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SANTRAUKA

R. Zemaitytés magistro baigiamasis darbas. Pelkiniy vingiorykséiy (Filipendula ulmaria L.) augalinés
zaliavos cheminés sudéties, antiradikalinio ir antimikrobinio poveikiy jvertinimas/mokslinis vadovas dr.
D. Burdulis; Lietuvos sveikatos moksly universiteto, Farmacijos fakulteto, Farmakognozijos katedra. —
Kaunas. Tikslas: jvertinti pelkiniy vingioryks¢iy (Filipendula ulmaria L.) cheming¢ sudétj ir
antimikrobinj poveikj. Uzdaviniai: nustatyti tinkamiausig ekstrakcijos metoda ir optimalias ekstrakcijos
salygas; jvertinti flavonoidy, askorbo rigsties ir raugy kiekybinés sudéties kitimo dinamikg augalo
vegetacijos metu; jvertinti vaistinés augalinés Zaliavos antimikrobinj poveikj prieS devynias
mikroorganizmy kultliras; nustatyti vaistinés augalinés zaliavos antiradikalinio aktyvumo
priklausomybe nuo augalo vegetacijos tarpsniO ir nustatyti, ar yra priklausomybé tarp flavonoidy, raugy
ir askorbo rugsties kiekio vaistinéje augalingje zaliavoje ir antiradikalinio jos poveikio. Ekstrakcijai
pasirinkta maceracija ultragarsin¢je vonel¢je, kaip ekstrahenta naudojant 70 proc. V/V etanol;.
Suminiam flavonoidy kiekiui nustatyti taikytas spektrofotometrinis suminio flavonoidy kiekio
jvertinimo metodas. Suminiam raugy kiekiui ir askorbo rigsties kiekiui nustatyti taikyti farmakopéjiniai
titrimetrijos metodai. Antimikrobinis poveikis jvertintas liejant skirtingas tirStyjy ekstrakty
koncentracijas j agarg ir stebint mikrooroganizmy augima, o antiradikalinis aktyvumas nustatytas taikant
ABTS radikalo suri§imo metoda. DidZiausias suminis flavonoidy kiekis aptiktas augalo masinio
zydéjimo metu. Pirmojoje fenologinio vystymosi puséje askorbo riigsties kiekis buvo didesnis uz
vidutinj per visa vaistinio augalo vegetacijos laikotarp; (>0,025 proc.). Suminio raugy kiekio
maksimumas pasiektas pries pelkiniy vingioryks¢iy masinio zydéjimo tarpsnj (16,80 proc.). Etanoliu
ekstrahuoti pelkiniy vingiorykscéiy tirStieji ekstraktai pasizyméjo Siek tiek didesniu antimikrobiniu
poveikiu nei vandeniu ekstrahuoti tirstieji ekstraktai, ypac prie$ E. faecalis ir B. subtilis. Suristy laisvyjy
radikaly kiekis nuo vegetacijos pradzios iki masinio Zydéjimo tarpsnio nuolat didéjo ir masinio zydéjimu
metu pasieké maksimumg (95,33 + 0,16 proc.). Nustatyta vidutin¢ koreliacija tarp suminio flavonoidy

kiekio ir antiradikalinio aktyvumo.



SUMMARY

R. Zemaityté master's thesis. Chemical composition, antiradical and antimicrobial effect assessment of
Meadowsweet (Filipendula ulmaria L.) herbal raw material/ supervised by Dr. D. Burdulis; Lithuanian
University of Health Sciences, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognosy. - Kaunas.
Obijective: To assess chemical composition and biological effects of meadosweet (Filipendula ulmaria
L.) Objectives: To determine the most suitable extraction method and the optimum extraction conditions;
evaluation of quantitative composition dynamics of flavonoids, tannins and ascorbic acid during the
growing season; antimicrobial effects evaluation of herbal ingredients against nine microbial cultures;
evaluate dependence antiradical activity on the growing stage of the plant and to determine whether there
is a relationship between quantity of flavonoids, tannins and ascorbic acid in the herbal raw material and
its antiradical effect. The maceration by ultrasonic bath using 70 %. VV / VV ethanol was selected for
extraction . For total flavonoids determination the spectrophotometric method was applied for total
flavonoid content. For total tannin content and content of ascorbic the pharmacopoeial titration methods
were applied. The antimicrobial effects were evaluated by infusing different concentrations of
extractives to agar and observing microorganisms growth. The antiradical activity determined using the
ABTS radical scavaning method. The highest total flavonoid content was found in massive flowering
period. In the first half of the phenological development ascorbic acid content was higher than the
average of the entire period of growing (> 0.025 %.). The peak of total tannin content was reached before
massive flowering stage of meadowsweet (16.80 %). The ethanol extractives of meadowsweet were
characterized by a slightly higher antimicrobial activity than the aqueous extractives, especially against
E. faecalis and B. subtilis. The amount of quenched free radicals from the beginning of the growing to
the massive flowering stage increased steadily and reached its peak at massive flowering of
meadowsweet (95.33 + 0.16 %.). The average correlation was found between total flavonoid content
and the antiradical activity.
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1. SANTRUMPOS

AA — adjuvantinis artritas

ABTS - 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono rugsties diamino druska
ABTSe+ - ABTS Katijoninis radikalas

BAM - biologiskai aktyvi (-ios) medziaga (-0S)

BP — Brity farmakopéja (angl. British Pharmacopoeia)

CD - cukrinis diabetas

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo hidratas

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija

EP —Europos farmakopé¢ja (angl. European Pharmacopoeia)

EMFB - Europos moksliné fitoterapijos bendrija

ENG — eritrocity nusédimo greitis

EMA — Europos vaisty agentiira (angl. European Medicines Agency)

HD — histidino dekarboksilazé

IL — interleukinas

KE — kapiliariné¢ elektroforeze

KK — koreliacijos koeficientas

LR — laisvieji radikalai

MIC — minimali slopinanti koncentracija (angl. minimum inhibitory concentration)
NVNU — nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo

FP — Pranciizy farmakopéja (angl. French Pharmacopoeia)

ROS - reaktyviosios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

RNS — reaktyviosios azoto formos (angl. reactive nitrogen species)

TEAC - troloksui ekvivalentiska antioksidantiné galia (angl. Trolox equivalent antioxidant capacity)
TNF — a - citokiny klasés alfa tumoro nekrozés faktorius

VSN - vidutinis standartinis nuokrypis



IVADAS

Fitoterapija (gr. phyton — augalas, gr. therapeia — gydymas) — tai medicinos Saka, kuri
remiasi augaly panaudojimu gydymui. Fitoterapija istoriSkai atsirado i$ Zolininkystés ir sparciai pleciasi
bei populiar¢ja ne tik praktiniu, bet ir moksliniu poziiiriu. Paskutiniu metu moksliniy publikacijy apie
stebinancius augaly tyrimy rezultatus ir sékminga gydyma vaistiniais augalais ir jy pagrindu pagamintais
vaistiniais preparatais tik daugéja. Tai jrodo neiSvengiama fitoterapijos, kaip vieno i§ gydymo budy,
svarbos augimg.

Fitoterapijai, kaip ir kiekvienai kitai mokslo sri¢iai, reikia pléstis ir tobuléti. Tam bitina ne
tik gilinti Zinias ir didinti moksliniy jrodymy skaiciy apie jau labai placiai iStirtas vaistines augalines
zaliavas, bet ir ieskoti naujy biologiskai aktyviy medziagy Saltiniy. Bitent tokiems didelius Kiekius
naudingy medziagy kaupiantiems vaistiniams augalams galima priskirti ir pelkines vingiorykstes.

Pelkiné vingioryks§té yra nuo seno zinomas daugiametis Zolinis augalas, kuris placiai
paplites Lietuvos miskuose ir drégnose pievose. Pelkiné vingioryksté svarbi aspirino atsiradimui, nes
XIX amziuje i§ Sio vaistinio augalo buvo izoliuoti salicilatai. Viena garsiausiy farmaciniy kompanijy i$
ju susintetino acetilsalicilo ragstj, kuria, pelkiniy vingioryks¢iy garbei, pavadino aspirinu (istorinis
Filipendula ulmaria sinonimas — Spirea ulmaria).

Pelkiniy vingioryks¢iy vaistiné augaliné Zaliava vartojama nuo seniausiy laiky. Kitose
Salyse, pavyzdziui, Vokietijoje, Pranciizijoje, JAV, ji itin populiari ir pladiai pritaitkoma ne tik
fitoterapijoje, bet ir homeopatijoje. Daug Sio jvairiy biologiskai aktyviy medziagy kaupiancio augalo
moksliniy tyrimy atliko rusy, turky, amerikie¢iy mokslininkai. Kai kuriose S$alyse, pavyzdziui,
Pranciizijoje ir JAV, yra gausus §io vaistinio augalo pagrindu pagaminty vaistiniy preparaty ir maisto
papildy pasirinkimas. Lietuvoje registruotas pelkiniy vingiorykS¢iy vaistinés augalinés zaliavos
ekstrakto patentas.

Sis perspektyvus vaistinis augalas magistro baigiamojo darbo tyrimams pasirinktas
neatsitiktinai. Pelkiniy vingioryks¢iy vaistiné augaliné zaliava Lietuvoje tirta labai mazai, o didelis
skaiCius moksliniy publikacijy ir ilga vartojimo patirtis jrodo, kad Sis vaistinis augalas gali tapti dar
svarbesne ir reikSmingesne sékmingos fitoterapijos praktikos dalimi. Lietuvoje surinkty pelkiniy
vingioryksc¢iy esktrakty tyrimy rezultatatai, taikant pasirinktas metodikas, parode, kad vaistiné augaliné
zaliava turtinga biologiSkai aktyviomis medziagomis. Neatmetama galimyb¢, kad pelkiniy
vingioryksc¢iy Zolé ir Ziedai gali tapti viena populiariausiy Zaliavy augaliniams vaistiniams preparatams
ir maisto papildams, skirtiems virSkinimo, kvépavimo, Sirdies ir kraujagysliy bei kitoms zmogaus

organizmo sistemoms.
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TIKSLAS

Istirti pelkiniy vingiorykséiy (Filipendula ulmaria L.) augalinés Zaliavos cheming sudétj, antiradikalinj

ir antimikrobinj poveikius

UZDAVINIAI

1. Parinkti tinkamiausig pelkiniy vingioryks¢iy vaistinés augalinés zaliavos ekstrakcijos metodg ir
optimalias ekstrakcijos salygas.

2. Istirti flavonoidy, askorbo rigsties ir raugy kiekybinés sudéties kitimo dinamika pelkiniy
vingioryksc¢iy vegetacijos metu.

3. Istirti pelkiniy vingioryks¢iy vaistinés augalinés zaliavos antimikrobinj poveik].

4. Nustatyti vaistinés augalinés zaliavos antiradikalinj aktyvuma.

5. Nustatyti, ar yra priklausomybé tarp biologiskai aktyviy medziagy (flavonoidy, raugy ir askorbo

rugsties) kiekio vaistinéje augalinéje Zaliavoje ir antiradikalinio jos poveikio.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Pelkiniy vingioryks¢iy (Filipendula ulmaria L.) apibidinimas ir cheminé
sudétis

2.1.1 Augalo apibuidinimas

Pavadinimas — pelkiné vingioryksté (Filipendula ulmaria L.), Seima — Rosaceae.
Sinonimai: ilgaryksté, ozkabarzdis, priepuolzolé, Sundrynos, vingerycia, vingiras. LotyniSkai: filium —
sitilas, pendere — kaboti. [1]. Sinonimas - Spiraeae ulmaria (L.), dazniau vartotas anks¢iau. Europos
Sajungos Salyse Filipendula ulmaria vadinama jvairiai, pvz., angliskai: Meadowsweet, Bittersweet,
Queen of the meadows, pranciziskai: Reine des prés, Barbe de bouc, Barbe de chévre; vokiskai: Echtes
Mddesiifs, Bocksbart, Geifibart. [2, 3]

Tai daugiametis 60-150 cm Zolinis augalas, turintis $liauziantj Sakniastiebj ir plonas
pridétines Saknis. [4] Augalas gali uzaugti net iki 2 m aukscio. [5] Stiebas stacias, paprastas arba Sakotas,
briaunotas, gausiai lapuotas, plikas. VirSutiné stiebo dalis — gausiai Sakota. Lapai pertrauktai plunksniski,
vir§tininiai su 3-5 skiltimis; virSutin¢je puséje Zali, apatinéje — balsvi, gausiai pukuoti. [4] Stambieji
lapeliai placiai kiauSiniSki arba kiauSiniSkai lancetiski, smailiavir§iiniai, jkarpytai pjukliski, iStisiniai
skiauteéti; vir§iininis lapelis stambesnis uz kitus, plastakiskai suskaldytas j 3 — 5 dalis; prielapiai placiai
Sirdiski. [1] Ziedynas - iki 20 cm ilgio tanki vir§Gininé §luotelé. Ziedy daug, jie mazi (6 - 8 mm
skersmens), balti arba neryskiai oranziniai, kvapiis. [4] Kuokeliai gelsvi, ilgesni uz vainiklapius. Visas
augalas kvepia karciaisiais migdolais. [6]

Augalas zydi birzelj — liepg. Vaisius — sudétinis lukStavaisis, sudarytas i§ daugelio
nesuaugusiy, neatsidaran¢iy vienasékliy rieSutéliy. RieSutéliai susukti, suploti, SiurksStus, gysloti,
rauksléti, matiniai, reéiau blizgantys, pilkai ar gelsvai rusvi, 1,5 — 2,1 mm ilgio, 0,9 — 1,2 mm plo¢io.
Pelkinés vingiorykstés dauginasi Sakniestiebiais ir s€éklomis. Vienas augalas uzaugina 300 — 500 sékly,

kurias platina véjas ir vanduo. [1] RieSutéliai lengvi: 1000 jy sveria tik apie 0,4 — 0,6 gramo. [7]

2.1.2 Augalo paplitimas ir dauginimasis

Augalas paplites Europoje, Sibire, MaZojoje ir Vidurinéje Azijoje, Mongolijoje. Siaurés
Amerikoje jis — atnestinis augalas. Sis augalas yra Eurazinis floros elementas.

Lietuvoje natiiraliose Filipendula Mill. genties augavietése auga 2 rusiy augalai: pelkiné
(Filipendula ulmaria (L.) Maxim.) ir paprastoji (Filipendula vulgaris Moench) vingiorykstés. [1] Jy

cheming¢ sudétis yra labai panasi ir jos gali biiti naudojamos tais paciais tikslais. [§]
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F. ulmaria priskiriama Lietuvoje placiai paplitusiems augalams. [9] Jis gausiai paplites
drégnose ir Slapiose pievose, pelkése, vandens telkiniy pakrantése, drégnuose miSkuose, jvairiuose
pagrioviuose. Mégsta drégnus ir daug maisto medziagy turin¢ius dirvozemius. [4] IStisus sgzalynus,
kartais ir su dilgéle ar Kitais augalais, sudaro pelkétuose ir Slapiuose juodalksnynuose, baltalksnynuose,
misriuose uosio ir juodalksnio medynuose. [6]

Pelkinés vingiorykstés, labai anksti, dar nepazydusios, pradeda daugintis vegetatyviskai. RySiai
tarp motininiy ir dukteriniy individy islicka nuo keliy ménesiy iki keleriy mety. Vegetatyvinio
dauginimosi intensyvuma lemia ten esancios aplinkos sglygos. Jis labai padidéja laisvesnése teritorijoje,

kur VA gali pléstis. [10]

2.1.3 Augalo kultyvavimas

Vaistinis augalas mégsta purias, humusingas, drégnas priesmélio arba lengvo priemolio daug
maistiniy medziagy turinCias dirvas. [1] Nemégsta sausy ir ragsciy dirvozemiy. [11] Dauginasi
savaimine séja. Auginant lysvése ar darzeliuose pavasarj (tinkamiausia - balandj) reikia iSkasti jaunus
augalélius ir sodinti juos j parinktg nuolating auginimo vietg kas 40 — 50 cm, 60 — 70 cm tarpueiliais.
Taip pat galima rugpjucio pabaigoje — rugséjo pradzioje surinktas séklas paséti j 3 — 4 cm gylio vageles,
o pavasarj perkelti daigelius j numatytg pastovig auginimo vietg. Pirmaisiais kultivavimo metais augalus
butina gerai prizitréti: ravéti piktzoles, purenti dirva, stebéti aplinkos salygas. Vienoje vietoje
vingiorykstes galima auginti 8 — 9 metus, kas antri metai treSiant organinémis trgSomis. [1] Augalg
kultivuoti geriau Sesélyje, nes saulékaitoje gali apnykti, paruduoti. [12] Reikéty pabrézti, kad
neapsaugotoje nuo saulés vietoje pelkines vingiorykstes galima auginti tik tada, kai i$tisus metus yra
stebima ir uztikrinama pakankama dirvozemio drégmé. [11] 2009 metais pasirodé mokslinis prane§imas
apie sékmingg F. ulmaria tigliy regeneracija in vitro i jy lapy ar Sakny, naudojant jvairius augimo

stimuliatoriy derinius. [114]

2.1.4 Vaistiné augaliné Zaliava, jos ruoSimas ir laikymas

Zaliava — pelkiniy vingioryk$¢iy ziedynai (Filipendulae ulmariae flos); pagal Pranciizy
farmakopéja (FP) homeopatiniams preparatams naudojami Sviezi ir Zydintys ziedai [13]. Kita zaliava —
pelkiniy vingioryks¢iy antzeminé dalis — zolé (Filipendulae ulmariae herba). Visos vingioryksciy dalys
skleidzia intensyvy, j medaus kvapa panasy aromatg. [12] Kai kuriems zmonéms kvapas yra per daug
saldus ir §leikstus. Ziedy kvapas yra kur kas intensyvesnis ir Siek tiek skiriasi nuo lapy ar kity augalo

daliy kvapo. [11]
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Zaliavos ruosimo laikas — birzelio ir liepos ménesiai (VA Zydéjimo metu). Ziedynai arba
antzeminé dalis (priklauso nuo to, kuri augalo dalis renkama) pjaunama giedra diena, nukritus rasai.
Surinkta vaistiné augalin¢ Zaliava (VAZ) paskleidziama plonu sluoksniu sausoje, védinamoje patalpoje
arba pastogéje, kasdien atsargiai ir kruop§¢iai pavartoma. VAZ yra kvapni (primena medaus aromata),
ragstoko, kiek sutraukiancio skonio. Ji pakuojama j sandarias medines dézes ar stiklinius indus ir

laikoma sausoje, tamsioje bei védinamoje patalpoje. VAZ tinkama vartoti 1 metus. [1]

2.1.5 Pelkiniy vingioryksc¢iu Zolés cheminé sudétis

Pelkinés vingiorykstés yra augalinis taniny Saltinis (joje aptinkama netgi 10-20 procenty
elagotaniny). [14] Raugy kiekis priklauso nuo VA dalies: pavyzdziui, pelkiniy vingioryks$¢iy Saknyse ir
Sakniestiebiuose rauginiy medziagy kiekis svyruoja nuo 3,5 iki 21,8 proc., o stiebuose aptinkama apie
1,9 proc. rauginiy medziagy. Tuo tarpu lapuose esantis taniny kiekis yra labai jvairus — nuo 3,6 iki 16,8
proc. [15] Hidrolizuojamy raugy kiekis etanoliniuose ekstraktuose yra apie 1 proc., 0 vandeniniuose —
per 12 proc. Pagrindiné taniny sudedamoji dalis yra dimerinis darinys rugozinas D. [2] Rugozino D
daugiausiai randama F. ulmaria zieduose — vidutiniskai apie 3 proc. [16].

