuose
(33,84 + 1,33 mg GRE/g). Saknyse didZiausias fenoliniy junginiy kiekis (32,73 = 0,75 mg GRE/g)
nustatytas po 60 min. ekstrakcijos. Pritaikius vienfaktoring dispersing ANOVA analizg, nenustatytas
statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp 30, 40, 50 ir 60 min. ekstrakcijos laiko bendram fenoliniy junginiy
kiekiui Saknyse. Atsizvelgianti j tai, tolimesniems tyrimams pasirinkta lapus, stiebus ir Saknis ekstrahuoti
30 min. (4 pav.). Vaji¢ ir kt. atliktame didziyjy dilgéliy augalinés zaliavos ekstrakcijos optimizavimo
tyrime gauti rezultatai skiriasi. Nurodoma, jog didziausias fenoliniy junginiy kiekis augaliniy Zaliavy

ekstraktuose nustatytas ekstrakcijai naudojant 54 proc. (V/V) metanolj ir veikiant ekstraktus ultragarsu

38 minutes.
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4 pav. Fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas, esant skirtingai ekstrakcios trukmei; skirtingos raidés
rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

3.2. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas didziyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir
Saknyse vegetacijos laikotarpiu. Atliktas didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir $akny éminiy, surinkty
skirtingais vegetacijos laikotarpiais, metanoliniy augaliniy ekstrakty bendro fenoliniy junginiy kiekio
tyrimas. Siam tyrimui didZiyjy dilgéliy vaistiné augaling Zaliava rinkta Girdziy apylinkése

(Jurbarko raj.) 2018 m. nuo birzelio 2d. iki spalio 6 d. Tyrimo metu gauti rezultatai pateikti 5 paveiksle.
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5 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse
vegetacijos laikotarpiu (2018 m. birZelio—spalio mén.), p<0,05

IStyrus natiiralioje Jurbarko raj., GirdZiuose esancioje augavietéje auganciy didZiyjy dilgéliy
lapuose esanciy fenoliniy junginiy kieking sudéti nustatyta, kad didziausias fenoliniy junginiy kiekis
lapuose ir sticbuose yra rugpjicio 25 dieng, zydéjimo pabaigos metu: lapuose —
114,80 + 0,80 mg GRE/g, stiebuose — 38,61 + 0,14 mg GRE/g. Saknyse didZiausias fenoliniy junginiy
kiekis nustatytas birzelio 2 dieng, prie§ zydéjima — 30,82 £ 0,22 mg GRE/g. Maziausias fenoliniy
junginiy kiekis nustatytas rugpjicio 4 dieng, zydéjimo metu: lapuose — 64,90 + 0,54 mg GRE/qg,
stiebuose — 13,55 + 1,14 mg GRE/g, Saknyse — 9,67 + 1,03 mg GRE/g. Prie§ zydéjima, birzelio 2 diena,
nustatytas reikSmingai didelis fenoliniy junginiy kiekis visuose augalo organuose (lapuose —
110,05 + 1,04 mg GRE/g, stiebuose — 37,18 + 0,94 mg GRE/g, saknyse — 30,82 + 0,22 mg GRE/g). Nuo
Sios datos, Zydéjimo periodo metu, fenoliniy junginiy kiekis dilgéliy ekstraktuose mazejo iki rugpjucio
pradzios. Sig savybe patvirtino ir kiti mokslininkai. Adoméniené ir kt. nustaté, jog didziausias fenoliniy
junginiy kiekis dilgéliy lapy etanoliniuose ekstraktuose yra zaliavose, surinktose iki zydéjimo ir
jvairuoja nuo 19,71 iki 30,28 mg GRE/g. Taip pat teigiama, jog Zydéjimo metu surinktose didziyjy

dilgéliy zaliavose fenoliniy junginiy kiekis mazéjo [87].

Bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas didzZiyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir
Saknyse skirtingose Lietuvos vietovése. Bendras fenoliniy junginiy kiekis didziyjy dilgeliy lapuose
skirtingose Lietuvos vietovése jvairuoja nuo 122,95 + 4,98 mg GRE/qg iki 154,97 + 1,68 mg GRE/qg.
Vidutiniskai Lietuvoje auganciy dilgéliy lapai sukaupia 134,98 mg GRE/g fenoliniy junginiy. DidZiyjy
dilgeliy lapuose didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Jurbarko raj., Girdziuose
(154,97 £ 1,68 mg GRE/qg) ir Kauno raj., Domeikavoje (152,44 + 1,06 mg GRE/g) rinktoje zaliavoje,
Siek tiek mazesnis kiekis nustatytas Rokiskyje — 140,47 + 0,10 mg GRE/g rinktoje Zaliavoje. MaZiausi
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fenoliniy junginiy kiekiai nustatyti Vilniaus raj., Paneriuose (122,95 + 4,98 mg GRE/g), Vilkaviskyje
(125,16 + 4,38 mg GRE/g), Ignalinos raj., Trainiskio kaime (125,36 = 2,03 mg GRE/g) ir Tauraggés raj.,
Dauglaukio kaime (123,51 = 0,64 mg GRE/g.) surinkty Zzaliavy éminiuose (6 pav.). Serbijos
mokslininkai  didziyjy dilgéliy lapuose nustat¢ didesnj fenoliniy junginiy kiek] —
208,37 + 4,39 mg GRE/g [8]. Si skirtuma galéjo nulemti tai, jog pastarajame tyrime buvo naudota

Sviezia bei uzsaldyta dilgéliy zaliava, o tirpikliu pasirinktas partigstintas etanolis.
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Vilniaus raj., Kaunoraj., Jurbarkoraj., Vilkaviskis Ignalinos raj., Tauragésraj.,  Rokiskis
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Zaliavos rinkimo vieta (2017 m.)