VA kaupia ir flavonolinius glikozidus, i$ kuriy daugiausia yra spireozido. Vidutinis jo Kiekis
yra 2,4 — 4proc. [16] F. ulmaria zoléje taip pat randama rutino, hiperozido, avikuliarino, flavonoidy
aglikony — kvercetino, kempferolio, liuteolino, apigenino, astragalino. [14, 17, 18] Biitent hiperozido ir
avikuliarino glikozidy lapuose ir Ziedynuose randama net iki 0,8 proc. [1] Flavonoidy kiekis priklauso
nuo augalo dalies - Zydinc¢iose augaluose aptinkama 1-3 proc. flavonoidy, o paciuose ziedynuose vir$ 6
proc. [2, Error! Reference source not found.]

Pelkiniy vingioryksc¢iy Zieduose taip pat gausu salicilo riigsties ir jos dariniy, protokatechino,
galo, kavos bei kity polifenoliniy rags¢iy. [14] I8 fenilkarboniniy riig§¢iy vyrauja kavos ir elago ragstys.
Elago riigsties kiekis labai svyruoja — jos aptinkama nuo 2,37 iki 8,88 mg/l g SM, kavos riigsties
randama 6,5 mg/ 100 g SM,o ferulo rtigsties — 13,2 mg/ 100 g SM. [16, 20] Taip pat aptinkama riebaly
rugsciy (linolio, stearino). Askorbo riigsties (vitamino C) randama iki 300,0 mg proc., o tokoferoliy —
apie 500 u/g SM. [1, Error! Reference source not found.]

Salicilaty kiekis priklauso nuo to, kokios augalo dalys sudaro VAZ: salicilo alkoholio Zoléje
randama 0,98 - 1,94 mg/g SM, jo dariniy —2,31 — 4,84 mg/g SM, zieduose jo kiekiai didesni — atitinkamai
3,34 mg/g SM ir 8,36 — 9,23 mg/g SM. Salicino F. ulmaria VAZ palyginus mazai: Zoléje jo aptinkama
0,06 mg g SM, Zieduose — jo kiekis nereikSmingai mazas, o kai kuriuose Saltiniuose nurodoma, kad jo
gali buti ir i$ viso neaptinkama. Salicilo riigsties zoléje randama 1,47 mg/g SM, jos dariniy — net iki 3,66
mg/g SM, o zieduose aptinkamas panasus, bet Siek tick mazesnis salicilo riigsties ir jos dariniy kiekis:
atitinkamai 1,38 mg/g SM ir 3,49 mg/g SM. F. ulmaria VAZ randama ir monotropitino — tai neseniai
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izuoliuotas metilsalicilato glikozidas [21]. Monotropitino ir Zieduose ir Zol¢je randama apie 1 mg/g SM.
[22] Europos vaisty agentira (EMA) nurodo, kad suminis salicilaty (daugiausiai glikozidy formoje)
kiekis dazniausiai yra mazesnis nei 0,5 proc. (mazdaug 0,3-0,5 proc.) [2, 23]

Zoléje yra apie 0,2 proc. eterinio aliejaus, kurio pagrindiniai komponentai yra salicilaldehidas
(sudarantis 75 proc. visy eterinio aliejaus komponenty), taip pat feniletilo alkoholis, benzilo alkoholis,
metilsalicilatas, spireinas, heliotropinas, fenilacetatas ir vanilinas. [3] VirSkinamajame trakte salicilas ir
salicilaldehidas yra biotransformuojami: jie oksiduojami j salicilo rigsti, kuri gimininga acetilsalicilo
ragsciai (aspirinui). [14] Europos farmakopéjoje (EP) nurodoma, kad kokybiskoje vaistinéje zaliavoje

turi biti bent 1 ml lakiyjy medziagy (eteriniy aliejuy) 1 kg VAZ (pelkiniy vingiorykséiy Zolés). [2]

2.2 Pelkiniy vingioryks¢iy augalinés Zaliavos medicininis pritaikymas
2.2.1 Vaistinio augalo istorinés farmacinés formos ir indikacijos

Kelty dvasininkai (dar kitaip vadinami druidais) pelking vingiorykste, kaip ir azuolg ar amala,
dél jiems jau Zinomy gydomuyjy savybiy laiké Sventu augalu. [8] Pelkiniy vingioryksciy, kaip VA
vartojimas, buvo apraSytas jau vélyvame XVI ir ankstyvame XVII amziuose. Tradiciskai jos buvo
vartojamos uzdegiminéms ligoms gydyti ir kaip diuretikas. [2]

Daugelyje literatiiros Saltiniy kaip VA farmaciné forma dazniausiai apraSyta arbata, taciau BP
1974 metais apraSyta ir 45 % v/v tinkttiros gamyba. 1988 metais Pranciizijoje buvo vartojamos kapsulés
su ziedy milteliais. Jos buvo skiriamos simptominiam nedidelio sagnariy skausmo gydymui bei inksty ir
virskinimo sistemos funkcijy gerinimui. Taip pat XX a. pabaigoje i Pranciizijos vaistiniy preparaty
kainorastj buvo jtraukti vandeniniai ir alkoholiniai sausieji ekstraktai. [2]

Vingioryks$¢iy preparatai nuo seno naudojami Slapimo iSsiskyrimui skatinti, sergant Slapimo
puslés, inksty ir Sirdies ligomis, siekiant sumazinti jvairius skausmus. Jie taip pat istoriskai vartojami
viduriuojant ir persiSaldzius. [3, 24]

Liaudies medicinoje pritaikomos visos VA dalys, bet paprastai — Zzol¢, kartais lapai arba tik
ziedynai. [8] Dar iki $iol vaistinio augalo Ziedy arbata gydomi skrandzio, Zarnyno, plauciy negalavimai,
bronchitai. Zolés nuoviru plaunamos Zaizdos, votys, gydomos odos ligos. Smulkiais sutrintais Ziedy

milteliais barstomos kudikiy i$Sutusios 0dos vietos. [3, 12]
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2.2.2 Medicininis pritaikymas

Augaliniai vaistai lengviau ir grei¢iau pasisavinami nei sintetiniai, yra Svelnesni Zzmogaus, ypac
vaiko organizmui, be to, jy paklausa rinkoje nuolat auga. [25], pvz., Estijoje: nuo 1991 mety, kai buvo
atgauta nepriklausomybé¢, F. ulmaria augaliné Zaliava vél pla¢iai pradéta vartoti po daugelio mety. [26]

F. ulmaria plac¢iai naudojama ne tik kaip maisto priedas ir prieskonis, daziklis, bet ir kaip VA.
[27] Sis augalas néra placiai istirtas klinikinémis salygomis, todél jos teigiamas poveikis daugiausiai
grindziamas tradiciniu vartojimu, in vitro testy bei bandymy su gyvinais rezultatatais. [28]
Vingioryks$¢iy sudétyje esancios biologiskai aktyvios medziagos (BAM) apsaugo ir ramina vir§kinamojo
trakto gleiving, mazina padidéjusj skrandzio riigS§tinguma ir nemalonius jo sukeliamus pojucius bei
stabdo pykinimg. Jos vartojamos gydyti hiperaktyvuma, viduriavimg (ypa¢ vaikams), gastritg, pepsing
opa bei norint palengvinti reumatinius skausmus. [27]

Dziovinti Ziedai ir zolé tradiciskai vartojami palaikomajam perSalimo gydymui, nes pasizymi
diuretinu ir prakaitavima skatinanéiu poveikiu. [29] Taip pat VAZ tinka ir nemaloniems podagros
simptomams malSinti. Remiantis tyrimais, atliktais su gyviinais, VA ekstrakty vartojimas gali skatinti
Slapimo ragsties i$siskyrimg [30]. Tyrimais jau jrodyta, kad ir vandeniniai, ir etanoliniai ekstraktai
pasizymi prieSuzdegiminiu ir antimikrobiniu poveikiu. Fibrinolizinis poveikis jrodytas keletu in vivo

eksperimenty. Flavonoidy kompleksas pasizymi prie§véziniu poveikiu. [29]

2.2.2.1 Paprastasis perSalimas ir kvépavimo taky ligos

Pelkiniy vingioryks¢iy poveikis gyviny centrinei nervy sistemai placiai iStirtas — vienas
svarbiausiy pozymiy yra kino temperatiiros sumazéjimas. Sis antipiretinis aktyvumas Kartu su
prieSuzdegiminiu/imunomoduliaciniu ir antibakteriniu efektais lemia §io VA preparaty tinkamumag
paprastojo perSalimo ir kvépavimo taky ligoms gydyti. [2, 3]

F. ulmaria VAZ gali padéti persisaldzius: sergant jvairiomis infekcinémis ir virusinémis
ligomis, pvz., sloga, angina, bronchitu, gripu. Pelkiniy vingioryks¢iy zZiedy arbata persalimui gydyti gali
biti ruosiama kartu su Ciobreliais ir liepziedziais. [5] Europos moksliné fitoterapijos bendrija (EMFB)
nurodo, kad VA nuoviras, skystasis ekstraktas ir tinktiira labiausiai tinka palaikomajam gydymui nuo

persalimo. [3]

2.2.2.2 Skausmas ir uZdegimas

Salicilo rugstis, esanti augalo sudétyje, pasizymi prieSuzdeginémis savybémis. [31] Salicilo
aldehidas taip pat pasizymi NVNU budingais poZymiais, nes yra aspirino prekursorius, kuris didziausiais
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kiekiais i$skiriamas i§ ziedy pumpury. [30] Jrodyta, kad F. ulmaria etanoliniai ekstraktai slopina
uzdegiminiy procesy, tokiy, kaip eksudacija, skausmas bei kars¢iavimas, pasireiskima. [32]

Lietuvoje 2002 uZregistruotas patentas, kuriame apraSomas pelkiniy vingioryks¢iy preparato
gamybos biidas. Poveikio buvimas jrodomas in vivo tyrimo rezultatais: bandymui parinktos 2 mg/kg™?,
4 mg/kg? ir 8 mg/kg? preparato (40 proc. V/V etanolinés tinktiiros) dozés ryskiai ir statistiskai
reikSmingai mazino ENG (eritrocity nusédimo greitj), kuris, kaip nustatyta, buvo padidéjes adjuvantinio
artrito (AA) metu. Tyrimo metu AA serganciy ziurkiy ENG skaitiné reikSmé sumazéjo iki sveiky ziurkiy
ENG skaitinés reik§més. Duomenys buvo panaSis gydant laboratoriniy gyviinéliy AA acetilsalicilo
ragstimi (aspirinu). [33] Lietuvoje taip pat atliktas tyrimas, kurio tikslas buvo istirti ir palyginti augaliniy
preparaty kastony ziedy (Aesculus hippocastanum L. ir vingioryks¢iy (Filipendula ulmaria (L.) tinkttiry
jvairiy doziy poveikj eksperimentinio ziurkiy osteoartrito eigai. Gavus rezultatus, padaryta iSvada, kad
profilaktinis augaliniy preparaty naudojimas mazina sgnarinius pokycius eksperimentiskai sukelto
osteoartrito metu. F. ulmaria vidutiniy (8 mg/kg/d.) ir dideliy (17 mg/kg/d.) doziy poveikis rySkesnis
gerinant sgnariy bukle. Tik didelés (19 mg/kg/d.) A. hippocastanum dozés pasizyméjo statistiSkai
reikSmingu poveikiu. [34]

In vitro tyrimais jrodyta, kad pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktas pasizymi imunomoduliaciniu
poveikiu. VAZ ekstraktai reikimingai slopino zmogaus leukocity reaktyvosios deguonies gamyba. Buvo
nustatyta, kad dietileterinis Sakny ekstraktas stipriausiai slopino limfocity proliferacijg. [35]

Irodyta, kad F. ulmaria sudétinés medziagos turi inhibuojantj poveikj prie§ rekombinanting
histidino dekarboksilaze (HD, kuri dalyvauja biogeninio amino histamino sintezéje). Ryskiausig
inhibicijg sukélé etanolinis VAZ ekstraktas. I§ jo buvo izoliuoti elagotaninai ir kai kurie flavonoidai.
Padaryta iSvada, kad elagotaninai ir kvercetinas turi slopinamajj poveikj pries HD, ir tai gali biiti Zingsnis
link naujy vaisty sukairimo, nes iki Siol tokiu mechanizmu j histamino apykaitg veikian¢iy vaistiniy
preparaty néra. [27]

Autoriy duomenimis, F. ulmaria VAZ pasizymi inhibuojanéiu aktyvumu pries elastaze. Buvo
tirtos net 42 Rosaceae Seimos augaly rusys, taciau tik Rosoideae poseimis (kuriam ir priklauso F.
ulmaria) pasizymi ypatingai dideliu taniny kiekiu bei elastazg inhibuojanciu aktyvumu. [36]

BP ir kitoje literatiiroje nurodoma, kad uzpilai, skystieji ekstraktai ir tinktdiros tinka
reumatiniams raumeny ir sgnariy skausmams malS$inti, vartojant per os ir iSoriskai. [37] Toks poveikis
jrodytas ne vienu moksliniu tyrimu. I§ vandeniniy VA ekstrakty buvo izoliuoti polifenoliniai junginiai
(apigeninas ir kvercetinas), kurie buvo inkubuojami kartu su THP1 Zzmogaus lasteliy linijos makrofagais,
interleukino (IL) - 1P, IL-6 ir citokiny klasés alfa tumoro nekrozés faktoriumi (TNF-a). 10 uM apigenino
ir tokia pati koncentracija kvercetino reikSmingai slopino IL-6, 0 10 uM apigenino ir 25 uM kvercetino

koncentracijos statistiSkai reikSmingai slopino TNF-a. [38] 10, 50, 150 ir 500 mg/kg F. ulmaria
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etanoliniy ekstrakty dozés, duotos peléms, skatino jy humoralinio imuniteto atsakg bei padidino IL —2

gamyba. [39]

2.2.2.3 Skrandzio opos, rémuo ir vir§kinimo sutrikimai

Dar 1980 m. Barnaulov su bendraautoriais nustaté, kad pelkiniy vingioryks$¢iy nuoviras
pasizymi prieSopiniu poveikiu: atlikti eksperimentai su Ziurkémis, perriSant jy Zarny stormenj ir
imobilizacijos metu pasteb¢jus tik mazus pazeidimus, kai buvo eksperimentiskai acetilsalicilo rugstimi
sukelta opaligé ir j pogelivj injekuojamas 70 proc. V/V etanolis.[14] Ir kiti, véliau mokslininky atlikti in
ViVO testai parodé neabejoting apsauginj poveikj pries skrandzio opas, sukeliamas acetilsalicilo raigsties.
Taip pat ji gali biiti vartojama gastritui bei létinéms alkoholio indukuojamoms skrandzio opoms gydyti.
[28] Jrodytas F. ulmaria etanolinio ekstrakto augima inhibuojantis poveikis prie§ Helicobacter pylori
bakterijg, kuri jvardijama kaip dazna gastrito, opaligés, dispepsijos ar net vézio prieZastis. [40]

F. ulmaria, kaip minéta ankscCiau, kaupia salicilatus, taciau jprastomis sglygomis salicilatai
augale yra chemiskai sujungti ir randami glikozidy formoje. Taigi tikimybé jais sukelti skrandzio
gleivinés kraujavimg yra daug mazesné, nei aspirino, 0 poveikis — labai panaSus. [3, 23, 41] Be to,
pelkinés vingiorykstés nesukelia aspirinui biidingy nepageidaujamy poveikiy, nes kiti VA esantys
junginiai (pvz., flavonoidai, taninai) apsaugo jautrias skrandzio bei Zarny gleivines ir visiSkai
nesusilpnina priesuzdegiminio salicilo ruigsties poveikio. [8, 23]

Literatiros Saltiniuose pateikiama, kad F.ulmaria tinktiros yra tinkamos norint pagerinti
virSkinimg skrandyje, padidinti skrandZio rugsties i$siskyrimg bei pagreitinti skrandZio iSsitustinima.
[42, 3] Remiantis Brity farmakopéja (BP), Filipendulae ulmariae zolé vartojama miSiniuose su Althaea
officinalis ir Melissa officinalis skrandzio sutrikimams ir su Ballota nigra pykinimui $alinti, kity autory

duomenimis veikia spazmolitiskai, tulZies i$siskyrima skatinanéiai. [2]

2.2.2.4 Priesvézinis poveikis

Paskutiniu metu i§samios epidemiologinés studijos parode, kad egzistuoja koreliacija tarp
didesnio antioksidanty, tokiy, kaip pelkinése vingiorykstése randamy flavonoidy ar taniny, suvartojimo
bei rizikos susirgti tam tikry formy véziu, kardiovaskulinémis ligomis ir kitomis degeneracinémis
ligomis, kurias sukelia oksidacinis stresas, sumazéjimo. [16]

Paskutiniais metais prieSvézinis pelkiniy vingioryksciy poveikis tiriamas labai pla¢iai. Autoriy
duomenimis, chloroforminiai ir heksaniniai VA ekstraktai turéjo antiproliferacinj poveikj pries B16

melanomos lgsteles. [43] F. ulmaria ekstraktai (10 ir 50pug/mL koncentracijy) pasizyméjo Zymiu
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citotoksiSkumu ir Zmogaus limfoblastoidiniy lgsteliy augimo slopinimu in vitro. [44] Vietiskai
panaudotas ziedy nuoviras (tepalo forma) 1émé suragéjusiy karcinomos lasteliy kiekio sumazéjima peliy
organizmuose (eksperimentinis gimdos kaklelio vézys sukeltas kancerogenu 7,12-dimetilbenantracenu).
Lasteliy kiekis sumazéjo 39 proc. Teigiamas atsakas buvo nustatytas 32 tyrimo dalyviy organizmuose
(67 proc. bendro skai¢iaus). Atkrytis nepasireiské ir visiskai per 12 ménesiy trukusj gydymo kursg buvo

iSgydyta 10 tyrimo dalyviy. [45]

2.2.2.5 Antikoaguliacinis poveikis

In vivo ir in vitro tyrimuose buvo nustatyta, kad pelkiniy vingioryks¢iy VAZ (Ziedy ir sékly)
iStrauka pasizymi rySkiu antikoaguliaciniu aktyvumu, t.y. stabdo trombocity agregacija, o tuo paciu
sumazina ir Sirdies infarkto bei insulto rizika. [14] Ryskus antikoaguliacinis bei fibrinolizinis ziedy bei
sékly ekstrakty aktyvumas buvo jrodytas pavartojus ekstraktus per os. [46] Pelkiniy vingiorykséiy ziedy
istrauky stiprias fibrinolizines ir antikoaguliacines savybes nulemia j heparing panasios BAM, Kkurios,
susijungdamos su baltymais, sudaro tam tikrus kompleksus. [14] Sios medziagos dél tokio
antikoagulacinio poveikio gali bati vadinamos augaliniu heparinu. [47] Augalinio, kaip ir gyviininio
heparino poveikj taip pat gali neutralizuoti heparino antagonistas protamino sulfatas — tai dar vienas

panaSumo j gyviininj heparing jrodymas. [48]

2.2.2.6 Kitas medicininis pritaikymas

Teigiama, kad kai kuriose $alyse pelkinés vingioryks$tés buvo vartojamos kaip raminamajj
poveikj turintys VA. Pavyzdziui, Bosnijoje ir Hercegovinoje F. ulmaria arbatos jau Simtmecius
vartojamos kaip natiiraliis raminamieji vaistai vienos arba kartu miSiniuose su tokiais augalais, kaip
Humulus lupulus ar Hypericum perforatum. [49]

Pelkinés vingiorykstés tradiciskai vartojamos kaip gydomoji priemoné nuo viduriavimo
(diar¢jos) ir Slapimo sistemos infekcijy. Toks jos poveikis pripazjstamas dél optimalios taniny kokybinés
ir kiekybinés sudéties, ryskiy sutraukiamyjy bei antibakteriniy savybiy. [3, 28]

Ne vieno autoriaus bei EMFB duomenimis, F. ulmaria uzpilai ir tinktiiros turi reikSminga
diuretinj poveiki, tinka esant albuminurijai ir oligurijai, sergant cistitu ir pielonefritu, skatina slapalo

ekskrecija. [2]
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2.2.3 Augalinio vaisto formos ir dozavimas

Jokie klinikiniai tyrimai iki Siol optimalioms dozéms nustatyti neatlikti, pateikiamos VA
farmacinés formos ir dozés yra bendyjy gairiy pobtdzio. [3, 28]
e Sviezi ziedai: 2,5 — 3,5 g/ per diena.
e Sviezia Zolé: 4 — 5 g/ per diena. BP duomenimis — 12 — 18 g/ per diena. [2, 3, 50]
e Uzpilas: 2 —3 g VAZ j 150 ml verdancio vandens, palaikius 10 min gerti tiek, kiek toleruojama.
e Skystasis ekstraktas (1:1) (g/ml) — 2 — 3 ml/ per dieng. BP duomenimis — 4,5 — 18 ml/ per diena.
[2,28]
EMA kaip jprastas vaisty formas papildomai nurodo dozuotus VAZ miltelius, sausajj ekstrakta,
tinkttirg (45 proc. etanolio V/V), skirtus vartojimui per os. [2]

2.2.4 ToksiSkumas, nepageidaujamos reakcijos ir galima saveika su vaistais

Jokios patvirtintos informacijos apie toksiskumg iki $iol nepateikta, taciau Zinoma, kad
salicilatai jiems alergiskiems Zzmonéms gali sukelti astmos patiméjima, o metilsalicilatas gali absorbuotis
per oda ir sukelti gyvybei pavojingas bukles (ypac¢ vaikams). [3, 28] Duomeny apie genotoksiskuma,
mutageniSkuma ir kancerogeniskumg nepakanka. Vingioryks¢iy preparatai gali sukelti kraujavima i$
virskinamojo trakto. Yra paskelbtas atvejis, kad 4 mety amziaus berniukui, vartojusiam augalinj sirupg
su F. ulmaria ir S. alba ekstraktais, pasireiské hipovoleminis Sokas dél stipraus Kkraujavimo i$
virskinamojo trakto. Sis sirupas, skirtas paprastojo persalimo gydymui, buvo at3auktas i$ Italijos rinkos.
[3, 51]

Vartojimas kartu su antikoaguliantais gali sukelti sinergistinj poveikj — stipriai padidéja
kraujavimo pavojus. Taigi trobolitiniy ir trombocity agregacijg veikian¢iy vaistiniy preparaty vartojimas
kartu su pelkiniy vingioryks¢iypreparatais yra kontraindikuotinas. [3, 41, 52] Pavyzdziui, varfaring
vartojantiems pacientams patariama vengti F. ulmaria preparaty, nes antikoaguliantinis augalo
aktyvumas in vitro jau jrodytas, nors klinikiné reikSmé néra zinoma. [28]

Pelkiniy vingioryksciy vartojimas kontraindikuotinas pacientams, kurie alergiski aspirinui ir
sulfitams. Be to, koncentruoty ekstrakty vartojimg biitina nutraukti bent savait¢ prie§ planuojama
operacija, jy vartoti negalima néstumo ir Zindymo laikotarpiu, nes in vitro tyrimais yra jrodytas galimas
poveikis j gimda. [3, 28]

Daugiau jokiy duomeny apie absorbcija, pasiskirstyma, metabolizmg, eliminacijg ar
farmakokineting saveikg su kitais vaistiniais preparatais néra. [2] Tac¢iau mokslinéje literatiiroje yra

duomeny, kad polifenoliniai junginiai, ypa¢ flavonoidai, slopina kai kurias svarbias fermentines
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sistemas, pvz., citochromo oksidaze, o tai, kaip zinoma, gali daryti jtakg kity vaistiniy preparaty

biotransformacijai. [53]

2.3 Svarbiausiy pelkiniy vingioryksc¢iy biologiskai aktyviy junginiy apzvalga
2.3.1 Flavonoidai

Flavonoidai — biologiskai aktyvus ir placiai gamtoje paplite organiniai junginiai (lot. flavus —
geltonas), turintys heterocikling struktiirg. Tai — viena didziausiy augaliniy fenoliniy junginiy grupiy.
Flavonoidai yra kaupiami jvairiose augalo dalyse: zieduose, vaisiuose, lapuose, stiebuose. [54] Dauguma
flavonoidy yra dazniausiai augaluose randami pigmentai po chlorofilo ir karotenoidy. [55] I$ flavonoidy
labiausiai iStirti Ir geriausiai zinomi yra rutinas (dar kitaip vadinamas vitaminu P1), hesperidinas
(vitaminas P2), kvercetinas, antocianinai, proantocianidinai (gaunami i§ spanguoliy), flavanai
(isskiriami i$ arbatos). [56]

Flavonoidy struktiiros pagrindg sudaro benzo — y pirono ziedas (flavanas). Flavanoidy
struktiirai bidinga Ce —C3— Cs molekuliné grupé. Sie BAM turi du benzolo Ziedus, kurie atitinkamai
zymimi A ir B. Juos jungia trys anglies atomai (1 pav. — 2, 3, 4), Sioje vietoje dazniausiai sudaromas tam
tikras heterociklas (C, pirano ar y pirono darinys). [55, 57] Naturaliai flavonoidai egzistuoja kaip
monoglikozidai (pvz., hiperozidas ir viteksinas), diglikozidai (geriausiai zinomas — rutinas) arba kaip

aglikonai (pvz., liuteolinas ir kvercetinas). [58,59]

1 pav. Pagrindiné flavonoidy struktiira (A ir B — benzolo Ziedai, C — pirano Ziedas).

2.3.1.1 Flavonoidy klasifikacija

Zinoma ne viena flavonoidy klasifikacijos sistema. Flavonoidai gali biti klasifikuojami pagal
cheming struktiirg ar heterociklo dydj, pagal jvairiy cukry molekuliy kiekj ar Soniniy radikaly padétj,

pagal cheming sandarg ar propano fragmento oksidacijos laipsnj [55]. 1 lentel¢je pateikiamos
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pagrindinés flavonoidy grupés. Be pateiktyjy, pagrindiniy, dar yra iSskiriamos dihidroflavonoliy,
leukoantocianidiny, chalkony, dihidrochalkony, biflavonoidy, azoto turin¢iy flavonoidy, aurony,
auronoliy ir neoflavonoidy bei Kitos biologiskai aktyviy junginiy grupés. [58, 60]

1 lentelé. Pagrindiniy flavonoidy junginiy grupiy pavadinimai, bendra cheminé struktiura bei
atstovy pavyzdziai. [55]

Klasés Bendra grupei cheminé struktiira Atstovy pavyzdZiai ir jy cheminé struktiira
pavadinimas
Flavonoliai Pozicija 5 7 3’ 4 5’
Kvercetinas | OH OH OH OH -
Kemferolis | OH OH - OH -
Galanginas | OH OH - - -
Fisetinas - OH OH OH -
Miricetinas | OH OH OH OH OH
Flavonai Pozicija 5 7 3’ 4
Apigeninas | OH @) - OH
Liuteolinas | OH OH OH OH
Chrisinas OH OH - -
Flavan — 3 — 3 Pozicija 3 5 7 3 4 5’
oliai 2 4
5 (+)-Katechinas BOH |OH | OH | OH | OH | -
© (-)-Katechinas | «OH | OH | OH | OH | OH | -
(-)- aOH | OH | OH | OH | OH | OH
Epigalokatechinas
Flavononoliai 3 Pozicija 5 7 3 4
2' 4
Taksifolinas | OH OH OH OH
5
6
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Flavononai . Pozicija 5 7 3’ 4
2 4' - -
] Naringeninas | OH OH - OH
O 0\\\\ 5I
2 & Naringinas OH O-Rha- | - OH
3 Glu
Hesperidinas | OH O-Rha- | OH OCHs
0
Glu
I1zoflavonai 1 Pozicija 5 7 4
0
Genisteinas | OH OH OH
Genistinas OH O-Glu OH
Daidzeinas - OH OH
Daidzinas - O-Glu OH
Ononinas OH O-Glu OCHs
Antocianidinai 3 Pozicija 3 5 7 3 4 |5
Cianidinas OH | OH | OH | OH OH | -
Cianinas O- |OH | OH | OH OH | -
Glu
Peonidinas OH | OH | OH | OCH; | OH | -
Delfinidinas - OH | OH | OH - OH
Pelargonidinas | OH | OH | OH | - OH | -
Malvidinas OH | OH | OH | OCH3 | OH | OCH3

Glu: glikozidas, Rha-Glu: ramnoglikozidas.

2.3.1.2 Flavonoidy poveikis Zmogaus organizmui

Flavonoidai, kaip tipiniai fenoliniai junginiai, turi antioksidantinj ir sunkiuosius metalus
suriSantjjj poveikj. [60] Antocianinai gali biiti sékmingai pritaikyti oksidacinio streso sukelty ligy, tokiy,
kaip vézys ar vainikiniy Sirdies kraujagysliy sutrikimai, gydymui. [61] Taip pat jie veikia
prieSuzdegimiSkai, antialergiSkai, hepatoprotekciskai. Jiems budingas antitrombinis, antivirusinis,
antibakterinis, prieSvézinis poveikiai. [60] Keletas Siy BAM pasizymi smulkigsias Kraujagysles
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atpalaiduojanciu, eritrocity agregacija slopinanciu poveikiu. Priklausomai nuo cheminés strukturos, kai
kurie flavonoidai, pvz., rutinas ar kvercetinas, mazina kapiliary trapuma, gali normalizuoti kraujagysliy
pralaidumg. [59] Flavonoidams, pvz., apigeninui, biidingas spazmolitinis (Spazmus atpalaiduojantis)
poveikis. Siy BAM kompleksas, j kurj jeina jvairios cheminés sudéties flavonoidy, pasizymi
raminamuoju ir atpalaiduojan¢iu poveikiu, stiprina Sirdies raumens veiklg ir mazina centrinés nervy

sistemos dirgluma. [25, 62]

2.3.2 Taninai (raugai)

Taninai — tai augalinés kilmés rauginés medziagos. [63] Priklausomai nuo raugy kilmés skiriasi
ju cheminé struktira. Taninai yra antriniai aukS$tesniyjy augaly metabolitai, kuriems budinga
polifenoliné struktiira. [64] Tai sudétingi organiniai, azoto neturintys augaliniai junginiai, paprastai
pasiZymintys sutraukian¢iomis savybémis. Jie kaupiami jvairiose augalo dalyse: Sakny ir Sakniastiebiy
bei medziy Zievéje, Zoliniy augaly lapuose ir stiebuose, taip pat vaisiuose ir sékly luobelése. [65] Taniny
(raugy) savoka apima didziul¢ grupe organiniy junginiy, kuriems bidingos bendrosios fenolinés
reakcijos. ISskirtiné daugumos taniny ypatybé yra sugebéjimas jungtis su proteinais ar kitokiais
polimerais, pvz. pektinu. [66]

Taniny chemin¢ struktiira labai jvairi. Struktiiros pagrinda sudaro daug atomy turintys jvairios
cheminés sudéties fenoliai (nuo papraséiausiy polifenoliy iki sudétingy daugiamolekuliniy dariniy — dar

kitaip vadinamy flobafenais. Dazniausiai raugy molekulése yra $iy fenoliy:
COOH

OH OH OH
OH HO OH
HO OH
HO OH OH
Pirokatecholis Pirogalolis Florogliucinolis Galo rugstis

Metilinimo ir karboksilinimo reakcijy metu susidaro tokie junginiai: galo riigstis, jeinanti j
daugelio gamtoje randamy raugy sudétj, arba metilinti florogliucinolio dariniai, kuriems priklauso
orsinas ir orselino raigstis, jeinanti j kerpése randamy raugy sudétj. [67] Taniny molekuliné masé yra nuo
500 D ir siekia 30000 D. Rauginancios savybés priklauso nuo taniny molekulinés masés; tam dazniausiai

naudojami vidutinés molekulinés masés raugai, t.y. nuo 1000 iki 20000 D. [64]
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2.3.2.1 Taniny Klasifikacija

Taniny nomenklattira néra visiskai tiksli ir vieninga. Ne visos rauginan¢ios medziagos gali biiti
vadinamos taninais, o daug taniny nepasizymi rauginan¢iomis savybémis, taciau turi taninams buidingas
struktiirines savybes. [64]

Visi gamtoje natiiraliai randami raugai, atsizvelgiant j hidrolizés produktus, skirstomi j dvi
dideles grupes:

Hidrolizuojami raugai — galotaninai (esteriy tipo pirogalolio dariniai). Tai tokios medziagos,
kurios, veikiamos praskiesty rtgs¢iy arba fermenty, hidrolizuojasi, tai yra, suskyla j monosacharidg D —
gliukozg ir tokius aciklinius junginius, kaip galo riigstis arba elago rugstis. Jie skirstomi j tris dideles
raugy grupes: depsidus, galotaninus, elagotaninus.

Kondensuoti raugai — pirokatecholio dariniai, kuriuose aromatiniai ciklai yra susijunge anglies
atomy jungtimis (C-C). Veikiami fermentais ar praskiestomis riigstimis, jie nehidrolizuoja, o priesingai,
tik dar labiau kondensuojasi. Kondensuoti raugai savo struktiiroje neturi cukry. Suskaidyti j
paprastesnius junginius juos galima tik lydant su $armais. Si grupé daug didesné, nei hidrolizuojamy
raugy, taciau, palyginus, mazai iStirta. Kondensuoti raugai skirtomi j dvi grupes — katecholiy darinius ir
leukoantocianidiny darinius. [67] Pasitaiko ir kitokiy raugy klasifikacijy, pvz.,pagal taniny struktiirines

savybes juos galima padalinti ir j keturias pagrindines grupes [64]:

Taninai
A I . Kondensuoti
Galotaninai Elagotaninai Taniny kompleksas S
taninai
Y on  Katechino HAoH)
Y {fragmentas )n -~ -OF
Y l o I
OR Oﬁ\,rOH ”°~x[//\~/' SN OH
/
/ Y) NN < PN OH
W T g
Z~C— P H ,
_C\ S_IO orHO HO-_ 7 /’O\rr N ‘OH
J RO N N, T
NV OH (G)
R = Galo r. fragmentas OH
ar kitos dalys i Katechino
i 2 3 fragTentas

(1) Galotaninai - tai tokie taninai, kuriy galo riigSties vienetai arba depsidai yra prisijunge iki 5
gliukozés molekuliy ar kitokiy struktiiriniy vienety.
(2) Elagotaninai — tokie taninai, kuriuose yra ne maziau kaip dvi galo rigsties molekulés,

tarpusavyje sujungos C-C rysiu ir néra glikozidiskai susijusios su katechino vienetais.
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(3) Taniny kompleksai — tai taninai, kuriuose katechino vienetas yra glikozidiniu rySiu susijunggs
su galotanino ar elagotanino vienetu.
(4) Kondensuoti taninai — tai i§ oligomeriniy ar polimeriniy proantocianidiny ir katechino vienety

suformuoti junginiai. [64, 65]

2.3.2.2 Taniny poveikis Zmogaus organizmui

Biologiniam poveikiui svarbi taniny rasis (struktiira ir tirpumas vandenyje) bei kiekis. [68]
Daugeliu tyrimy jrodyta, kad taninai pasizymi prieSvéziniu efektyvumu, nes turi antioksidantiniy
savybiy, gali apsaugoti lasteliy sieneles nuo neigiamy aplinkos salygy poveikio. Gerai aprasytas
antimikrobinis aktyvumas: sie junginiai stabdo daugelio grybeliy, mieliy, bakterijy ir virusy augima, turi
sutraukian¢iy savybiy. Taninai gali pagreitinti kraujo kre$¢jima, mazinti kraujo spaudimg ir serumo
lipidy kiekj, turéti teigiamg poveikj gydant CD. [68, 69] In vitro tyrimais jrodyta, kad taninai mazina
dujy (metano) i§siskyrima. [70, 71] Siems fenoliniams junginiams buidingas ir kardioprotekcinis (Sirdies
raumenj apsaugantis), priesuzdegiminis bei imunomoduliacinis poveikiai; jie gali padéti formuotis

nesfecifiniam imuniniam atsakui. [Error! Reference source not found., 73]

2.3.3 Askorbo ragstis

Vitaminas C — tai vandenyje tirpus vitaminas, kitaip dar vadinamas askorbo riigstimi arba
antiskorbutiniu vitaminu (kai jo triiksta, susergama skorbutu). Sis vitaminas reikalingas normaliam
organizmo augimui ir labai svarbus jo vystymuisi. Zinoma, kad Zmogaus organizmas nesugeba pats
pasigaminti $io vitamino, todél jo biitina gauti su maistu arba maisto papildais. [74, 75] Tai pagrindinis
zmogaus organizmo vandeningje terpéje veikiantis antioksidantas. Augaly 1gstelése askorbo riigsties yra
tiek pat kiek ir augalinio pigmento chlorofilo. [76]

Vitaminas C yra 2 — keto — L — gulono rugsties laktonas, kuris gali buti L ir D formos. Tai yra
alifatinés struktiiros junginys. BiologiSkai aktyvi yra L — askorbo riigStis. Tai vienas nepatvariausiy
vandenyje tirpiy vitaminy. Vitaminas C nepatvarus deguonies ir temperattros poveikiui. Oro deguonis
ji oksiduoja j dehidroaskorbo rtigsti. [67, 74] Augaly lastelése askorbo riigstis sintetinama augaly
citoplazmoje i$ D — gliukozés. [76]
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OH OH OH OH u]

OH OH

2 pav. Askorbo rugsties oksidacija i dehidroaskorbo riigsti.