6 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy lapuose skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

Atlikus bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimo didziyjy dilgéliy stiebuose tyrima,
nustatyta jog didZiausias kiekis fenoliniy junginiy yra Rokiskyje (41,34 £ 0,22 mg GRE/g) ir Kauno raj.,
Domeikavoje (40,64 + 2,21 mg GRE/g) rinktoje zaliavoje. Vidutinis fenoliniy junginiy kiekis Lietuvoje
auganciy didziyjy dilgéliy stiebuose yra 36,79 mg GRE/g. Kiek mazesni, bet vidurk] siekiantys kiekiai
nustatyti Jurbarko raj., Girdziy sen. (35,52 + 2,04 mg GRE/g) ir Ignalinos raj., Trainiskio kaime
(38,83 + 1,05 mg GRE/g). Maziausias fenoliniy junginiy kiekis didziyjy dilgéliy stiebuose nustatytas
Vilniaus raj., Paneriuose (32,79 + 0,47 mg GRE/Q) rinktos Zaliavos éminiuose (7 pav.). Stiebuose

bendras fenoliniy junginiy kiekis yra 3,6 karto mazesnis, nei lapuose.
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Paneriai Domeikava  Girdziai TrainiSkio k. Dauglaukio k.

Zaliavos rinkimo vieta (2017m.)

pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy stiebuose skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

Didziyjy dilgéliy Saknyse didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Kauno raj.,
Domeikavoje, Rokiskyje, Ignalinos raj., Traniskio kaime ir Vilniau raj., Paneriuose surinktoje Zaliavoje,
atitinkamai 40,62 + 1,65 mg GRE/g, 38,63 + 1,19 mg GRE/qg, 37,93 + 2,60 mg GRE/g ir 37,92 +
1,99 mg GRE/g. Tarp Siy vietoviy nenustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai. Maziausias fenoliniy
junginiy kiekies istirtas Vilkaviskyje surinktoje Sakny zaliavoje — 31,85 + 0,62 mg GRE/g (8 pav.).
Vidutinis fenoliniy junginiy kiekis Saknyse yra 35,97 mg GRE/g. Fenoliniy junginiy kiekis didziyjy

dilgéliy Saknyse lyginant su lapais ir stiebais yra maziausias.
45 a

40 a a a
35 b b b
3
2
2
1
1

5

0

Vilniaus raj., Kaunoraj., Jurbarkoraj., Vilkaviskis Ignalinos raj., Tauragés raj.,  Rokiskis
Paneriai Domeikava Girdziai Trainiskio k. Dauglaukio k.
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Zaliavos rinkimo vieta (2017 m.)

8 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy Saknyse skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)
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IStyrus bendro fenoliniy junginiy kiekio jvairavimg didziyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir
Saknyse skirtingose Lietuvos vietovése, nustatyti statistiskai reikSmingi fenoliniy junginiy skirtumai tarp
Lietuvos regiony bei augalo daliy. Daugiausiai fenoliniy junginiy visuose augalo organuose aptikta
Kauno raj., Domeikavoje, Rokiskyje ir Jurbarko raj., Girdziuose, maziausiai — Vilniaus raj., Paneriuose,
VilkaviSkyje ir Tauragés raj., Dauglaukio kaime rinkty Zaliavy éminiuose. Vertinant fenoliniy junginiy
jvairavima skirtinguose augalo organuose, galima teigti, kad lapuose siy junginiy kiekis buvo didziausias
ir reikSmingai skyrési nuo fenoliniy junginiy kiekio stiebuose ir Saknyse. Stiebuose ir Saknyse fenoliniy
junginiy kiekis statistiSkai reikSmingai nesiskyré; nustatyta jog fenoliniy junginiy kiekis stiebuose ir
Saknyse yra 3 kartus mazesnis nei lapuose.

Siy tyrimy metu gauti bendro fenoliniy junginiy kiekio rezultatai skyrési nuo Slovakijos
mokslininky nustatyty rezultaty. Ekstrahave didziyjy dilgéliy zaliavas maceracijos metodu, dilgéliy
ekstraktuose jie nustaté mazesnius fenoliniy junginiy Kiekius: saknyse — 7,82 mg GRE/g, stiebuose —
9,91 mg GRE/qg ir lapuose — 7,62 mg GRE/g. Galima daryti prielaida, jog skirtumus tarp rezultaty galéjo
lemti skirtingi ekstrakcijos metodai, klimato salygos [89].