In vitro tyrimais buvo nustatyta, kad flavonoidai pasizymi askorbo riigstj apsauganciu poveikiu,
nes aktyviai ja redukuoja. Dél flavonoidams badingy redukciniy savybiy VAZ gali biti i§saugoma

didzioji dalis neoksiduotos dehidroaskorbo ragsties. [14]

2.3.3.1 Askorbo rugsties poveikis Zmogaus organizmui

Askorbo riigstis dalyvauja oksidacijos — redukcijos reakcijose, tai — pagrindinis tarplastelinis
vandeningje terpéje veikiantis antioksidantas. Kaip reduktorius ji gali redukuoti molekulinj deguonj,
citochromus, nitratus, taip netiesiogiai apsaugodamas kai kurias biomolekules, pvz., askorbo riigstis
apsaugo vitaminus A ir E nuo oksidacijos. Ji dalyvauja kolageno, tulzies riigsciy, antink$¢iy zievés
steroidiniy hormony, noradrenalino, karnitino, serotonino sintezéje. Askorbo riigstis labai svarbi tirozino
ir gelezies apykaitoje. Ji skatina zaizdy gijimg ir audiniy regeneracija. Reguliarus $io vitamino
vartojimas padeda susvelninti paprastojo perSalimo simptomus ir (arba) sumazinti jo trukme. [74, 75,
76, 77, 78]

2.4 Biologinis vingioryks¢iy vaistiniy augaliniy Zaliavy poveikis
2.4.1 Laisvieji radikalai, antioksidantai ir antioksidantinis aktyvumas

Laisvieji radikalai (LR) — tai jvairios kilmés molekulés, turingios neporinj elektrong. Zinoma,
kad molekulé biina stabili tik tuomet, jeigu jos elektrony skai¢ius yra porinis. Taigi LR — tai nestabilios
molekulés, galin¢ios pazeisti Kitas molekules, prisijungdamos jy elektrong. LR pazZeidzia Igstelés
membranos strukttrinius junginius (lipidus ir baltymus), taip pat fermentus, lgstelés branduolj , ir netgi
DNR. LR zmogaus organizme susidaro nuolat ir jvairiais kiekiais. [79] Reaktyviyjy deguonies formy
(ROS) saltinis augaluose yra chloroplasty fotosistemos. [76]

Antioksidantai veikia sujungdami LR ir taip apsaugodami organizmo lIgsteles nuo oksidacinio
streso. Antioksidantai yra medziagos, kurios gali efektyviai redukuoti prooksidantg, susidarant
netoksiskiems ar maziau toksiSkiems, nei pradiniai, junginiams. Jie yra skirstomi j dvi grupes:
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tiesioginius ir netiesioginius antioksidantus. [53, 76] Gausiais moksliniais tyrimais, atliktais paskutiniais
desimtmeciais, buvo jrodyta, kad Svieziame ir natliraliame maiste esantys jvairtis antioksidantai gali
sujungti LR ir kartu profilaktiskai apsaugoti nuo daugelio pavojingy ligy, pvz., onkologiniy susirgimy,
labai Siuo metu paplitusiy CD ir aterosklerozés, reumatoidinio artrito, jvairiy neurodegeneraciniy
sutrikimy. [80] Prie geriausiai zinomy antioksidanty priskiriami vitaminai E, C, karotenoidai. Taip pat
priskiriami ir tam tikri fermentai: superoksido dismutaze, kofermentai: ubichinono dariniai (kofermentas
Q10). Zinoma, kad gamtoje natiiraliai randami flavonoidai taip pat turi reikimingg antioksidantinj
poveikj. Antioksidantai gali biiti gaminami organizmo viduje ir gaunami i§ iSorés, pvz., su maistu ar
maisto papildais. [58]

Antioksidantinis aktyvumas — tai BAM sugebéjimas sujungti LR, ir taip sustabdyti organizme
esanciy junginiy oksidacinés degradacijos procesus. [58] Antioksidantinj aktyvumag gali apibiidinti
suminis antioksidantinis aktyvumas. Suminis antioksidantinis aktyvumas yra sudétinis rodiklis, kuris
apima: 1) ROS/RNS generacijos slopinimg ir jy suriSimo geba; 2) redukcing galig; 3) perecinamuyjy
metaly sujungimo gebg; 4) antioksidantiniy fermenty aktyvinima ir oksidaciniy fermenty slopinima.
Siuo metu atlickama daug moksliniy tyrimy antioksidantiniam poveikiui istirti. Tam naudojamos
jvairios antioksidantiniy savybiy turin¢ios medziagos ir jy taikiniai bei modelinés in vitro sistemos,
pritaikomi skirtingi reakcijy mechanizmai. [53]

F. ulmaria gali bati vartojama kaip maisto papildas dél savo sudéties: ji turtinga vitaminais ir
polifenoliniais junginiais. Sio augalo antioksidantinis ir priesuzdegiminis poveikis ryskus ne tik dél jo
sudétyje esancio vitamino C bei flavonoidy, kurie jau seniai Zinomi kaip efektyviis antioksidantai, bet ir
dél taniny bei kity, kai kuriy net iki Siol neidentifikuoty, junginiy. [16]

Antioksidantinis aktyvumas jrodytas in vitro testais. [28] 2010 metais Portugalijoje buvo
atliktas tyrimas, kuriuo buvo palyginamos Cytisus multiflorus, Filipendula ulmaria ir Sambucus nigra
antioksidantinés savybés, jvertinant jas taikant cheminius, biocheminius ir elektrocheminius metodus in
vitro. Nustatyta, kad butent F. ulmaria turtingiausia antioksidantiniy savybiy turin¢iomis medziagomis:
fenoliniais junginiais (228 mg galo riigsties ekvivalenty/g sausos masés, flavonoidais (62 mg katechino
ekvivalenty/g sausos masés), askorbo rigstimi (2700 pg /g sausos masés) ir tokoferoliu (497 ng/g sausos
masés). [Error! Reference source not found.Error! Reference source not found.] Koncentruoti
liofilizuoti Zolés ekstraktai (ekstrahuoti 80 proc. V/V metanolio vandeniniu tirpalu) parodé didelj
antioksidantinj aktyvuma, (net 95 proc.), stabdant metilo linoleato autooksidacijos procesg [81]

Antioksidantinis pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty aktyvumas taip pat buvo jvertintas ir
chemiliuminescenciniu metodu. [82] Ekstraktai sékmingai panaudoti kaip nattiralis margarino
konservantai. [83] Viename antiradikalinio aktyvumo tyrime, kuriame buvo naudojama DPPH radikaly
suriSimo metodika, F. ulmaria ekstraktas savo antiradikaliniu aktyvumu pralenké visus Kitus tyrime

naudotus 22 augaly (pvz., A. absinthium, E.purpurea, U. dioica) ekstraktus. [18]
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2.4.2 Antimikrobinis aktyvumas

2.4.2.1 Tyrime naudoty mikroorganizmy Seimos

Bacillaceae $eima. Siai gramteigiamy streptobacily $eimai priskiriama Bacillus gentis. Jai
priklauso 48 bacily rusys. Tai sporas sudarancios, gamtoje placiai paplitusios bakterijos. Pvz., B.cereus
simptomai panass j stafilokoking infekcijg. [84] B. cereus siejamos su dviem dél maisto intoksikacijos
kylan¢iais zarnyno sutrikimais — diaréjiniu (viduriavimag sukelian¢iu) ir emetiniu (vémima sukelian¢iu)
apsinuodijimu. [85] Pacientams, turintiems silpnesnj imuniteta, Siai Seimai priskiriamos bakterijos gali
sukelti sunkias oportunistines sistemines infekcijas (pvz., plau¢iy uzdegima, akies ir Sirdies raumens
infekcijas). [84]

Micrococcaceae $eima. Siai Seimai priskiriama Staphyloccocus gentis, kuriai priklauso net 32
stafilokoky rasys. Siy gramteigiamy bakterijy sukeliamos infekcijos:

1. Pavirsinés odos ligos. Jos pasireiskia jvairiais nemaloniais simptomais: piiliavimu, vietine audiniy
nekroze, abscesais, pvz., folikulitu ir jvairiais odos piliniais.

2. Ivairios giliosios ligos (pvz., plau¢iy uzdegimas ar osteomielitas).

3. Ne paciy stafilokoky, o jy toksiny sukeliamos ligos (toksinio $oko sindromas, stafilokoky toksiny
sukelta (stafilokokiné) maisto intoksikacija). [84]

Enterobacteriaceae Seima. Gausiai Enterobacteriaceae Seimai priklauso gramteigiamos
bakterijos. Dauguma i3 jy priskiriamos normaliai Zmogaus organizmo mikroflorai. Taciau, susilpnéjus
imunitetui, daugelis jy gali sukelti jvairias, net labai sunkias infekcines ligas: seps}, Zaizdy infekcijas,
hospitalines infekcijas, jvairias Slapimo taky infekcijas. [84] Ypatingai atsparios antibiotikams yra
Klebsiella pneumoniae ir Serratia marcescens bakterijy rasys, lyginant su kitomis Enterobacteriaceae
Seimos bakterijy rusimis. [86]

Streptococcaceae Seima. Seima sudaro 7 bakterijy gentys. I§ jy 6 genéiy atstovai Zmonéms yra
potencialiis ligy sukéléjai. Siuo metu Zinoma apie 12 enterokoky ri§iy. Siai grupei priklauso
gramteigiami anaerobai. Pavyzdziui, Enterococcus faecalis ne tik sukelia Slapimo taky ligas, bet ir itin
sunkig infekcine ligag — endokardita. [84] Nors E.faecalis yra nattrali zarnyno mikrofloros dalis ir
paprastai randama kiekvieno zmogaus Zarnyne, taciau pagal naujausias moksliniy tyrimy Zinias, §i
bakterija gali bati kenksminga. E. faecelis gali sukelti tokias uzdegimines zarnyno ligas, kaip opinj kolitg
ir Krono ligg. [87]

Pseudomonaceae $eima. Visos pseudomonos priklauso Pseudomonaceae $eimai. Siai $eimai

priskiriama ir Pseudomonas gentis. Pseudomonas aeruginosa yra normalios Zmogaus zarnyno
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mikrofloros dalis (ji sudaro apie 10% visy mikrofloros bakterijy). Teigiama, kad butent P.aeruginosa
sukelia net apie 10 — 20 proc. visy hospitaliniy infekcijy protrukiy. [84] P. aeruginosa sukelia jvairius
susirgimus: dazniausiai $lapimo ir kvépavimy sistemy, virskinimo trakto, kauly ir sanariy, minkstyjy
audiniy infekcijas. Kartais pasitaiko dermatito, bakteriemijos (bakterijy buvimo kraujyje), jvairiy
sisteminiy infekcijy atvejy. P. aeruginosa hospitalines infekcijas ypa¢ daznai sukelia pacientams,
sergantiems onkologinémis ligomis, AIDS, cistine fibroze, taip pat patyrusiems sunkius nudegimus. [88]

Grybeliai. Grybeliai yra eukariotiniai, vienalgséiai arba daugialasc¢iai mikroorganizmai. Jie turi
vieng ar keletg branduoliy. Grybeliy aplinkoje yra labai daug. Dauguma jy — laisvai gyvenantys
saprofitai. Ne visi grybeliai yra ligy sukéléjai: tik tam tikros jy raiSys yra patogeniskos arba i§ dalies
patogeniSskos zmogaus organizmui (oportunistinés grybeliy rasys).

Candida albicans — gausiai aplinkoje paplites grybelis, daznai sukeliantis jvairius susirgimus.
Jis gali sukelti vietines infekcijas (pvz., stomatita, kolita, cistita, proktitg) bei iSplitusias infekcijas (pvz.,
sistemines kandidomikozes, inksty, plau¢iy ir kepeny kandidozes). [84] Dazniausia C. albicans

sukeliama odos ir nagy infekcija yra odos ir nagy kandidozé. [89]

2.4.2.2 Zinomas pelkiniy vingioryks¢iy antimikrobinis aktyvumas

Bakteriostatinis aktyvumas in vitro testais jrodytas prie$ S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
vulgaris, P. aeruginosa, B.subtilis, K. pneumonia ir kai kurias kitas bakterijy rasis. [3, 28, 90]

2012 metais Portugalijoje buvo tirtas F. ulmaria priesgrybelinis poveikis prie§ Candida rasis
(C. albicans , C. glabrata, C. parapsilosis ir C. tropicalis ir palygintas su Castanea sativa bei Rosa
micrantha poveikiais. Padaryta i§vada, kad daugiausiai fenoliniy junginiy kaupia C. sativa, ta¢iau F.
ulmaria pirmauja fenoliniy riigsc¢iy bei flavonoidy kiekiu. Minimalios inhibuojanc¢ios koncentracijos
(MIC) pries C. albicans, C. glabrata, C. paraphilosis sutampa (atitinkamai 0.625, <0.05, <0.05 mg/ml),
tac¢iau F. ulmaria pirmauja savo MIC pries C. tropicalis — ji mazesné net 4 kartais, nei C. sativa
(atitinkamai 0,625 ir 0,155 mg/ml). [91]

3. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI

3.1 Tyrimo objektas

Tyrimo objektas — natiiraliai auganciy pelkiniy vingioryks¢iy (Filipendula ulmaria L.) Zolé,
surinkta 2012 metais. Vaistinio augalo zolé rinkta beveik pus¢ mety — nuo balandzio 29 dienos iki spalio

24 dienos. Chemings sudéties dinamikos kitimo tyrimams naudoti pavyzdziai, surinkti i§ gamtiniy
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cenopopuliacijy, esan¢iy Agurkiskiy kaime (Kazly Rudos savivaldybé, Marijampolés apskritis).
Surinkta vaistiné augaliné Zaliava dziovinta gerai védinamoje patalpoje, saus0je ir nuo tiesioginiy saulés
spinduliy apsaugotoje vietoje. Kiekvienas méginys supakuotas j popieriy ir laikytas sausai bei tamsial.
Vaistinés augalinés zaliavos méginiy duomenys (eilés numeris pagal surinkimo datg, augalo vegetacijos

tarpsnis) pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé. Vaistinés augalinés Zaliavos rinkimo duomenys.

Eiles nr. ir surinkimo

Augalo vystymasis (vegetacijos tarpsnis)

data

1. 2012.04.29 Vaistinis augalas vystosi

2. 2012.05.06 Vaistinis augalas vystosi

3. 2012.05.14 Vaistinis augalas mezga pumpurus

4. 2012.05.20 Vaistinis augalas mezga pumpurus

5. 2012.05.27 Vaistinis augalas zydi pavieniais ziedais
6. 2012.06.03 Vaistinis augalas zydi pavieniais ziedais
7. 2012.06.09 Vaistinis augalas zydi pavieniais ziedais
8. 2012.06.17 Vaistinis augalas zydi pavieniais Ziedais
9. 2012.06.28 Vaistinis augalas zydi pavieniais Ziedais

10. 2012.07.06

Vaistinio augalo masinis Zydéjimas

11. 2012.07.14

Vaistinio augalo masinis zydéjimas

12.2012.07.21

Yra pavieniy zydin¢iy ziedy

13. 2012.07.28

Yra pavieniy zydinciy ziedy

14. 2012.08.05

Yra pavieniy zydin¢iy ziedy

15. 2012.08.12

Yra pavieniy zydinciy ziedy

16. 2012.08.19

Yra pavieniy zydinciy ziedy, besiformuojanciy vaisiy




17.2012.08.26 Yra besiformuojanciy ir susiformavusiy vaisiy
18.2012.09.03 Dauguma vaistinio augalo vaisiy susiformave
19.2012.09.11 Dauguma vaistinio augalo vaisiy susiformave
20. 2012.09.19 Vaistinis augalas pakeitgs spalva
21.2012.09.27 Vaistinis augalas pakeitgs spalva
22.2012.10.03 Vaistinis augalas pakeites spalva, apnykes
23.2012.10.10 Vaistinis augalas apnykes
24.2012.10.17 Vaistinis augalas apnykes
25.2012.10.24 Vaistinis augalas apnykes

3.2 Tyrimo metodai

3.2.1 Naudoti reagentai, medZziagos ir mikroorganizmai

© o0 N o g bk~ w DR
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12.
13.