3.3. Bendro flavonoiduy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Bendro flavonoidy kiekio jvairavimas didziyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse
vegetacijos eigoje. Istyrus natiiralioje Jurbarko raj., GirdZiuose esanc¢ioje augavietéje auganciy didziyjy
dilgeéliy Zaliavose esant] bendra flavonoidy kiekj nustatyta, kad didziausias kiekis lapuose, stiebuose ir
Saknyse buvo zydéjimo metu liepos 14 dieng (lapuose — 16,27 + 0,16 mg RE/g, stiebuose —2,6 *
0,09 mg RE/g, saknyse — 1,59 *+ 0,18 mg RE/g). Maziausias kiekis visose zaliavose nustatytas sé¢kly
brandinimo metu, spalio 6 dieng (lapuose — 11,47 + 0,11 mg RE/qg, stiebuose — 0,49 + 0,07 mg RE/g,
Saknyse — 0,43 = 0,09 mg RE/g). Atlikus statisting analize, prie§ Zydéjima (birzelio 2 d.) ir Zydéjimo
pabaigoje (rugpjiicio 25 d.) nenustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp bendro flavonoidy kiekio
didziyjy dilgeliy lapuose. Taip pat statistiSkai reikSmingai nesiskyré Zydéjimo (rugpjtcio 4 d.) ir sékly

brandinimo (spalio 6 d.) metu surinkty Zaliavy flavonoidy kiekiai (9 pav.).
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9 pav. Bendro flavonoidy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse
vegetacijos metu (birzelio — spalio mén.), p<0,05

Bendro flavonoidy kiekio jvairavimas didziyjy dilgéliu lapuose, stiebuose ir Saknyse
skirtingose Lietuvos vietovése. Didziyjy dilgéliy lapuose flavonoidy kiekio maksimumas nustatytas
Jurbarko raj., Girdziuose (20,16 + 0,16 mg RE/g) surinktoje Zaliavoje. Kiek mazesnis kiekis Ignalinos
raj., Trainiskio kaime — 19,77 + 0,26 mg RE/g. Maziausias bendras flavonoidy kiekis nustatytas
Tauragés raj., Dauglaukio kaime — 11,04 + 0,41 mg RE/g surinktuose zaliavy éminiuose. Vidutinis iStirty
Lietuvoje augan¢iy didziyjy dilgéliy lapy flavonoidy kiekis yra 17,06 mg RE/g (10 pav.). Sis kiekis
panasus ] Serbijoje atlikto tyrimo metu nustatytag bendra flavonoidy kiekj didziyjy dilgéliy lapuose —
20,29 + 0,48 mg RE/g [88].
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Paneriai Domeikava Girdziai Traini$kio k. Dauglaukio k.
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10 pav. Bendro flavonoidy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy lapuose skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)
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Stiebuose bendras flavonoidy kiekis skirtingose Lietuvos vietovése varijuoja nuo
1,57 £ 0,17 mg RE/g (Rokiskis) iki 4,61+0,32 mg RE/g (Jurbarko raj., Girdziai). ReikSmingai nuo
Jurbarko raj., Girdziuose surinkty zaliavy éminiuose nustatyto flavonoidy kiekio nesiskyré Vilniaus raj.,
Paneriuose (4,36 = 0,11 mg RE/qQ) bei Ignalinos raj., Trainiskiy kaime (4,29 + 0,44 mg RE/g) nustatyti
flavonoidy kiekiai. Maziausias kiekis iStirtas RokiSkyje rinktoje Zaliavoje — 1,57 + 0,17 mg RE/g, tai
3 kartus mazesnis flavonoidy kiekis nei Jurbarke raj., Girdziuose rinktoje Zaliavoje. Vidutinis flavonoidy

kiekis Lietuvoje auganciy dilgéliy stiebuose — 3,45 mg RE/g. Rezultatai pateikti 11 paveiksle.
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Vilniaus raj., Kaunoraj.,, Jurbarkoraj., Vilkaviskis Ignalinos raj., Tauragésraj.,,  Rokiskis
Paneriai Domeikava Girdziai Traini$kio k. Dauglaukio k.

Zaliavos rinkimo vieta (2017 m.)

11 pav. Bendro flavonoidy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy stiebuose skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy (p<0,05)

Atlikus bendro flavonoidy kiekio jvairavimo didziyjy dilgéliy Saknyse tyrimg, nustatyta jog
didziausias kiekis yra Jurbarko raj., Girdziuose (3,3 £ 0,22 mg RE/g), kiek maziau Vilniaus raj.,
Paneriuose (3,18 £ 0,12 mg RE/g) ir Kauno raj. Domeikavoje (3,11 + 0,09 mg RE/g) rinktoje Zaliavoje.
Siose vietovése flavonoidy kiekiai statistiskai nesiskyré. Bendras flavonoidy kiekis maziausias
Rokiskyje — 0,76 + 0,09 mg RE/g. Vidutinis Lietuvoje auganc¢iy didziyjy dilgéliy Saknyse sukauptas
flavonoidy kiekis — 2,49 mg RE/g (12 pav.).
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Vilniaus raj., Kaunoraj., Jurbarkoraj., Vilkaviskis Ignalinos raj., Tauragésraj.,,  Rokiskis
Paneriai Domeikava Girdziai Traini$kio k. Dauglaukio k.

Zaliavos rinkimo vieta (2017 m.)