Aliuminio chloridas ( ,,Mecobenzon®, Danija);
Heksametiltetraminas ( ,,Sigma-Aldrich”, Anglija)

30 proc. acto rigsties tirpalas( ,,Sigma-Aldrich”, Anglija);
Rektifikuotas etilo alkoholis, 96,3 proc. V/V (,,Stumbras®, Lietuva)
Rutinas (,,Carl Roth GmbH, 76185, Vokietija)

Indigosulfonriigsties tirpalas ( ,,Fluka®, Sveicarija);

Kalio permanganato 0,02 M tirpalas; ( ,,Fluka®, Sveicarija);
Praskiesta vandenilio chlorido rtgstis ( ,,Sigma — Aldrich”, Kanada);
2,6 — dichlorfenolindofenoliato 0,001 M tirpalas ( ,,SIAL®, Kanada);

. Mueller — Hinton‘o II agaras (,,BBL”, JAV);

. Mikrobiologinés kulttaros (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Candida albicans);

ABTS reagentas ( ,,Sigma — Aldrich”, Kanada);

Kalio persulfatas ( ,,SIAL*, Kanada).
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3.2.2 Naudota aparatiira ir priemonés

1. Analitinés svarstyklés (,,Sartorius CP6M-0CE”, Vokietija);

2. Mikropipetés (,,Eppendorf Research”, JAV);

3. Popieriniai filtrai (,,ODR — 93037, Vokietija);

4. Ultragarsiné vonel¢ (,, Bandelin electronic DK 255p”, U=230V, V=50-60Hz, 1=2A,
Vokietija);

5. Vakuuminé pompa (,,Dry vacuum pump/compressor”’, Welch, 2511C — 02, 230V, 50Hz,

6A, , JAV);

Spektrofotometras (,,Beckman DU — 707, 4273041, ,,.Beckman Instruments”, JAV);

Mechaniné purtyklé (,,Laboratory shaker 358S”, Lenkija);

Termostatiné vonelé(,,Lauda”, Vokietija);

© © N o

Elektrinis maltin¢lis (Coffee grinder, “First”, Austrija);
10. Drumstumo nustatymo aparatas ir megintuveliy purtykle (,,Eppendeorf Reasearch AG”,

Vokietija).

3.2.3 Nuodzitivio nustatymas vaistinéje augalinéje Zaliavoje

Analizei skirtas vaistinés augalinés zaliavos méginys susmulkinamas elektriniu maltinéliu.
Dziovinimo spintoje iki pastovios masés iSdziovinami ir pasveriami biuksai. Juose sveriama po tris
augalinés zaliavos svérinius (2 + 0,01 g). Tada vaistiné augaliné Zaliava dziovinama 100 — 105 °C
temperattroje iki pastovios, t.y. daugiau nebekintanc¢ios, masés. Dziovinimo pradzia — tai laikas, Kkai
temperatiira dziovinimo spintoje pasiekia 100 — 105 °C ir tampa pastovi. Pirmg kartg augalinés zaliavos
méginys sveriamas po 2 val dziovinimo. Tada, kai dviejy paskutiniy svérimy rezultatai, praéjus 30 min.
po dziovinimo spintoje ir dar 30 min. po vésinimo eksikatoriuje, tarpusavyje skiriasi ne daugiau kaip +

0,001 g, nustatoma pastovioji mase.
Vaistinés augalinés Zaliavos nuodziiivis (proc.) apskai¢iuojamas, remiantis formule:

ml—m2

x 100
mo

¢ia: my - zaliavos maseé (g) prieS dZiovinima;

M2 — zaliavos masé (g) po dziovinimo.
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Galutinis rezultatas apskai¢iuojamas surandant trijy svérimy rezultaty aritmetinj vidurkj, kuris
jvertinamas deSimtyjy procento daliy tikslumu. Nuokrypis tarp vienu metu atlickamy vaistinés augalinés

zaliavos nuodzitivio tyrimy negali bati didesnis kaip & 0,5 proc. [92]

3.2.4 Ekstrakty ruoSimo metodika

Gaminami etanoliniai ekstraktai 1§ kiekvieno vaistinés augalinés zaliavos méginio santykiu
1:10. Atsveriama po 2 g (+0,01) kiekvienos iki gelsvai Zalsvy milteliy elektriniu maltinéliu sumaltos
vaistinés augalinés zaliavos, uzpilama 20 ml (+0,01) 70 proc. V/V etanoliu. Atsargiai suplakama, kad
ekstrahentas gerai pasiskirstyty tarp vaistinés augalinés zaliavos milteliy daleliy. Ekstrahuojama
ultragarsu 10 min uzkimstuose rudo stiklo buteliukuose. Temperatiira — kambario, ultragarsinés vonelés
galia— 10 x 10 proc.

Gauti ekstraktai nufiltruojami per distiliuotu vandeniu sudrékinta popierinj filtra, naudojant
vakuuming pompg. Tada iSpilstomi j §varius tamsaus stiklo buteliukus, sandariai uzkemsami ir laikomi
tamsioje vietoje kambario temperatiiroje.

IS kiekvieno vaistinés augalinés zaliavos méginio pagaminama po tris etanolinius ekstraktus
tokiomis paciomis saglygomis tuo tikslu, kad biity atliekami trys pakartojimai ir tuo paciu gaunamas

didesnis patikimumas.

3.2.5 Suminio flavonoidy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Suminis flavonoidy kiekis nustatomas ekstrakta veikiant aliuminio chlorido tirpalu
partigstintoje terp&je. Terpé ruigStinama acto ragstimi. Suminis flavonoidy kiekis jvertinamas pagal
ruting, palyginus jo etanolinio tirpalo absorbcijos koeficientg su vaistinés augalinés Zaliavos ekstrakty
absorbcijos koeficientais.

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas taip: j 25 ml matavimo kolbutg, naudojant mikropipetes, jpilama
0,2 ml paruostos Vvaistinés augalinés zaliavos iStraukos (pelkiniy vingioryksciy etanolinio ekstrakto), 2
ml 96 proc. V/V etanolio, 0,1 ml 30 proc. acto rtigsties tirpalo, 0,3 ml 10 proc. aliuminio chlorido tirpalo,
0,4 ml 5 proc. heksametilentetramino tirpalo. Kolbutéje esantis misinys skiedziamas iSgrynintu vandeniu
iki Zymeés, tada turinys sumaiSomas. Praéjus 30 min. matuojamas 10 mm tirpalo sluoksnio absorbcijos
dydis ir lyginamas su palyginamuoju tirpalu esant bangos ilgiui 407 nm.

Palyginamasis tirpalas ruoSiamas taip: j 25 ml matavimo kolbute, naudojant mikropipetes,

jpilama 0,2 ml paruoStos vaistinés augalinés zaliavos iStraukos (pelkiniy vingioryks¢iy etanolinio
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ekstrakto), 2 ml 96 proc. V/V etanolio, 0,1 ml 30 proc. acto rugsties tirpalo. Kolbutéje esantis turinys
praskiedziamas iSgrynintuoju vandeniu iki 25 ml nurodancios zymés.

Identiskomis salygomis paruosiami ir etaloninio rutino tirpalo tiriamasis ir palyginamasis
tirpalai, taciau vietoje 0,2 ml paruostos vaistinés augalinés zaliavos iStraukos (pelkiniy vingioryksciy
etanolinio ekstrakto), pilama 0,2 ml etaloninio rutino tirpalo. Etaloninis rutino tirpalas ruo$iamas taip:
0,0125 g rutino (tikslus svérinys) tirpinama 70 proc. V/V etanolyje 25 ml talpos matavimo kolbutéje.

Suminis flavonoidy kiekis vaistinés augalinés Zaliavos, perskaifiuotas rutinu ir iSreikstas

procentais (X), paskai¢iuotas naudojantis formule:

B m(r) x V(vaz) X A (vaz) x 100
B m (vay) x A(r) x 25

¢ia: m(r) — rutino standarto masé gramais, sunaudota etaloniniam rutino tirpalui ruosti.

V(vaz) — visas paruostos vaistinés augalinés zaliavos tiiris mililitrais (priklauso nuo ekstrakcijos
salygu).

A(vaz) — paruostos vaistinés augalinés zaliavos tiriamojo tirpalo absorbcijos dydis.

m(va3) — vaistinés augalinés Zaliavos masé gramais, sunaudota i$traukai ruosi.

A(r) — etaloninio rutino tirpalo absorbcijos dydis. [67]

3.2.6 Askorbo riigsties kiekio nustatymas titrimetriniu metodu

Vaistinés augaliné zaliava susmulkinama elektriniu mal@inéliu. 5 g tokios vaistinés augalinés
zaliavos uzpilama 50 ml distiliuoto vandens kiiginéje kolboje. Gautas misinys paliekamas stovéti 10
min. Véliau jis sumaiSomas ir filtruojamas. | kitg 50 ml talpos kigine kolbg mikropipetémis jpilama 1
ml praskiestos vandenilio chlorido rugsties, 1 ml $vieziai gautos ir nufiltruotos vaistinés augalinés
zaliavos iStraukos ir 13 ml distiliuoto vandens. Gautas tirpalas titruojamas i§ mikropipetés natrio 2,6 —
dichlorfenolindofenoliato 0,001 M tirpalu iki blyskios rozinés spalvos, kuri turi nei$nykti bent 10
sekundziy.

1 ml natrio 2,6 — dichlorfenolindofenoliato 0,001 M tirpalo atitinka 0,000088 g askorbo
rugsties.

Askorbo rugsties kiekis procentais (X) absoliuciai sausai vaistinei augalinei Zaliavai

apskaiciuotas naudojantis formule:
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y _ ¥ x0,000088 x V1 x 100 x 100
B m x V2 x (100 — W)

¢ia: V — titravimui sunaudotas natrio 2,6 — dichlorfenolindofenoliato 0,001 M tirpalo kiekis ml,
V1 — istraukos tiris ml,

m— VAZ masé g,

V2 — iStraukos, paimtos titravimui, tiiris ml.

W — Zaliavos drégmés kiekis proc. [92]

3.2.7 Suminio raugy kiekio nustatymas titrimetriniu metodu

Suminiam raugy kiekiui nustatyti taikomas farmakopé¢jinis metodas.

Atsveriama 2 g susmulkintos vaistinés augalinés zaliavos ir 500 ml talpos kiigingje kolboje
uzpilama 250 ml distiliuoto verdancio vandens. Toks miSinys virinamas 30 min vandens voneléje su
grjiztamuoju kondensatoriumi, tam, kad nesumazéty vandens kiekis ekstrakte. Virinant miSinys daznai
pamaisomas. Po 30 min. virinimo vandens voneléje ekstraktas atvésinamas iki kambario temperatiiros.
Apie 100 ml gautos vaistinés augalinés zaliavos iStraukos nuko$iama per vatg j 200 ml talpos kigine
kolbg atidziai saugant, kad j nukostg ekstraktg nepatekty vaistinés augalinés zaliavos daleliy. Po to j 750
ml talpos kiiging kolba jpilama 25 ml gautos vaistinés augalinés zaliavos iStraukos, 500 ml distiliuoto
vandens ir 25 ml indigosulfonrtigsties tirpalo. MiSinys titruojamas S§vieziai laboratorijoje pagamintu
kalio permanganato 0,02 M tirpalu nuolat maisSant iki tol, kol atsiranda geltona spalva. Ji palyginama su
tus¢iojo méginio, atliekamo kartu, tirpalo spalva.

1 ml 0,02 M kalio permanganato tirpalo atitinka 0,004157 g raugy (perskaiciuoty | taning).

Visiskai sausos vaistinés augalinés zaliavos raugy kiekis procentais apskai¢iuojamas naudojant

formuleg:

¥ (V—V1) x0,004157 x 250 x 100 x 100  (V —V1) x 415,7
B m x 25 (100 — W)  m x (100 — W)

¢ia: V — tiriamosios Zaliavos iStraukai titruoti sunaudotas kalio permanganato 0,02 M tirpalo tiiris ml;

m — zaliavos masé¢ g;

W — Zaliavos drégmé proc.

36



Reagentai: laboratorijoje prie§ suminio raugy kiekio tyrimg pagaminamas indigosulfonriigsties
tirpalas. 1,0 g indigokarmino istirpinama 25 ml sulfato riigsties, iStirpinus jpilama dar 25 ml sulfato

ragsties ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 110 ml. [67]

3.2.8 Antimikrobinio poveikio nustatymas

Pirmiausiai paruoSiami vandeninis ir etanolinis vaistinés augalinés zaliavos tirStieji ekstraktai
Vandeninis tirStasis ekstraktas gaunamas panaSiai, kaip raugy kiekybiniam nustatymui ruostas
ekstraktas, taciau santykiu 1:10. 5 g (£0,01) vaistinés augalinés zaliavos kiiginéje kolbutéje uzpilama 50
ml karSto distiliuoto vandens. Kaitinanama vandens vonel¢je kartu su griztamuoju Saldytuvu 30 min.
Tada ekstraktas nufiltruojamas per stiklo filtrg, naudojant vakuuminge pompa, perkeliamas j $varig
porcelianing lékstelg ir atsargiai garinamas vir§ vandens vonelés, kol gaunami tamsiai rudos spalvos
tirStieji ekstraktai.

Etanolinis tirStasis ekstraktas gaunamas panaSiai, kaip flavonoidy kiekybiniam nustatymui
ruostas ekstraktas. 5 g (£0,01) susmulkintos vaistinés augalinés Zaliavos uzpilama 50 ml 70 proc.
etanolio V/V ir ekstrahuojama ultragarsinéje vonel¢je 10 min. Tada ekstraktas filtruojamas pro stiklinj
filtra, naudojant vakuumine pompga. Nufiltruotas ekstraktas perkeliamas j porceliano 1€kstelg ir taip pat
atsargiai garinamas vir§ vandens vonelés, kol i§garuoja etanolis ir gaunami tamsiai Zalios spalvos tirStieji
ekstraktai.

Paruosiamos 9 mikroorganizmy suspensijos. | specialius mikromégintuvélius jpilama po 5 ml
sterilaus fiziologinio tirpalo. Sterilia kilpele dedama mikroorganizmy, kurie 24 val. buvo kultivuoti
triptozes sojos agare, palaikant 37 °C temperatiirg. Gautos 9 mikroorganizmy suspensijos kruopsciai
suplakamos, panaudojant specialia mégintuveéliy maiSykle. Reikia pagaminti tokias mikroorganizmy
suspensijas, kuriy drumstumo standartas pagal Makfarlanda (angl. McFarland) buty ~0,5.

Petri 1ékstelés ruosiamos taip: Miulerio — Hintono (angl. Mueller — Hinton) Il agaras mazdaug
30 min Sildomas sandariai uzdarytoje stiklin¢je kolboje, pamerktoje vandens voneléje. Atsargiai Sildoma
tol, kol agaras issilydo iki vientisos Skystos rusvos spalvos masés. Skystas agaras patalpinamas j
termostatg tam, kad buty iSlaikoma taki konsistencija. Vandeninis ir etanolinis vaistinés augalinés
zaliavos tirstieji ekstraktai disperguojami purtant steriliame vandenyje santykiu 1:10. Petri 1ékstelés,
skirtos antimikrobiniam poveikiui jvertinti, tolygiai iSliejamos agaro ir tirStyjy ekstrakty miSiniais, taip,
kad vandeninio arba etanolinio tirStojo ekstrakto koncentracija agare buty 10 mg/ml, 8 mg/ml, 6 mg/ml,
4 mg/ml ir 2 mg/ml. ParuosSiama ir kontroliné Petri 1ékstelé vien tik su agaru, t.y. be vandeniniy ir
etanoliniy tirStyjy ekstrakty. Petri lékstelés palaikomos kambario temperatiiroje, kol jose esantis agaro

sluoksnis sustingsta, o tada perkeliamos j termokamerg ir laikomos, kol apdzitista agaro pavirSius tam,
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kad jis tapty tvirtesnis. Paruostos mikroorganizmy kultiiry suspensijos séjamos sterilia kilpele ] visas
Petri leksteles (po devynias mikroorganizmy kultiiras j kiekvieng Petri 1¢kstele su skirtinga etanoliniy
arba vandeniniy tir§tyjy ekstrakty koncentracija). Tuomet paséliai 20 val. inkubuojami termokameroje,
kurioje palaikoma nuolatiné 37 °C temperatiira ir lyginami su kontroline Petri 1ékstele, inkubuota
tokiomis paciomis sglygomis.
Vandeniniy ir etanoliniy tir$tyjy ekstrakty poveikis vertinamas +/- sistema:
e ,,+++” — mikroorganizmy kultiry kolonijy augimas toks pats, kaip ir kontrolinéje Petri
1eksteléje;
e ,,++” — mikroorganizmy kultiiry kolonijy augimas mazdaug dvigubai maZesnis, nei
kontrolinéje Petri 1éksteléje;

e ,,+” - matomos tik pavienés mikroorganizmy kultiiry kolonijos;

e ,,-*- mikroorganizmy kulttry kolonijos neauga.

3.2.9 Laisvyju radikaly suriS§imo nustatymas ABTS metodu

Antiradikaliniam aktyvumo jvertinimui taikomas 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono
ragsties radikalo (ABTS) sujungimo metodas. ABTS radikalas — tai katijonas (ABTSe+). Jis yra stabilus
radikalas. Sis spalvotas, ilgai gyvuojantis katijonas regimosios $viesos spektre turi net keturis
absorbcijos maksimumus (ties 415, 650, 734 ir 815 nm bangos ilgiais). ABTSe+ susidaro kalio persulfatu
oksiduojant ABTS reagentg ir pats veikia kaip antioksidantas (vandenilio radikalo donoras). [93, 94]

Antiradikalinio poveikio jvertinimui taikoma spektrofotometrinio tyrimo metodika. Pirmiausiai
pagaminamas 2nM motininis ABTS tirpalas: atsveriama 0,0548 g (tikslus kiekis). ABTS reagentas
istirpinamas 50 ml distiliuoto vandens tamsaus stiklo buteliuke (kad misinys biity apsaugotas nuo §viesos
poveikio). Kai ABTS reagentas istirpsta, j tirpalg jdedama 0,0095 g (tikslus kiekis) kalio persulfato.
Gautas miSinys kruopsciai sumaiSomas ir palieckamas tamsioje sausoje vietoje 16 val. Bitent taip
pasigamina ABTSe+, su kuriais reaguoja pagamintuose vaistinés augalinés zaliavos ekstraktuose
esancios jvairios BAM, pasizymincios antiradikaliniu aktyvumu.

Gautas radikalinis ABTS tirpalas atsargiai skiedZiamas distiliuotu vandeniu tol, kol gaunama
reikalinga tirpalo absorbcija (0,8+0,03), esant 734 nm bangos ilgiui. Matuojamas méginiy
antiradikalinis aktyvumas: j 3,0 ml ABTSe+ tirpalo jpilama 30 pl tiriamojo méginio tirpalo (i$ pelkiniy
vingioryksciy skirtingu metu surinktos vaistinés augalinés zaliavos pagaminto etanolinio ekstrakto).
Nustatomas misinio absorbcijos kitimas ,,Beckman DU — 70 spektrofotometru (kai bangos ilgis yra 734

nm). Laukiama, kol visiSkai pasiekiama reakcijos pusiausvyra (absorbsijos skaitiné reik§mé nebekinta).
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Laisvyjy radikaly suriSimo geba (antiradikalinis ekstrakty aktyvumas) jvertinama ABTS inaktyvinimo
procentais ir apskai¢iuojama naudojant formulg:

Ay = A,
Ap

ABTS, 4 = 100,

¢ia: Ap— tusciojo méginio absorbcija (reakcijos t=0 min);
Aa — bandinio su tiriamuoju méginiu (etanoliniu vaistinés augalinés Zaliavos ekstraktu) absorbcija
(reakcijos t=15 min) [93].

3.2.10 Statistiniai analizés metodai, naudoti duomeny apdorojimui

Statistiniy duomeny apdorojimui yra naudojami specialtis kompiuteriniai taikomyjy programy
paketali.

Siy tyrimy rezultatatams apdoroti naudota Excel (versija 12) programa, jtraukta j Office 2007.
Microsoft Office Excel (daznai vadinama tiesiog Microsoft Excel) —  Microsoft
Office programy paketo specializuota elektroniné skai¢iuoklé, kuriama ir platinama ,,Microsoft (JAV)
kompanijos. Jos pagalba susisteminti duomenys, apskaiciuoti vidurkiai, standartiniai nuokrypiai,

paklaidos bei nubraiZyti grafikai, jvertintas statistinis duomeny reikSmingumas.

4. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1 Vaistinés augalinés Zaliavos nuodZiiivis

Vaistinés augalinés zaliavos nuodzitivis nustatytas naudojant 2.2.3 skyriuje aprasyta
metodika. Vaistinés augalinés zaliavos rinkimo data ir vidutiné nuodzitivo reik§mé nurodyta 3

lentel¢je.

3 lentelé. Pelkiniy vingioryksciy Zolés nuodziiivo jvairavimas tirtuose méginiuose (p < 0,05)

Eilés nr. Surinkimo data Nuodzitvis ( proc.) su VSN
1 2012.04.29 57+0,3
2 2012.05.06 6,0 £0,2
3 2012.05.14 57+04
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4 2012.05.20 5,7+0,5
5 2012.05.27 59+0,3
6 2012.06.03 5,2+ 0,0
7 2012.06.09 6,1 0,2
8 2012.06.17 6,3 0,2
9 2012.06.28 5,9+0,1
10 2012.07.06 6,2+ 0,1
11 2012.07.14 6,3+0,2
12 2012.07.21 6,0 + 0,0
13 2012.07.28 6,4 %03
14 2012.08.05 6,1 0,2
15 2012.08.12 5,9+ 0,1
16 2012.08.19 5.8+0,2
17 2012.08.26 6,1 % 0,0
18 2012.09.03 6,3 % 0,1
19 2012.09.11 52+03
20 2012.09.19 6,5 % 0,4
21 2012.09.27 5,0+0,0
22 2012.10.03 6,4 % 0,4
23 2012.10.10 6,2+ 0,1
24 2012.10.17 6,6 % 0,4
25 2012.10.24 6,7 % 0,4
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Lenteléje pateikti rezultatai rodo, kad F. ulmaria Zolés nuodziavis svyruoja tarp 5,0 ir 7,1 proc.
Pagal EP reikalavimus, taikant Ph. Eur. 2.2.23 nuodziiivio testa, vaistinés augalinés Zaliavos nuodzitivis
negali buti didesnis nei 12,0 proc. Vadinasi, tyrimui surinkta vaistiné augaliné zaliavA atitinka
nuodzitiviui taikomus reikalavimus, keliamus EP. Be to, nei vieno vaistinés augalinés zaliavos méginio

nuodzitivo skaitinés reik§més nesvyravo daugiau nei 0,5 proc. (VSN < 0,4 proc.)

4.2 Ekstrakcijos metodo optimizavimas

Ekstrakcijos salygy optimizavimas yra svarbus tyrimo Zingsnis siekiant gauti optimalig
vaistinés augalinés Zaliavos veikliyjy junginiy iSeigg.

Vaistiné augaliné zaliava, sudaryta i§ visy surinkty méginiy, elektriniu maliinéliu
susmulkinama iki biriy, kvapniy, gelsvai zalsvy milteliy.

Pirmiausiai atlieckamas optimalaus poliSkumo tirpiklio parinkimas. Flavonoidy ekstrakcijai
dazniausiai naudojama skysCiy ekstrakcija metanoliu ar etanoliu: flavonoidy glikozidai ir poliski
aglikonai ekstrahuojami alkoholiais bei alkoholiy ir vandens miSiniais. [95] Taigi, gaminant vaistinio
augalo preparatus, flavonoidai dazniausiai ekstrahuojami jvairiy koncentracijy vandens ir etanolio
miSiniais, todél reikalingo tirpiklio poliSkumo nustatymui pasirenkami tokie tirpikliai: distiliuotas
vanduo, 30 proc., 50 proc., 70 proc. ir 96 proc. V/V etanolio ir vandens misiniai.

Ekstrakty gamyba: atsveriama po 2 g (£0,01) i§ skirtingu metu rinkty méginiy misinio sudarytos
susmulkintos vaistinés augalinés Zaliavos uzpilama 20 ml vandens arba vandeniniais etanolio tirpalais
(30 proc., 50proc., 70 proc., 96 proc.) kiginése kolbutése, kurios uzkemsamos. Sios kolbutés kratomos
specialioje laboratorinéje purtykléje 1 valandg kambario temperattiroje. Ekstrakcijos buido efektyvumas
vertinamas pagal suminj flavonoidy kiekj, nustatyta kiekviename ekstrakte spektrofometriniu metodu

(metodika aprasyta 3.2.5 skyriuje). Rezultatai, gauti atlikus tris pakartojimus, pateikiami 3 paveiksle.
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3 pav. Flavonoidy ekstrakcijos iSeigos priklausomybé nuo etanolio koncentracijos (p < 0,05)

Tyrimy rezultatai atskleidé, kad 70 proc. etanoliu buvo ekstrahuota daugiau nei 2,5 proc.
flavonoidy, tuo tarpu grynu distiliuotu vandeniu ekstahuotos vaistinés augalinés zaliavos iSeiga sieké tik
1,5 proc. flavonoidy. 96 proc. etanolis, kaip ekstrahentas, pats neefektyviausias — naudojant jj buvo
nustatytas tik 0,7 proc. siekiantis suminis flavonoidy kiekis. Statistinis skirtumas tarp vandeniu ir 70
proc etanoliu ekstrahuoto suminio flavonoidy kiekio yra pats reik§mingiausias (p <0,05). Vadinasi,
BAM ekstrahavimui tinkamiausi yra vandens ir etanolio misiniai, bet ne grynas vanduo ir 96 proc.
etanolis. 70 proc. etanolio, kaip ekstrahento, tinkamuma nurodo ir kai kurie autoriai, pvz., 70 proc.
etanolinis pelkiniy vingioryksciy ekstraktas reikSminai slopino toksinj anglies tetrachlorido poveikj,
pagal tam tikrus pozymius pranokdamas vaistinj preparata ,,Carsil“. [14] Toks pelkiniy vingioryksc¢iy
antzeminiy daliy ekstraktas padéjo normalizuoti kepeny fermenty aktyvumg ir lipidy peroksidacijos
procesus. Tai rodo, kad naudojant biitent tokiag etanolio koncentracijg buvo iSekstrahuota daugiausiai
antioksidantiniy savybiy turin¢iy medziagy i§ antzeminiy vaistinio augalo daliy, kurios ir sukélé tokj
reik§mingg antioksidantinj poveikj. Irodyta, kad butent 70 proc. etanoliniai F. ulmaria ekstraktai savo
sudétyje turi daugiausiai biologiSkai aktyviy sudedamyjy daliy, atsakingy uz biologin] poveikj:
kvercetinas ir jo glikozidai, dihidrokvercetinas, apigeninas, rododendrolis, eskuletinas bei salicilo,
chlorogeno, galo, kavos rugstys. [96] Butent 70 proc. etanoliu isskirty medziagy (kvercetino,
1zokvercetino, spireozido ir rutino) ir galo rtigsties butanoliné frakcija pasizyméjo labai rySkiomis
nootropinémis, antiamnestinémis, antioksidantinémis ir adaptogeninémis savybémis [97]. Be to, FP
nurodoma, kad motininei F. ulmaria ziedy tinkttirai gaminti tinkamiausias panasios koncentracijos
etanolis (65 proc. V/V), o pagamintoje motininéje tinktiiroje etanolio kiekis turi buti nuo 60 iki 70 proc.
VIV. [13] Todél, remiantis optimalaus tirpiklio poliSkumo statistiniu reikSmingumu ir literatiiros
duomenimis, vaistinés augalinés zaliavos ekstrakty gamybai pasirenkamas 70 proc. V/V etanolis.
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Nustacius, kad tinkamiausias ekstrahentas yra 70 proc. etanolis, toliau ieSkoma tinkamiausio
ekstrakcijos metodo.

Ruosiant vaistinés augalinés zaliavos méginius fitocheminei analizei gali bati taikomi jvairiis
ekstrakcijos metodai. Ekstrakcijai i§ kiety méginiy placiai taikoma daug skirtingy budy. Mechaniné
ekstrakcija tirpikliais (pvz., maceracija purtykléje), Soksleto ekstrakcija, ekstrakcija ultragarsu
(ultragarsinéje voneléje) yra laikomi klasikiniais ekstrakcijos metodais, skirtais kietiems méginiams
(8iuo atveju pelkiniy vingioryk$¢iy vaistinei augalinei Zaliavai) ekstrahuoti. Siems metodams nereikia
sudétingos ir brangios aparatiiros, jie gana paprastai ir greitai atlickami. ISimtis yra Soksleto ekstrakcija,
kuri gali trukti daug ilgiau, nei, pavyzdziui, ekstrakcija ultragarso voneléje — net iki 48 valandy. Patiems
paprasciausiems ekstrakcijoms metodams priskiriamas mechaninis méginio ir tirpiklio misinio purtymas
(maceracija purtykléje). Ypatingai svarbu, kad analité (ekstrahuojamoji medziaga) labai gerai tirpty
tirpiklyje (ekstrahente), o tirpiklj biity nesudétinga atskirti nuo kietosios matricos, naudojant filtravima
ar centrifugavimg. Pagrindinis privalumas yra atlikimo paprastumas, pagrindinis trikumas — mechaninis
purtymas yra maziausiai efektyvus metodas, palyginus ji su kitais ekstrakcijos i§ kietyjy matricy
metodais. Daug didesniu efektyvumu pasizymi ekstrakcija ultragarsu. Dél ultragarso poveikio tirpalas
silpnai jSyla, todel ekstrakcija greitéja. UZ maceracijg purtykléje ir ekstrakcijg ultragarsu dar efektyvesné
yra Soksleto ekstrakcija. [98] Taciau, kaip minéta anksciau, ekstrakcija Soksleto aparatu yra labai ilgali
trunkantis procesas ir tai apsunkina jo pritaikyma rutininei fitocheminei analizei.

Todel pasirinkti du veikliyjy medziagy ekstrakcijos metodai — maceracija purtykléje ir
maceracija ultragarso voneleje. Siekta palyginti, kuris i§ jy yra tinkamesnis: ekstrakcijos efektyvumas
jvertinamas pagal suminj flavonoidy kiekij, nustatyta spektrofotometriniu suminio flavonoidy kiekio
jvertinimo metodu (metodika aprasyta 3.2.5 skyriuje).

Maceracijai purtykléje atsveriama po 2 g (+0,01) susmulkintos zaliavos ir uzpilama 20 ml 70
proc. V/V etanoliu. I$ viso paruosiami $esi ekstraktai: pirmasis purtykléje kratomas 30 min, antrasis —
60 min, treciasis — 90 min, ketvirtasis — 3 val, o penktasis bei Sestasis — po 3 val, bet dar paliekami
laboratorijoje atitinkamai 24 val. ir 48 val. kambario temperatiiroje, nuo tiesioginiy saulés spinduliy
apsaugotoje vietoje, sandariai uzkimstuose induose. Rezultatai, gauti atlikus tris pakartojimus,

pateikiami 4 paveiksle.
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4 pav. Suminio flavonoidy kiekio priklausomybé nuo maceracijos purtykléje trukmes (p < 0,05)

Nesunku jzvelgti suminio flavonoidy kiekio priklausomybe nuo dinaminés maceracijos
trukmés. Suminis flavonoidy kiekis tiesiogiai didéja priklausomai nuo maceracijos laiko, ta¢iau po tam
tikro laiko pradeda mazéti. Didziausia flavonoidy koncentracija nustatyta po parg trukusios maceracijos
(2,4 proc.), taciau palaikius ekstrakta dar para, jame galéjo vykti veikliyjy medziagy kokybiniai ir
kiekybiniai pokyciai. Suminis flavonoidy kiekis $iek tieck sumazéjo, nors maceracija truko dvigubai
ilgiau (suminis flavonoidy kiekis sumazéjo iki 2,1 proc). Maceracija efektyviausia yra tada, kai trunka
parg, taCiau tai néra statistiSkai patikimas rodiklis (p < 0,05). Statistiniu patikimumu pasizymi
maceracija, trunkanti tris valandas (p < 0,05), ta¢iau metodas yra pakankamai ilgas ir ne toks populiarus
dél mazesnio iSekstrahuoto veikliyjy medziagy kiekio, palyginus su S$iuolaikiniais efektyvesniais
ekstrakcijos metodais, pvz., ultragarsu pagreitinta ekstrakcija.

Ekstrakcijai ultragarsinéje voneléje atsveriama po 2 g (+0,01) susmulkintos vaistinés augalinés
zaliavos, uzpilama 20 ml 70 proc. V/V etanoliu sandariai uzdaromame inde ir ekstrahuojama
ultragarsinéje vonel¢je. Ekstrahuojama kambario temperatiiroje, 10x10 proc. galia. Pirmasis miSinys
ultragarsu veikiamas 5 min, antrasis — 10 min, tre¢iasis — 15 min, ketvirtasis — 20 min, o penktasis — 25
min. Po ekstrakcijos suminis flavonoidy kiekis nustatomas spektrofotometriniu metodu (metodika

apraSyta 3.2.5 skyriuje). Rezultatai, gauti atlikus tris pakartojimus, pateikiami 5 paveiksle.
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5 pav. Suminio flavonoidy kiekio priklausomybé nuo ekstrakcijos ultragarsu trukmés (p < 0,05)

Didziausias ekstrakcijos efektyvumas pasiekiamas po 10 min augalinés Zaliavos ir ekstrahento
salyCio ultragarso bangy aplinkoje (suminis flavonoidy kiekis — 3,1 proc.)). Po 15 min ir ilgiau
nustatomas mazesnis suminis flavonoidy kiekis dél galimo BAM (8iuo atveju flavonoidy) skilimo (2,6
proc). Kadangi zaliava yra stipriai susmulkinta, veikliosios medziagos, veikiant ultragarsui, j ekstrahentg
pereina gana greitai. Ilgesné nei 10 min ekstrakcija ultragarsu jau nebe tokia efektyvi ir suminis
flavonoidy kiekis pradeda mazéti. Esktrakcijos, trunkancios 10 min, rezultatai yra statistiSkai patikimi,
lyginant su 5, 15, 20 ir 25 min trunkancia ekstrakcija. Be to, statistiskai reik§mingas skirtumas (p <
0,05) pastebimas tarp 10 ir 25 min trukmés ekstrakcijos ultragarsu. Vadinasi, ilgiau trunkancios
ekstrakcijos metu suminis flavonoidy kiekis reikSmingai sumazéja. Flavonoidy stabilumas priklauso nuo
ju struktiiros ir ekstrakcijos salygy. PavyzdZiui, po ilgai trunkancios ekstrakcijos ultragarsu, greiiau
skyla tokie flavonoidai, kurie turi daugiau fenoliniy grupiy, o stabilis iSlieka tokie, kurie turi cukry
fragmenty ir metoksilo funkciniy grupiy. [99]

Palyginus maceracijos purtykl¢je ir ekstrakcijos ultragarso vonelé€je rezultatus, galima daryti
1Svada, kad tinkamiausios ekstrakcijos salygos yra 10 minuciy trukmés ekstrakcija ultragarsu, kaip
ekstrahentg naudojant 70 proc. V/V etanoli. RuoSiant ekstrakta dinaminés maceracijos metodu
didziausias nustatytas suminis flavonoidy kiekis yra 2,4 proc, o atliekant ekstrakcijg ultragarsinéje
voneléje — net 3,1 proc. Be to, ekstrakcija ultragarsu yra daug greitesnis (bent trisdeSimcia karty)

ekstrakcijos metodas, nei maceracija purtykléje.
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4.3 Flavonoiduy kiekybinés sudéties kitimo dinamika augalo vegetacijos metu

Flavonoidy kiekybiné analizé atlickama “Beckman DU — 70” spektrofotometru, naudojant
metodika, apraSyta 3.2.4 skyriuje. Ekstraktai pagaminti pagal ekstrakcijos salygy nustatymo metu
pasirinktg didziausig flavonoidy suminj kiekj ekstrahuojancig metodikg (su 70 proc. etanoliu V/V,
ekstrakcijos procesg paspartinant 10 min trunkanéiu ultragarsiniy bangy poveikiu; 2.2.4 skyrius).
Praktiskai taikomam suminio flavonoidy kiekio tyrimui spektrofotometrijos metodu daznai pritaikoma
naudinga anali¢iy savybé sudaryti spalvotus reakcijos produktus. Sie reakcijos produktai turi aliumimio
ar boro ragsties jong. Dél to antrasis sugerties maksimumas, kuris yra ultravioletinio spektro srityje,
pasislenka j regimosios srities pus¢ (t.y. jvyksta absorbcijos maksimumo batochrominis poslinkis ir,
jvykus reakcijai, pasikeicia tiriamojo tirpalo spalva). [58] Siuo atveju, norint jvertinti suminj flavonoidy
kiekj spektrofotometriniu metodu, sudaromas spalvotas junginys su aliuminio jonu.