12 pav. Bendro flavonoidy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy Saknyse skirtingose Lietuvos
Vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

3.4. Bendras hidroksicinamono rugsties dariniy kiekio nustatymas
spektrofotometriniu metodu

Tyrimo metu tirtas bendras hidroksicinamono riigsties dariniy kiekis skirtingose Lietuvos
vietovése surinkty didziyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse. Didziausias hidroksicinamono riigsties
dariniy kiekis lapuose nustatytas Tauragés raj., Dauglaukio kaime (30,21 + 0,10 mg CRE/g), maZziausias
hidroksicinamono ragsties dariniy kiekis lapuose nustatytas Vilniaus raj., Paneriuose
(17,02 £ 0,19 mg CRE/Q) rinktoje zaliavoje. Vidutinis skirtingose Lietuvos vietovése auganciy didziyjy
dilgéliy lapy ekstrakty hidroksicinamono rugsties dariniy kiekis — 23,87 mg CRE/g (13 pav.).
Jurbarko raj., Girdziuose ir Ignalinos raj., TrainiSkiy kaime rinkty Zaliavy éminiuose nustatyti
hidroksicinamono rtgsties dariniy kiekiai taip pat dideli, atitinkamai 29,61 + 0,11 mg CRE/g ir

29,47 £ 0,09 mg CRE/g, Sie kiekiai reikSmingai nesiskyré.
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13 pav. Bendro hidroksicinamono riigsties dariniy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy lapuose
skirtingose Lietuvos vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy,
(p<0,05)

Tiriant didZiyjy dilgéliy stiebus, didZiausias bendras hidroksicinamono riigSties dariniy kiekis
nustatytas Ignalinos raj.,Trainiskio kaime (4,9 + 0,11 mg CRE/g), Siek tiek maziau Tauragés raj.,
Dauglaukio kaime (4,0 £ 0,11 mg CRE/qg) bei Jurbarko raj., Girdziuose (3,6 £0,13 mg CRE/g) surinkty
zaliavy éminiuose. Maziausias hidroksicinamono rugsties dariniy Kiekis nustatytas Kauno raj.,
Domeikavoje — 2,1 £ 0,10 mg CRE/qg, tai 2,3 karto mazesnis nei Ignalinos raj., Dauglaukio kaime
surinkty zaliavy éminiuose nustatytas kiekis. Vidutinis hidroksicinamono riigsties dariniy kiekis

didziyjy dilgeliy stiebuose — 3,37 mg CRE/g (14 pav.).
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Vilniaus raj., Kauno raj.,  Jurbarkoraj.,  Vilkaviskis  Ignalinos raj.,, Tauragés raj., Rokiskis
Paneriai Domeikava Girdziai Traini$kio k.  Dauglaukio k.

Zaliavos rinkimo vieta (2017 m.)

14 pav. Bendro hidroksicinamono riugsties dariniy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy stiebuose
skirtingose Lietuvos vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy,
(p<0,05)
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Didziyjy dilgéliy Saknyse didziausias bendras hidroksicinamono riigsties kiekis nustatytas
Ignalinos raj., Trainiskio kaime (3,58 + 0,17 mg CRE/g) ir Jurbarko raj., Girdziuose
(3,53£0,12 mg CRE/g) rinktoje zaliavoje. Vidutinis hidroksicinamono riigsties dariniy Kiekis
nustatytas keliose vietovése: Kauno raj., Domeikavoje, Tauragés raj., Dauglaukio kaime ir Vilkaviskyje
rinktoje zaliavoje, atitinkamai 2,94 + 0,13 mg CRE/qg, 2,77 + 0,11 mg CRE/g ir 2,64 + 0,14 mg CRE/g.
Tarp Siose vietovése istirto bendro hidroksicinamono riigSties dariniy kiekio nenustatytas statistiskai
reikSmingy skirtumas. Maziausias kiekis iStirtas Vilniaus raj., Paneriuose — 1,59 + 0,07 mg CRE/g

surinkty didziyjy dilgéliy zaliavy éminiy (15pav.).
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15 pav. Bendro hidroksicinamono rigsties dariniy kiekio jvairavimas didZiyjy dilgéliy Saknyse
skirtingose Lietuvos vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy,
(p<0,05)

3.5. Didziuyju dilgéliuy lapy, stieby ir Sakny ekstrakty antioksidacinio aktyvumo

nustatymas

Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas didZiyjuy dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse
skirtingose Lietuvos vietovése. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimui taikyti skirtingi metodai:
antiradikalinio aktyvumo nustatymui DPPH ir ABTS metodai, redukcinio aktyvumo nustatymui —
FRAP metodas. Didziyjy dilgéliy lapy éminiy, surinkty skirtinguose Lietuvos regionuose antioksidacinis
aktyvumas pateiktas 16 paveiksle.

Stipriausias antioksidacinis aktyvumas, taikant DPPH metoda, nustatytas lapy méginiuose,
rinktuose Jurbarko raj., Girdziuose (322,56 £ 1,95 umol TE/g) ir Rokiskyje (247,73 + 1,34 umol TE/Q).
Siose dviejose vietovése antioksidacinis aktyvumas buvo didZiausias, taikant ir kitus metodus: FRAP
metodu Jurbarke nustatytas 136,34 + 0,97 pumol TE/g, Rokiskyje 120,48 + 2,08 umol TE/g, Kauno
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rajone, Domeikavoje (114,35 + 4,69 pumol TE/g) antioksidacinis aktyvumas. ABTS metodu didziausia
antiradikalinio aktyvumo reik§mé nustatyta tiriant augaliniy zaliavy, surinkty taip pat RokiSkyje
(283,9 + 2,36 pmol TE/g), Jurbarke (256,14 + 1,81 umol TE/g) bei Tauragés raj., Dauglaukio kaime
(251,2 + 3,59 umol TE/g) ekstraktus. Maziausias antiradikalinis aktyvumas didziyjy dilgéliy lapuose
DPPH metodu nustatytas Vilkaviskyje (179,73 £ 2,04 umol TE/g) ir Vilniaus raj., Paneriuose
(186,12 £ 4,26pmol TE/g), ABTS metodu — Kauno raj., Domeikavoje (163,46 + 1,80 umol TE/g)
surinktoje zaliavoje. Redukcinis aktyvumas FRAP metodu maziausias nustatytas Vilniaus raj.,
Paneriuose (80,72 % 3,49 umol TE/Q) rinktoje Zaliavoje. Vertinant vidutinj Lietuvoje auganciy didZiyjy
dilgéliy lapy antioksidacinj aktyvumg, taikant antiradikalinj ABTS metoda, nustatytas stipriausias
aktyvumas — 224,20 £ 2,18 umol TE/g, kiek mazesnis DPPH metodu — 222,62 + 2,28 umol TE/g.
Silpniausias vidutinis antioksidacinis aktyvumas istirtas taikant FRAP redukcinio aktyvumo
metodg — 108,19 + 2,17 umol TE/g.
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Zaliavos rinkimo vieta (2017m.)

16 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas didZiyjy dilgéliy lapuose skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

Tiriant didziyjy dilgéliy stiebus, didziausias antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu
nustatytas Vilniaus raj., Paneriuose (77,09 + 2,48 umol TE/Q) ir Tauragés raj., Dauglaukio kaime
(45,82 + 1,55 pumol TE/Q) rinkty zaliavy ekstraktuose. Stipriausias FRAP metodu jvertintas redukcinis
aktyvumas nustaytas Jurbarko raj., Girdziuose (29,25 + 0,80 pmol TE/g) ir Rokiskyje
(30,44 + 1,08 pmol TE/g) surinkty zaliavy éminiuose. Vertinant skirtingose Lietuvos vietose rinkty
didziyjy dilgéliy stieby ekstrakty antioksidacinj aktyvuma keliais metodais, galima teigti, jog ABTS
metodo rezultatai skyrési nuo DPPH ir FRAP metodais gauty rezultaty: stipriausias aktyvumas
Rokiskyje (154,52 + 2,14 pmol TE/g) ir Kauno raj., Domeikavoje (142,81 + 3,40 pumol TE/g). Vertinant
vidutinj Lietuvoje auganciy didziyjy dilgéliy stieby antioksidacinj aktyvuma, taikant skirtingus metodus,
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nustatyta, jog ABTS metodu gauti rezultatai yra 3,1 karto didesni nei DPPH ir 4,5 karto didesni nei

FRAP metodu gauti antioksidacinio aktyvumo rezultatai (17 pav.).
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Vilniaus raj.,, Kaunoraj., Jurbarko raj., Vilkaviskis Ignalinos raj., Tauragés raj., Rokiskis
Paneriai Domeikava  Girdziai TrainiSkio k. Dauglaukio k.

Zaliavos rinkimo vieta (2017m.)

17 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas didZiyjy dilgéliy stiebuose skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

Nustatyta, jog vidutinis antioksidacinis aktyvumas skirtingose Lietuvos vietovése didziyjy
dilgéliy Saknyse yra mazesnis nei stiebuose, taiau statistiSkai reik§mingi skirtumai nenustatyti.
Didziausias antiradikalinis aktyvumas didziyjy dilgéliy Saknyse DPPH metodu jvertintas Tauragés raj.,
Dauglaukio kaime (33,11 £ 1,19umol TE/g), ABTS metodu — Jurbarko raj., Girdziuose (139,18 +
1,07 umol TE/g) ir Kauno raj., Domeikavoje (138,91 + 1,81 umol TE/g). Redukcinio aktyvumo FRAP
metodu didziausia reik§mé nustatyta Ignalinos raj., Trainiskio kaime — 31,10 + 0,64pumol TE/g)
surinktoje zaiavoje (18 pav.).

Didziyjy dilgéliy Saknyse, lyginant su su kitais augalo organais, antioksidacinis aktyvumas
tiriant DPPH metodu nustatytas maziausias. Lapuose antioksidacinis aktyvumas didesnis net 10 karty
nei Saknyse, o stiebuose — 1,7 karto. Sie rezultatai skiriasi nuo Serbijoje atlikto DPPH tyrimo, kuriame
teigiama, jog didziyjy dilgéliy Saknyse nustatomas didziausias antioksidacinis aktyvumas, lyginant su
kitais augalo organais [7]. Tokiems rezultatams jtakos galéjo turéti skirtingas zaliavos rinkimo laikas,

klimato salygos, skirtingos metodikos.
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Zaliavos rinkimo vieta (2017 m.)