Norint i$tirti suminio flavonoidy kiekio priklausomybg¢ nuo augalo vegetacijos tarpsnio,
spektrofotometriniu metodu buvo istirtas kiekvieno vaistinés augalinés zaliavos meéginio ekstraktas.

Nustatyta, kad suminis flavonoidy kiekis vaistinéje augalinéje Zaliavoje didziausias, kai augalas
zydi. DidZiausias suminis flavanoidy kiekis F. ulmaria Zoléje aptinkamas masinio zydéjimo metu — net
3,49 proc.

Suminio flavonoidy kiekio kitimo dinamika pavaizduota 6 paveiksle. Galutiniai rezultatai

jvertinti tyrimg pakartojus tris kartus.
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6 pav. Suminio flavonoidy kiekio kitimo priklausomybé nuo F. ulmaria vegetacijos
tarpsnio (p < 0,05)

Grafike pateikti rezultatai rodo, kad suminis flavonoidy kiekis labiausiai priklauso nuo augalo
zydéjimo. Kadangi birzelio — liepos ménesiais augalas zydéjo, tai tuo metu suminis flavonoidy kiekis
buvo didesnis, nei vidutinis, kuris yra 2,00 proc. Ivertinus rezultatus statistiSkai, pastebéta, kad
statistiSkai reik§mingai, lyginant su visais vegetacijos tarpsniais, suminis flavonoidy kiekis kinta nuo pat
vaistinio augalo zydéjimo pradzios iki zydéjimo pabaigos, t.y. nuo 2,13 proc. padidéja iki 3,49 proc., ir,
besibaigiant zydéjimui, vél sumazéja iki 1,92 proc. Prasidéjus augalo zydéjimo pabaigos tarpsniui,
tolimesnis suminio flavonoidy kiekio mazéjimas jau nebéra statistiskai reikSmingas pozymis (p < 0,05).
Vadinasi, suminis flavonoidy kiekis vaistinio augalo zoléje reik§mingai priklauso nuo augalo vegetacijos
tarpsnio, bet statistiskai reikSmingi poky¢iai vyksta nuo augalo zydéjimo pradzios iki augalo zydéjimo
pabaigos.

Literattiros Saltiniy duomenimis, flavonoidy kiekis augale priklauso nuo vegetacijos tarpsnio.
Pastebimas glaudus rysys tarp flavonoidy kiekio jvairiose augaly dalyse ir jy fenologinio vystymosi.
Manoma, kad bitent dél to vaistiné augaliné zaliava, skirta medicininiams tikslams, turéty biti
surenkama augalo zydéjimo metu, nes didziausias suminis flavonoidy kiekis nustatomas augalo
butonizacijos ir Zydéjimo fazése. [100, 101] Kaip minéta anksc¢iau, F. vulgaris savo sudétimi panasi j F.
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ulmaria. Kadangi literatiiros duomeny apie flavonoidy kiekybinés sudéties dinamikg F. ulmaria
vegetacijos metu triiksta, todél pateikiamas literatiiros Saltiniuose surastas pavyzdys su F. vulgaris:
penkiy flavonoidy (hiperozido, astragalino, spireozido, kemferolio ir kvercetino), dviejy katechinams
priklausanciy junginiy ir septyniy polifenoliniy junginiy kiekis buvo reikSmingai didesnis Zydéjimo
pradzioje, nei pabaigoje, baigiantis augalo masiniam zydéjimui. Toks pozymis nustatytas ir paciuose
Zieduose, ir lapuose. [102] Sio tyrimo rezultatai panasis j tyrimuy, atlikty su F. vulgaris, rezultatais.

Vertinant $iuose pelkiniy vingioryks¢iy zolés tyrimuose gautus rezultatus galima teigti, kad
suminis flavonoidy kiekis pirmojoje vaistinio augalo zydéjimo puséje yra didesnis, nei antrojoje
zydéjimo puséje, tai yra, iSkart po masinio Zydé€jimo tarpsnio.

Svarbu pazyméti, jog duomenys, gauti taikant spektrofotometrijos metoda, ne visada atitinka
duomenis, gautus efektyvesniais ir Siomis dienomis daug dazniau taikomais metodais (pvz., efektyvioji
skys¢iy chromatografija (ESC), ar kapiliariné elektroforezé¢ (KE)). Duomenys gali skirtis dél to, kad
spektrofotometrijos metodas turi nemazai trikumy. Nors spektrofotometrijos metodas yra daug
paprastesnis ir pigesnis, nei ESC ar KE, taciau jis geriau atspindi flavonoidy kiekj tokiame tiriamajame
ekstrakte, kuriame vyrauja tyrimui pasirinkto palyginamojo flavonoido dariniai, pvz., kvercetinas ir jo
glikozidai. Siuo atveju palyginamuoju junginiu pasirinktas rutinas. Kitas reik§mingas triikumas —
spektrofotometrijos metodu nejmanoma vienu metu jvertinti keliy flavonoidy grupiy. [58] ESC
neabejotinai pasizymi didesniu tikslumu ir efektyvumu negu spektrofotometrija. Atliekant ESC, galima
kokybiskai ir kiekybiskai jvertinti keleta flavonoidy grupiy ir net jy kompleksinius junginius (pvz.,
glikozidus). [103] Taciau spektrofotometrijos metodas yra paprastesnis ir lengviau prieinamas, daznai
nurodomas farmakopé¢jose vaistinés augalinés zaliavos standartizacijai, nereikia brangios aparatiiros ir

standarty, be to, palyginus greitai atliekamas.

4.4 Askorbo rigsties kiekybinés sudéties jvairavimas

Askorbo riigsties kiekybiné analizé atlikta pagal metodika, aprasyta 3.2.6 skyriuje. Tirti visi
surinkti vaistinés augalinés zaliavos méginiai. Titrimetrinis metodas modifikuotas taip, kad biity kuo
tikslesnis: vietoj mikrobiuretés naudotos mikropipetés, kad ekvivalentinis taSkas biity nustatomas kuo
tiksliau (0,01 ml tikslumu).

Nustatytas vidutinis askorbo riigsties kiekis per visg augalo vegetacijos perioda yra 0,03 proc.
Didziausias askorbo riigsties kiekis nustatytas pirmaisiais augalo vegetacijos ménesiais, tikriausiai dél
to, kad augalas tur¢jo daugiau jauny lapeliy bei tigliuky. Nors jauny lapeliy véliau sumazejo, atsirado
daugiau sumedéjusiy vaistinio augalo daliy, taciau augalas pradéjo gausiai zydéti. Po zydéjimo pabaigos
askorbo riigsties kiekis pradéjo zymiai mazéti ir tapo mazesnis, nei vidutinis kiekis, galimai dél iSoriniy
veiksniy poveikio ir augalo nykimo. Askorbo riigsties kiekio dinamikos priklausomybé nuo vegetacijos

tarpsnio vaizduojama 7 paveiksle. Rezultatai gauti tyrimg pakartojus tris kartus.
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7 pav. Askorbo rigsties kiekio priklausomybé nuo augalo vegetacijos tarpsnio (p < 0,05)

Grafike pateikti rezultatai rodo, kad didesnis askorbo riigsties kiekis aptinkamas pirmojoje

augalo fenologinio vystymosi puséje. Tuo metu vitamino C kiekis yra didesnis uz vidutinj vitamino C

kiekj augale per visa jo vegetacijos laikotarpj (> 0,025 proc.) StatistiSkai reik§mingai vitamino C kiekis

mazeti pradeda tik po augalo masinio zydéjimo (p < 0,05), o iki tol Sio vitamino kiekio pokytis néra

statistiSkai reikSmingas. Pats maziausias askorbo riigSties kiekis yra pacioje augalo ontogenezés

pabaigoje, vidutinei paros temperattrai nukritus iki 10 °C. Apskritai vitamino C kiekis per visa jo

vegetacija sumazéjo nuo 0,03 iki 0,01 proc. Vadinasi, vaisting augaling zaliava norint naudoti kaip

vitamino C S$altinj, jg reikéty rinkti iki augalo Zydéjimo pabaigos. Literatiiros Saltiniuose informacijos

apie askorbo rugsties kiekio jvairavimg vingiorykStés zaliavose nepavyko rasti, todél tai gali buti

pirmasis tokio pobiidZio tyrimas.
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4.5 Raugy kiekybinés sudéties jvairavimas

Suminio raugy kiekio jvertinimas atliktas pagal 3.2.7 skyriuje aprasyta metodika. Literatiiroje
skelbiama, kad buvo atliktas tyrimas, kuriuo buvo siekta jrodyti, jog virinant i§gaunamas didesnis
polifenoliniy junginiy kiekis. Buvo vertinami pirmojo kinetiniai galo riigSties ekvivalenty parametrai,
kuriy skaitiné reikSmé proporcingai didéjo keliant temperatiirg nuo 60 iki 100 °C. Vadinasi efektyviai
polifenoliniy junginiy ekstrakcijai virinimas yra labai svarbus. [104]

Dazniausiai viename Vaistiniame augale yra ir kondensuoty, ir hidrolizuojamy raugy, taciau
paprastai vyrauja tik viena i$ Siy grupiy. Pelkiniy vingioryk$¢iy vaistinéje augalinéje Zaliavoje vyrauja
hidrolizuojami raugai. Labai daznai hidrolizuojamy ir kondensuoty raugy santykis augalo vegetacijos
metu keiCiasi. [67] Moksliniy tyrimy duomenimis, didziausias raugy kiekis F.ulmaria ziedynuose
nustatomas pumpury mezgimo ir Zydéjimo fazése. [100]

Siame magistriniame darbe jvertinamas suminio raugy kiekio kitimas, atsizvelgiant j augalo
vegetacijos tarpsnj. Titrimetriniu metodu po tris kartus tirti visi vaistinés augalinés zaliavos méginiai.
Rauginiy medziagy Kiekio kitimo priklausomybé nuo vaistinio augalo vegetacijos tarpsnio pavaizduota

8 paveiksle. Rezultatai gauti tyrimg pakartojus tris kartus.
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8 pav. Suminio raugy Kiekio priklausomybé nuo augalo vegetacijos tarpsnio (p < 0,05)

Grafike pateikti rezultatai rodo, kad didziausias suminis raugy kiekis yra pasiekiamas prie$
pelkiniy vingioryks$¢iy masinio zydéjimo tarpsnj, t.y. 2012 — 06 — 28 rinktame éminyje nustatomas
didziausias raugy kiekis — net 16,80 proc. StatistiSkai reik§mingas raugy kiekio kitimas btidingas nuo
zydéjimo pradzios, jskaitant masinj zydéjima, baigiant zydéjimo pabaigos jpuséjimu t.y. laikotarpis nuo
2013 — 06 — 03 iki 2013 — 08 — 05 (p < 0,05).

Tokia tendencija galima dél to, kad pries zydéjima svarbu didinti raugy kiekj, o per zydéjima
palaikyti jy, kaip apsauginiy medziagy, kiekj. Teigiama, kad padidéjusi taniny gamyba augale siejama
su kai kuriomis augaly ligomis. Taip pat daroma prielaida, kad biologinis taniny vaidmuo yra labai
didelis: taninai reikalingi tam, kad vaistinis augalas apsisaugoty nuo gresianc¢iy infekcijy, vabzdziy ar
gyviiny Zalos. [64, 69] Kuo daugiau taniny gaminama, tuo apsauga didesné. Zydéjimo metu vaistinis
augalas yra pazeidziamiausias, todé¢l teigiama, kad taniny produkcija prie§ zydéjima ir jo metu yra
didziausia.

Po masinio Zydéjimo tarpsnio suminis raugy kiekis pradeda mazéti, taciau didesnis nei
vidutinis (10,0 proc.) jy kiekis nustatomas iki pat augalo zydéjimo pabaigos. Pradéjus formuotis sé¢kloms
ir iki pat augalo vegetacijos laikotarpio pabaigos suminis raugy kiekis pradeda nezymiai didéti, taciau
vidutinio suminio raugy kiekio (10,0 proc.) jau nebepasiekia. Vadinasi, didziausias suminis raugy Kiekis

nustatomas pelkiniy vingiorykséiy zaliavose augalo Zydéjimo metu, birzelio — liepos ménesiais.

4.6 Antimikrobinis pelkiniy vingioryks¢iy ekstrakty aktyvumas

Antimikrobinis tyrimas buvo atliktas pagal metodika, aprasyta 3.2.8 skyriuje. Tyrimas atliktas
remiantis mikrobiologijos prof. A. Pavilonio rekomendacijomis.

Tirtas butent tas Zaliavos méginys, kuriame nustatytas didziausias suminis flavonoidy kiekis,
t.y. 2012 — 07 — 14 d. rinkta pelkiniy vingioryks¢iy vaistiné augaliné zaliava. Suminis flavonoidy kiekis
joje yra 3,49 proc, o suminis raugy kiekis — 15,63 proc. Beveik tokia pati siy BAM koncentracija tais
paciais Siame magistriniame darbe naudotais metodais nustatyta ir etanoliniame, ir vandeniniame
ekstraktuose (etanoliniame ekstrakte - 3,37+0,16 proc.; vandeniniame ekstrakte - 15,39 + 0,31 proc.).
Sie etanoliniai ir vandeniniai ekstraktai buvo skirti gaminti tirtiesiems ekstraktams. Antimikrobinio
tyrimo rezultatai vertinti Petri IékSteles keleta minuciy palaikius kambario temperatiiroje, zitirint |
atidengtas léksteles, laikant jas vertikalioje padétyje prie§ dienos Sviesa. Rezultatai pateikiami 4 ir 5

lentelése.
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mikroorganizmy augimui

4 lentele.

Skirtingy etanoliu ekstrahuoty tirStyju ekstrakty koncentracijy ijtaka

Konc. | S.aureus | E.faecalis E.coli P.aeruginosa | K. pneumoniae | P.mirabilis | B.cereus | B.subtilis C.albicans
mg/ml

10 - - - - - - - - -
8 R ] - - ] ] ] - +
6 - - + ++ - - - - +
4 - - ++ ++ - - - - +

Minimali slopinanti etanoliu ekstrahuoty tirStyjy ekstrakty koncentracija (MIC), sprendziant i$

Sio tyrimo rezultaty, prie$ E.coli ir P.aeruginosa yra 8 mg/ml, o prie§ C.albicans — 10 mg/ml. Norint

patikslinti MIC pries Siuos mikroorganizmus, reikéty atlikti daugiau iSsamesniy antimikrobiniy tyrimy,

kuriuose buity tiriamas poveikis mikroorganizmy augimui, naudojant tarpines (pvz., 6,5 ar 2,5 mg/ml)

preparaty koncentracijas.

Kity tirty mikroorganizmy augimas buvo visiskai slopinamas visomis penkiomis (10, 8, 6, 4, 2

mg/ml) etanoliu ekstrahuoty tirstyjy ekstrakty koncentracijomis. Galima daryti i§vadg, kad C.albicans,

E. coli ir P. aeruginosa yra patys atspariausi organizmai, ir jy augimg slopinti gali tik didesnés

koncentracijos veikliyjy medziagy, i$skirty i$ F. ulmaria 70 proc. etanoliu V/V.

9 mikroorganizmy kultiiras pavaizduotas 9 ir 10 paveiksluose.

10 mg/ml ir 2 mg/ml etanoliu ekstrahuoty tirStyjy ekstrakty koncentracijy poveikis pries visas
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9 pav. 10 mg/ml etanoliu ekstrahuoty tirstyju ekstrakty koncentracijos poveikis
mikroorganizmy augimui: neauga nei vienos kultiiros kolonijos, lyginant su kontroline lékstele

P
&3
‘4! &

-Q‘({;j B
\ ¢

10 pav. 2 mg/ml etanoliu ekstrahuoty tirStujy ekstrakty koncentracijos poveikis

mikroorganizmy augimui: trimis pliusais jvertintas E.coli ir P.aeruginosa kolonijy augimas bei
dviemis pliusais jvertintas C.albicans augimas

5 lentelé. Skirtingy vandeniu ekstrahuoty tirStyju ekstrakty koncentracijy jtaka
mikroorganizmy augimui

Konc. | S.aureus | E.faecalis | E.coli | P.aeruginosa | K.pneumoniae | P.mirabilis | B.cereus | B.subtilis | C.albicans
mg/ml

10 - - - - - - - - +

8 - - - - - - - - +
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Vertinant vandeniu ekstrahuoty tirStyjy ekstrakty antimikrobinj poveikj pagal §io tyrimo
rezultatus, galima teigti, kad MIC pries P.aeruginosa yra 8 mg/ml, prie§ E.coli — 6 mg/ml, o prie$
E.faecalis ir B.subtilis — 4 mg/ml. C. albicans augima minimaliai veikia vandeniu ekstrahuoty tirStyjy
ekstrakty 4 — 10 mg/ml koncentracija, 0 2 mg/ml koncentracija C.albicans kolonijy augimui jtakos
nebeturi; grybelis tokiai koncentracijai yra atsparus. Vandeniu ekstrahuoti tirstieji ekstraktai silpniausiai
slopina ty pa¢iy mikroorganizmy, Kaip ir etanoliu ekstrahuoti tirstieji ekstraktai, augimag, be to, 2mg/ml
koncentracijos vandeniu ekstrahuoty tirStyjy ekstrakty tirpalams atsparios dar dvi bakterijos — E. faecelis
ir B. subtilis.

Vandeniu ekstrahuotuose tirStuosiuose ekstraktuose pagrinding veiklyjy madziagy dalj sudaro
taninai. Taniny molekulés pasizymi antibakterinémis ir antigrybelinémis savybémis. Daugybéje
moksliniy publikacijy teigiama, kad pelkiniy vingioryksciy ekstraktas slopina eSerichijy, pseudomony,
mikrokoky ir kity mikroorganizmy augima.[14]

10 mg/ml ir 2 mg/ml vandeniu ekstrahuoty tirStyjy ekstrakty koncentracijy poveikis pries visas

9 mikroorganizmy kultiiras pavaizduotas 11 ir 12 paveiksluose.