18 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas didZiyjy dilgéliy Saknyse skirtingose Lietuvos
vietovése; skirtingos raidés rodo statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas didziyju dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse
vegetacijos laikotarpiu. Antioksidacinis aktyvumas didziyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir Saknyse
vegetacijos laikotarpiu jvertintas antiradikaliniu DPPH metodu. Didziyjy dilgéliy lapuose didziausias
antiradikalinis aktyvumas nustatytas rugpjacio 25 d. (zydéjimo pabaigoje) — 179,33 £ 1,61 umol TE/g,
stiebuose birzelio 2 d. (prie§ zydéjima) — 89,69 £ 0,45 umol TE/g, o Saknyse spalio 6 d. (s¢kly brandimo
metu) — 40,78 + 2,49 umol TE/g surinktose zaliavose. Maziausias antioksidacinis aktyvumas visuose
augalo organuose nustatytas rugpjicio 4 dieng (zydéjimo metu) surinktoje Zaliavoje (19 pav.). Nustatyti
statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir Sakny antioksidacinio aktyvumo
skirtingais vegetacijos laikotarpiais. Adoméniené ir kt. savo tyrime pastebéjo, jog stipriausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizymi iki zydéjimo rinkty dilgéliy lapy ekstraktai [87]. Miisy atliktame
tyrime prie§ zydéjimag nustatytas antioksidacinis aktyvumas taip pat stiprus, taciau reikSmingai skyrési

nuo didZiausio antioksidacinio aktyvumo Zydéjimo pabaigoje.
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19 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvairavimas didZiyjy dilgéliy Zaliavose vegetacijos metu;
skirtingos raidés rodo statistiSkai reik§mingus skirtumus tarp éminiy, (p<0,05)

3.6. Didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir $akny analizé UESC-MS/MS metodu

Didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir $akny fenoliniy junginiy kokybinés ir Kiekinés sudéties analizé
atlikta taikant ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos su tandemine masiy spektrometrija metoda.
Tirty skirtingose Lietuvos vietovése surinkty didziyjy dilgéliy zaliavy ekstraktuose identifikuoti ir
kiekybiskai jvertinti Sie vyraujantys fenoliniai junginiai: chlorogeno rtigstis, chino riigstis, kavos riigstis,
kumaro raigstis, rutinas, izokvercitrinas, izoramnetin-3-O-rutinozidas. Pavieniuose méginiuose mazais
kiekiais nustatyti ir Kiti junginiai: sinapo rugstis, katechinas, rozmarino rtigstis, arbutinas, kemferolio-3-
O-gliukozidas.

Nustatyta, kad didziyjy dilgeliy lapuose dominuojantis junginys yra chlorogeno riigstis, jos
kiekis jvairuoja nuo 3078 £ 153,94 pg/g (Vilkaviskis) iki 5367,21 + 268,36 pg/g (Rokiskis). Lietuvoje
auganciy didziyjy dilgéliy lapuose vidutiniskai chlorogeno rtigsties nustatyta 4087,43 + 204,37 ug/g.
Daugiausiai chlorogeno riigSties nustatyta Rokiskyje surinktos didziyjy dilgéliy zaliavos ekstrakte —
5367,21 + 268,36 pg/g. Mazesniais kiekiai didziyjy dilgéliy lapuose randama chino ragsties ir rutino,
atitinkamai 1053,01 + 52,65 pg/g ir 464,05 + 23,20 pg/g. Tiek chino riigsties, tiek rutino daugiausiai
nustatyta Vilkaviskyje rinktoje Zaliavoje. Nustatyti mazi kiekiai izokvercitrino, izoramnetin-3-O-
rutinozido ir kavos ragsties, atitinkamai 47,16 £ 0,36 pg/g, 25,24 + 1,26 ug/g ir 47,18 + 0,36 ug/g
(2 lentelé). Or¢i¢ ir kt. atlikto tyrimo metu nustatyta, jog didziyjy dilgéliy lapuose daugiausiai aptinkama
chlorogeno riigsties, rutino ir izokvercitrino, taip pat dideli kiekiai nustatyti chino rigsties ir kavos
ragsties [22]. Purovi¢ ir kt. tyringjo didziyjy dilgéliy lapy chemine sudétj, augalines Zaliavas
ekstrahuojant skirtingais metodais. Nustatyta, jog chlorogeno, kavos, ferulo, sinapo riigstys aptinkamos

tik tose iStraukose, pagamintose zaliavas ekstrahuojant ultragarso pagalba [90].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Or%C4%8Di%C4%87%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24054211
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2 lentelé. UESC-MS/MS metodu nustatyti fenoliniy junginiy kiekiai didZiyjy dilgéliy lapuose; C min
— maZiausias fenolinio junginio kiekis (19/9), C max — didZiausias fenolinio junginio kiekis (19/Q)

Kiekis, pug/g

Junginiai C min C max Vidurkis
Chlorogeno riigstis 3078,79 5367,21 4087,43
Chino rugstis 616,29 1568,85 1053,01
Rutinas 142,54 1005,35 464,05
Izokvercitrinas 14,554 107,67 47,16
Izoramnetin-3-O-rutinozidas 8,86 111,34 25,24
Kavos riigstis 24,74 64,76 47,18

Nustatyta, jog chlorogeno riigstis yra dominuojantis junginys ir didziyjy dilgéliy stiebuose,
jos kiekis varijuoja nuo 203,04 £ 10,15 pg/g (Tauragés raj., Dauglaukio k.) iki 1405,84 + 70,29 ug/g
(Rokiskis). Mazesni kiekiai nustatyti chino rtgsties: nuo 205,68 = 10,28 pg/g (Vilkaviskis) iki
560,47 £ 28,02 pg/g (Jurbarko raj., Girdziai). Rutino ir kumarino rtigsties nustatyta kiek maziau —
168,49 + 8,42 ug/g ir 73,60 £ 3,68 pg/g atitinkamai. Didziyjy dilgéliy stiecbuose maziausia nustatyta
izokvercitrino — 15,57 £ 0,78 ng/g (3 lentel¢). Pinelli ir kt. atliktame tyrime nustatyta, kad dominuojantis
fenolinis junginys didziyjy dilgéliy stiebuose taip pat yra chlorogeno rugstis [8]. Pastarajame tyrime

stiebuose taip pat identifikuotas rutinas, kumarino rugstis, kavos rtigstis, kvercetinas.

3 lentelé. UESC-MS/MS metodu nustatyti fenoliniy junginiy kiekiai didZiyjy dilgéliy stiebuose; C min
— maZiausias fenolinio junginio kiekis (119/0), C max — didZiausias fenolinio junginio kiekis (1g/Q)

Kiekis, pug/g
Junginiai C min C max Vidurkis
Chlorogeno riigstis 203,04 1405,84 462,51
Chino ragstis 205,68 560,47 400,26
Rutinas 59,50 404,30 168,49
Kumarino riigstis 36,614 107,655 73,60
Izokvercitrinas 8,491 39,209 15,57
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Saknyse didZiausias kiekis nustatytas chino rugsties, jos kiekis jvairuoja nuo
282,37 + 14,12 pg/g (Ignalinos raj., Trainiskio k.) iki 645,81 + 32,29 ug/g (Tauragé), vidutinis kiekis —
526,20 + 26,31 pg/g. Daugiau nei 3 kartus mazesnis kiekis didziyjy dilgéliy Saknyse nustatytas
chlorogeno rigsties — 138,32 + 6,19 ug/g. Rutino didziyjy dilgéliy Saknyse nustatyta maziausiai —
15,73 £ 0,79 pg/g (4 lentelé). Tyrimo rezultatai patvirtina ir kity mokslininky tyrimy teiginius, jog
didziyjy dilgeliy Sakny éminiy kiekiné ir kokybiné sudétis skiriasi nuo augalo antzeminés dalies éminiy
sudéties, Sakny ekstraktuose fenoliniy junginiy kiekis yra Zymiai mazesnis [8, 22].

4 lentelé. UESC-MS/MS metodu nustatyti fenoliniy junginiy kiekiai didZiyjy dilgéliy Saknyse; C min—
maZiausias fenolinio junginio Kiekis (Ug/Q), C max — didZiausias fenolinio junginio kiekis (1g/Q)

Kiekis, pug/g
Junginiai C min C max Vidurkis
Chlorogeno riigstis 17,57 434 47 138,32
Chino rugstis 282,37 645,81 526,20
Rutinas 7,80 32,74 15,73

3.7. Didziyju dilgéliu fenoliniy junginiy kiekinés sudéties ir ju ekstrakty

antioksidacinio aktyvumo koreliaciniy rySiy jvertinimas

Atlikta koreliaciné analizé norint iSsiaiSkinti, ar yra rySys tarp skirtingose Lietuvos vietovese
auganCiy didziyjy dilgéliy sudétyje esaniy fenoliniy junginiy ir antioksidacinio aktyvumo.
Apskaiciuotas Pirsono koreliacijos koeficientas. Rezultatai pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Skirtingose vietovése surinkty didZiyjy dilgéliy bendro fenoliniy junginiy, flavonoidy,
hidroksicinamono rigsties ir antioksidacinio aktyvumo Pirsono koreliacijos koeficientai (p<0,05)

Antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodas

DPPH ABTS FRAP
Bendras fenoliniy junginiy 0,969 0,777 0,975
kiekis, mg/g
Bendras flavonoidy kiekis, 0,822 0,616 0,864
mg/g
Hidroksicinamono  rigsties 0,904 0,747 0,948
dariniy kiekis, mg/g

Nustatyta, jog bendras fenoliniy junginiy ir hidroksicinamono rtigsties dariniy kiekis stipriai

koreliuoja su DPPH, ABTS ir FRAP metodais jvertintu antioksidaciniu aktyvumu. Bendras flavonoidy
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kiekis stipriai koreliuoja su antioksidaciniu aktyvumu, nustatytu DPPH ir FRAP metodais, vidutiniSkai
stipriai su ABTS metodo gautais rezultatais.

Taip pat jvertinti individualiy fenoliniy junginiy kiekio nustatyto UESC metodu ir
antioksidacinio aktyvumo koreliaciniai rySiai (6 lentel¢). Gauti fenoliniy junginiy priezastinio rysio su
antioksidaciniu aktyvumu in vitro rezultatai leidzia prognozuoti antioksidacinj aktyvuma in vivo.

6 lentelé. Skirtingose vietovése surinkty didZiyjy dilgéliy UESC metodu identifikuoty fenoliniy
junginiy ir antioksidacinio aktyvumo Pirsono koreliacijos koeficientai (p<0,05)

Antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodas
Junginiai DPPH ABTS FRAP
Chlorogeno rugstis 0,889 0,788 0,930
Chino rugstis 0,655 0,657 0,705
Rutinas 0,574 0,509 0,596
Izokvercitrinas 0,491 0,378 0,491

Chlorogeno rugstis stipriai koreliuoja su DPPH, ABTS ir FRAP tyrimais nustatytu
antioksidaciniu aktyvumu. Visais trimis tyrimais nustatytas antioksidacinis aktyvumas vidutiniskai
koreliuoja su chino riigstimi ir rutinu. Silpniausias koreliacinis rySys nustatytas tarp izokvercitrino ir

antioksidacinio aktyvumo.