11 pav. 10 mg/ml vandeniu ekstrahuoty tirStyju ekstrakty koncentracijos poveikis
mikroorganizmy augimui: vienu pliusu jvertintas C.albicans kolonijy augimas, lyginant su
kontroline lékStele
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12 pav. 2 mg/ml vandeniu ekstrahuoty tirStyju ekstrakty koncentracijos poveikis
mikroorganizmy augimui: trimis pliusais jvertintas E.coli, P.aeruginosa ir C.albicans koloniju
augimas bei dviemis pliusais jvertintas E.faecalis bei B.subtilis kolonijy augimas

Galima teigti, kad etanoliu ekstrahuoti pelkiniy vingioryksciy tirstieji ekstraktai pasizymi Siek
tiek didesniu antimikrobiniu poveikiu, ypa¢ pries E. faecalis ir B. subtilis. Nesunku pastebéti, kad
didZiausiu atsparumu pasizymi grybelis C.albicans — jo kolonijy augimg visiSkai nuslopino tik
didziausia, 10 mg/ml vandeniu ekstrahuoty tirStyjy ekstrakty koncentracija. Be to, Petri 1€kstelés su
mikroorganizmy kultiiromis buvo paliktos trims paroms kambario temperatiiroje. Pastebéta, kad
nezinomos tapatybés mikroorganizmy, patekusiy i§ aplinkos, pavienés kolonijos pradéjo augti tik
lékstelése su vandeniu ekstrahuotais tirStaisias ekstraktais (su 2 mg/ml, 4mg/ml ir 6 mg/ml preparaty
koncentracijomis, ta¢iau jokiy plika akimi matomy mikroorganizmy kolonijy neatsirado 1ékstelése su 8
mg/ml ir 10 mg/ml koncentracijomis).

Rezultatus tikslinga palyginti su literatiiros $altiniy duomenimis. Publikacijy su kai kuriy
mikroorganizmy tyrimais nepavyko rasti. Daugiausiai tiriamas antimikrobinis aktyvumas prie§ S.
aureus, E. coli ir C. albicans. Difuziniu metodu buvo jvertintas i§ F. ulmaria i$skirty fenoliniy junginiy
antimikrobinis aktyvumas pries$ tris mikroorganizmy rasis (C. albicans, E. coli ir S. aureus). Nustatyta,
kad ryskiausig poveikj sukélé kvercetinas ir naringeninas. E. coli ir S. aureus augimg visiskai inhibavo
500 pg metanolinio vaistinio augalo Zolés ekstrakto (1 mg/ml). C. albicans yra pats atspariausias $iy
flavony poveikiui — F. ulmaria ekstraktui buidingas $velnus antimikrobinis poveikis. [105] Kitame
tyrime buvo nustatytas inhibuojantis metanoliniy F. ulmaria ekstrakty poveikis prie§ maistg gadinancias
bakterijas. 48 valandas visiskai buvo inhibuojamas E. coli bakterijy augimas, naudojant 14 proc.
ekstrakta ir S. aureus bakterijy augimas, naudojant 7 proc. koncentracijos ekstrakta. Tiriant
antimikrobinj poveikj prie§ kitas mikroorganizmy rasis (pvz., Salmonella enteridis, Pseudomonas fragi,
Aeromonas caviae) poveikis dar rySkesnis. Bitent E.coli augimui inhibuoti prireiké didziausios

koncentracijos F. ulmaria ekstrakto. [106] Kity moksliniy tyrimy rezultatai rodé, kad specialia
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technologija paruosti vaistinio augalo ekstraktai, daugiausiai savo sudétyje turéje fenoliniy riigséiy (galo,
kavos, kumarino, vanilino, ferulo), o i§ flavonoidy — miricetino, $velniai slopino S. aureus ir B. cereus
augimg, Svelnus antimikrobinis poveikis nustatytas ir prie§ E.faecelis. [107, 108] ISanalizavus
literatiiroje pateiktus duomenis ir palyginus juos su Siame tyrime gautais rezultatais, galima daryti
iSvada, kad vaistinio augalo ekstrakty poveikiui pats atspariausias i$ tirty mikroorganizmy yra grybelis
C. albicans. E.coli augimui nuslopinti taip pat dazniausiai reikia didesniy koncentracijy ekstrakty, nei
kity bakterijy augimo inhibicijai (pvz., S. aureus ar B. cereus). Zinoma, antimikrobinio tyrimo eiga ir
rezultatai priklauso nuo daugelio faktoriy (pvz., mikroorganizmo kilmés ir aktyvumo, terpiy
maistingumo, inkubacijos sglygy, ekstrakty gamybos technologijos bei paties tyrimo metodo), tac¢iau
Siame magistriniame darbe apraSyto antimikrobinio tyrimo rezultatai yra panaSiis ] mokslingje
literatiiroje pateiktus. Bet butina pabrézti, kad mokslinéje literatiiroje nepavyko rasti pelkiniy
vingioryks§¢iy antimikrobinio poveikio prie§ P. mirabilis poveikio tyrimy, todél tai gali biiti pirmasis
tokio pobudzio tyrimas. P. mirabilis — tai gramneigiama aplinkoje gausiai paplitusi bakterija, daznai
sukelianti imines ir létines Slapimo taky ligas, virSkinimo trakto ligas (pvz., gastroenterita, tulzies
nutekamyjy lataky uzdegima), Zaizdy infekcijas. P. mirabilis sukelia jvairias hospitalines infekcijas; ji
labai daznai, kaip ir E.coli, yra infekcinés ligos priezastis nustatoma mikrobiologiniuose paséliuose
[109]. Tod¢l galima teigti, kad pelkiniy vingiorykséiy ekstraktai gali padéti gydant §lapimo taky ir
viskinimo trakto infekcines ligas ir turi didel] potencialg augaliniy vaistiniy preparaty, pagaminty $io

augalo vaistinés augalinés Zaliavos pagrindu, sukiirimui.

4.7 Laisvyju radikaly suriSimo jvertinimas

Antiradikalinio poveikio tyrimas atliktas pagal 3.2.9 skyriuje aprasSyta metodikg laisvyjy
radikaly suri§imo jvertinimui. Miller ir kt. 1993 pirmieji aprasé laisvyjy radikaly suri§imo jvertinimui
skirtg spektrofotometrinj metoda, kurj pavadino troloksui ekvivalentiskos antioksidantinés galios
(TEAC) metodu. Gerai zinomas originalus TEAC metodas pagrjstas metmioglobino aktyvacija.
Antiradikaliniu poveikiu pasizymintys junginiai gali suristi susidariusius ABTS radikalus. ISmatavus po
reakcijos gauto misinio absorbcijg, nustatomas nesuristy ABTSe+ kiekis ir jvertinamas tiriamojo éminio
antiradikalinis aktyvumas. [53]

Pelkiniy vingiorykséiy vaistiné augaliné zaliava turtinga polifenoliniais junginiais, kurie
pasizymi antioksidantiniu aktyvumu. Be to, stipriu antioksidantiniu aktyvumu pasizymi ir askorbo
rugstis. [110]

Reakcijos kinetikos stebéjimui pasirinktas daugiausiai flavonoidy turin¢io méginio (rinkto
2012 — 07 — 14 d.) etanolinis 1:10 ekstraktas. Jo absorbsijos duomenys uzraSomi kas minut¢ ir laukiama,

kol reakcija pasieks dinamine pusiausvyrg. Bandymas kartojamas tris kartus ir nustatyta, kad dinaminé
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reakcijos pusiausvyra pasiekiama po 15 min. Duomenys, perskai¢iuoti ABTS inaktyvinimo procentais,

vaizduojami 13 paveiksle.

96

94 -

92 //
90

88

86 Il
84

1

80

ABTS inkatyvinimas, proc.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Reakcijos trukmé, min.

13 pav. ABTS inaktyvinimo priklausomybé nuo reakcijos trukmeés

I§ grafiko nesunku pastebéti, kad surisSty ABTS radikaly kiekis per 8 minutes sparciai didéja
nuo 81,01 £ 0,68 proc. iki 94, 82 + 0,06 proc., véliau iSlieka panaSus. Pusiausvyra visiskai pasiekiama
po 15 min, inaktyvuotas ABTS radikaly kiekis siekia 95,1 + 0,67 proc. I[domu tai, kad per pirmaja
rakcijos minute suriS$ama net 81,01 + 0,68 proc ABTS radikaly, o per kitas 14 minuc¢iy — tik 14,09 %.

Pagal tokig pacig metodika tirti visy vaistinio augalo 2012 metais rinktos vaistinés augalinés
zaliavos etanoliniai ekstraktai. Stebéta, ar Suminis flavonoidy ir taniny kiekis turi jtakos antiradikaliniam
aktyvumui, isreikStam procentais — Siuo tikslu apskai¢iuotas koreliacijos koeficientas. Tyrimas atliktas
pagal ta paciag ABTS metodika, leidziant reakcijai vykti po 15 min., kol pasiekiama dinaminé reakcijos
pusiausvyra. Tyrimas atliktas po tris kartus kiekvienam ekstraktui, atliekant po tris matavimus
spektrofotometru (matuojant 10 mm storio tirpalo sluoksnj 734 nm bangos ilgyje). Antiradikalinio

aktyvumo tyrimo rezultataty kitimo dinamika pateikiama 14 paveiksle.
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F. ulmaria vegetacijos tarpsnis ir surinkimo data

14 pav. ABTS inaktyvinimo dinamika, atsizvelgiant i pelkiniy vingioryks¢iy Zolés surinkimo
data (p <0,05)

IS grafiko matyti, kad suriSty laisvyjy radikaly kiekis nuo augalo vegetacijos pradzios iki
masinio Zydéjimo tarpsnio nuolat didéja — nuo 78,88 £ 1,51 proc. iki 95,33 = 0,16 proc. Po zydéjimo
maksimumo ABTS laisvyjy radikaly suri§imo geba nuolat mazéja iki 88,32 + 0,06 proc. StatistiSkai
reiksmingas antiradikalinio aktyvumo stipréjimas pastebimas prasidéjus butonizacjos tarpsniui ir tesiasi
iki masinio zydéjimo, o statistiskai reik§mingas antiradikalinio aktyvumo silpnéjimas pastebimas
prasidéjus augalo zydéjimo pabaigos ir besitgsiantis iki augalo apnykimo (p <0,05). Nuo intensyvaus
augalo zydéjimo pradzios iki pat vaisiy suformavimo ekstrakty antiradikalinis aktyvumas yra didesnis
uz vidutinj antiradikalinj aktyvuma (90,02 proc.) per visg augalo vegetacija.

Pastebéta, kad polifenoliniy junginiy kiekis turi jtakos antiradikaliniam ekstrakty aktyvumui.
Be to, nereikéty pamirsti, kad didele jtaka turi ne tik polifenoliniy junginiy kiekybiné, bet ir kokybiné
sudétis. Taip pat reikSmingg antiradikalinj aktyvumag S$iuo atveju gali turéti ir kitos veikliosios
medziagos, pavyzdziui, askorbo ragstis. 2008 metais i§ F. ulmaria, panaudojant koloning
chromatografija, pirmg kartg buvo izoliuotas naujas kvercetino glikozidas, pavadintas filimarinu.

Nustatyta, kad filimarinas turi didelj antioksidantinj aktyvuma, panaSy j vieng stipriausiy gamtiniy
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antioksidanty, t.y. askorbo rigsties antioksidantinj aktyvumga ir dvigubai didesnj antioksidantinj
aktyvuma uz dihidrokvercetino antioksidantinj aktyvuma (nustatyta pagal kinetinj kriterijy). [111] Tali
irodo, kad svarbi ne tik kokybiné, bet ir kiekybiné polifenoliniy junginiy sudétis.

Norint suzinoti, ar flavonoidy, raugy ir askorbo rtgsties kiekis lemia antiradikalinj pelkiniy
vingioryksciy ekstrakty aktyvuma, apskaiCiuotas koreliacijos koeficientas (KK). Lyginant suminio
flavonoidy kiekio ir antiradikalinio aktyvumo skaitines reikSmes, gautas KK, lygus 0,52. Tai reiskia,
kad tarp suminio flavonoidy kiekio ir antiradikalinio aktyvumo budinga vidutiné koreliacija. Lyginant
suminio raugy kiekio ir antiradikalinio aktyvumo skaitines reik§mes, gautas KK, lygus 0,49; tai rodo
silpng koreliacijg. Askorbo ragsties KK yra artimas nuliui (0,02), tai reiSkia, kad koreliacija yra labai
silpna, beveik nereikSminga. Palyginus flavonoidy ir raugy KK, nesunku pastebéti, kad antiradikalinj
vaistinio augalo aktyvuma jie lemia panasiai, ta¢iau suminio flavonoidy kiekio jtaka $iam poveikiui yra
nors ir nezymiai, bet Siek tiek didesné, nei suminio raugy kiekio.

Taigi, galima daryti isvada, kad laisvyjy radikaly suri§imo geba labiausiai priklauso biitent nuo
polifenoliniy junginiy kiekio, taciau, kaip minéta anksc¢iau, remiantis literatiros duomenimis, didele
itaka gali turéti ir kokybiné sudétis bei kiti antioksidantinj aktyvuma turintys junginiai, pavyzdziui, tokie
vitaminai, kaip askorbo riigstis ir tokoferolis. Vadinasi, norint tiksliau nustatyti antiradikalinio aktyvumo
priklausomybe nuo polifenoliniy junginiy kokybiniy ir kiekybiniy charakteristiky, kity sudétiniy
medZiagy, nuo augalo vegetacijos tarpsnio bei nuo kity veiksniy, reikéty atlikti iSsamesnius bei ilgiau
trunkancius tyrimus, taikant jvairias modelines sistemas ir paZzangesnius medziagy skirstymo metodus.

Daugiausiai tirty BAM, t.y. net 20,01 proc. vaistinis augalas yra sukaupes prie$ pat masinj
zydéjima. Veikliyjy medziagy kiekis panaSus per visg intensyviausig augalo zydéjima (19,1 — 20,01
proc.) ir pradeda reikSmingai statistiSkai mazéti, vos tik prasidéjus nuzydéjimo fazei. Vadinasi, vaistinis
augalas didziausig suminj flavonoidy, raugy ir vitamino C kiekj kaupia pirmoje Zydéjimo puséje. Tokie
rezultatai sutampa su Kitais mokslinéje literatiiroje rastais autoriy duomenimis apie pelkines
vingiorykstes. [100, 102] Pastebéta, kad biitent Siuo vegetacijos tarpsniu vaistinis augalas budingas
didziausias antiradikalinis aktyvumas. Norint suzinoti, ar $iy veikliyjy medziagy kiekis lemia
antiradikalinj vaistinio augalo aktyvuma, apskai¢iuotas KK jis lygus 0,51. Tai reiskia, kad tarp suminio
tirty veikliyjy medziagy kiekio ir antiradikalinio aktyvumo skaitinés reikSmés budinga vidutiné
koreliacija.

Remiantis literatiros duomenimis, labai svarbu, ne tik kaip, bet ir kada vaistiné augaliné
zaliava yra renkama. Medicininiams tikslams skirtg vaisting augaling zaliava geriausia rinkti ziedy

ontogenezés metu, nes tada BAM kiekis daugumoje augaly pasiekia auksciausia lygj. [112]
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ISVADOS

1. Atlikus optimalaus poliskumo tirpiklio parinkimg, maceracijg purtykléje ir maceracija
ultragarso voneléje, pagal suminj flavonoidy kiekj nustatyta, kad tinkamiausias ekstrahentas
yra 70 proc. V/V etanolis, ekstrakcijos metodas - maceracija ultragarsu, vykdant jg 10 minuéiy.

2. Suminis flavonoidy kiekis F.ulmaria Zoléje reikSmingai priklausé nuo augalo vegetacijos
tarpsnio: didziausias suminis flavonoidy kiekis aptiktas nuo augalo zydé¢jimo pradzios iki
augalo zydéjimo pabaigos lyginant su augalo vegetacijos pradzia ir apnykimo periodu, 0
maksimalus kiekis nustatytas vaistinio augalo masinio zydéjimo laikotarpiu (3,49 proc.).

3. Askorbo rigsties kiekis per vaistinio augalo vegetacija reikSmingai kito: pirmojoje fenologinio
vystymosi puséje askorbo riigsties Kiekis buvo didesnis uz vidutinj per visg vaistinio augalo
vegetacijos laikotarpj (>0,03 proc.), antrojoje augalo fenologinio vystymosi puséje, jpuséjus
zydéjimui, jis pradéjo mazéti ir pacioje ontogenezes pabaigoje tapo pats maziausias per visg
vegetacijos laikotarpi. (0,01 proc.).

4. Suminis raugy kiekis augalo vegetacijos metu taip pat kito: maksimalus Kiekis pasiektas prie§
pelkiniy vingiorykséiy masinio zydéjimo tarpsnj (16,80 proc.), o ryskiausias suminio raugy
kiekio kitimas nustatytas nuo vaistinio augalo zydéjimo pradzios iki Zydéjimo pabaigos
Ipuséjimo.

5. 70 proc. etanoliu ekstrahuoti pelkiniy vingioryks$ciy tirstieji ekstraktai, kuriuose vyravo
flavonoidai, pasizyméjo Siek tiek didesniu antimikrobiniu poveikiu nei vandeniu ekstrahuoti
tirStieji ekstraktai, kuriuose vyravo raugai, ypa¢ pries E. faecalis ir B. subtilis mikrobines
kultiiras. Maziausiu atsparumu pasizyméjo S.aureus, K.pneumoniae, P.mirabilis, B.cereus
mikrobinés kultiiros, o didziausias atsparumas biidingas buvo grybeliui C.albicans.

6. Suristy laisvyjy radikaly kiekis pelkiniy vingioryks¢iy ekstraktuose nuo vegetacijos pradzios
iki masinio zydéjimo tarpsnio nuolat statistiSkai reik§mingai didéjo ir masinio zydéjimu metu
pasieké maksimuma (95,33 + 0,16 proc.), o p0 masinio zydé¢jimo statistiSkai reikSmingai
mazgjo iki 88,32 + 0,06 proc.

7. Palyginus suminio flavonoidy, suminio raugy ir askorbo riigsties kiekiy skaitines reikSmes su
antiradikalinio aktyvumo skaitinémis reik§mémis, didziausias koreliacijos koeficientas (0,52)
buvo gautas lyginant su suminio flavonoidy kiekio skaitinémis reikSmémis; tai rodo vidutine

teigiama koreliacija.
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