3.8. Rezultaty apibendrinimas

Atlikus didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir Sakny, surinkty skirtingose Lietuvos vietovése
metanoliniy iStrauky sudéties ir antioksidacinio aktyvumo tyrimus, galima teigti, jog bendras fenoliniy
junginiy, flavonoidy, hidroksicinamono riigSties dariniy kiekis ir ekstrakty antioksidacinis aktyvumas
stipriai jvairuoja. Fenoliniy junginiy kiekis, nustatytas ultraefektyviosios skysc¢iy chromatografijos
metodu, taip pat jvairuoja skirtingose Lietuvos vietovése rinkty zaliavy iStraukose. Siuos skirtumus
galéjo nulemti skirtingi augalo genotipai, skirtingos didziyjy dilgéliy augimo salygos. Tokie augimo
vietos parametrai kaip temperatiira, drégmés kiekis, dirvozemio cheminé sudétis, §viesos intensyvumas

galimai turéjo jtakos fenoliniy junginiy jvairavimui didziyjy dilgéliy lapuose, sticbuose ir Saknyse.
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ISVADOS

. Atlikus tyrimus, parinktos optimalios ekstrakcijos sglygos fenoliniy junginiy kiekio nustatymui
didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir Sakny éminiuose: 30 min. ultragarso poveikio trukmé,
ekstrakcijos tirpiklis — 80 proc. (V/V) metanolis.

. Istyrus bendro fenoliniy junginiy kiekio pasiskirstyma didziyjy dilgéliy lapuose, stiebuose ir
Saknyse skirtingose Lictuvos vietovése, nustatyta, kad didziausias fenoliniy junginiy Kiekis
visuose augalo organuose aptiktas Kauno raj., Domeikavoje, Rokiskyje ir Jurbarko raj.,
Girdziuose surinkty zaliavy iStraukose. Bendras fenoliniy junginiy kiekis didziyjy dilgéliy lapy
éminiuose varijavo nuo 122,95 + 4,98 mg GRE/g iki 154,97 £ 1,68 mg GRE/g, stieby éminiuose
— nuo 32,79+ 0,47 mg GRE/g iki 41,31 £ 0,22 mg GRE/g, 0 $akny éminiuose — Nnuo
31,85+ 0,62 mg GRE/g iki 40,62 + 1,65 mg GRE/g. Didziausias bendras flavonoidy kiekis
nustatytas Jurbarke surinkty didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir Sakny éminiuose (atitinkamai
20,16 £ 0,16 mg RE/g, 46 + 0,32 mg RE/g ir 3,30 £ 0,22 mg RE/g). DidZiausias
hidroksicinamono riigSties dariniy kiekis nustatytas Tauragés raj., Dauglaukio kaime rinkty lapy
éminiuose (30,21 + 0,10 mg CRE/Q).

. Tyrimo metu nustatyta, jog didziyjy dilgéliy lapuose ir stiecbuose didziausias fenoliniy junginiy
kiekis rastas zydéjimo pabaigoje, o Saknyse — prie$ Zydéjimg. Didziausias flavonoidy kiekis
visuose augalo organuose nustatytas zydéjimo metu.

Stipriausias antioksidacinis aktyvumas, tiriant DPPH, FRAP ir ABTS metodais buvo nustatytas
didziyjy dilgéliy lapy, maziausias — Sakny éminiuose. Stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu,
tiriant DPPH ir FRAP metodais, pasizyméjo Jurbarko raj., Girdziuose, 0 ABTS metodu —
Rokiskyje surinkty zaliavy éminiai. Nustatyta, kad didziausias antiradikalinis aktyvumas lapuose
yra zydéjimo pabaigoje, stiebuose — pries§ zydéjima, o Saknyse — sékly brendimo metu.

. Atlikus didziyjy dilgéliy lapy, stieby ir Sakny i$trauky analiz¢ UESC metodu, nustatyta, jog lapy
ir stieby ekstraktuose dominuojantis junginys yra chlorogeno riigstis. Didziausias chlorogeno
ragsties kiekis lapuose ir stiebuose nustatytas Rokiskyje surinkty Zzaliavy iStraukose, atitinkamai
5367,21 + 268,36 pg/g ir 1405,84 + 70,29 pg/g. Sakny ekstraktuose daugiausiai nustatyta chino
ragsties, vidutinis jos kiekis ekstraktuose — 526,20 * 26,31 pg/g.

Nustatytas stiprus koreliacinis rySys tarp bendro fenoliniy junginiy bei chlorogeno ragsties
kiekio ir redukcinio aktyvumo, jvertinto FRAP metodu (atitinkamai 0,975 ir 0,930).
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Remiantis atlikty tyrimy rezultatais, geriausias laikotarpis didziyjy dilgéliy augaliniy zaliaviy
rinkimui farmacijos, kosmetikos ar maisto pramonei yra liepos—rugpjii¢io ménesiais. Siuo metu lapai ir
Saknys kaupia didziausig fenoliniy junginiy kiekj ir pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu.

Sitloma atlikti tolimesnius tyrimus, nustatyti kitose Lietuvos vietovése auganciy didziyjy

dilgéliy zaliavy fenoliniy junginiy sudétj, istirti Saknyse kaupiamus sterolius ir lignanus.
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