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IVADAS

Vaistiniai augalai tai pirmoji vaisto forma, kurig pradéjo vartoti zmogus. Nors augaliniy
vaisty vartojimas skirtingose Salyse skiriasi ir remiasi tradiciSkumu bei ilgalaike taikymo patirtimi,
augalinés kilmés preparatai uzima svarbig vietg ir vis dar yra naudojami [1]. Vaistiniai augalai yra
biologinés jvairovés dalis, svarbi farmacijos ir botanikos specialistams, maisto ir kosmetikos
pramonés atstovams bei odontologams. Neabejojama dél vaistiniy augaly gydomuyjy savybiy,
kadangi jos yra apraSomos ir analizuojamos mokslo darbuotojy, naudojant naujausius tyrimy ir
analizés metodus. Tai leidzia atrasti vis daugiau vaistiniy augaly savybiy, aptikti junginiy, kurie
ateityje gali bati naudojami vaistams gaminti [2]. Augaliniai vaistai daznai pigesni, lengviau
toleruojami, turi mazesnj pasalinj poveikj organizmui, net ir vartojant mazomis koncentracijomis
veikia efektyviai ir lokalizuotai [3].

Fitoterapija Lietuvoje turi gilias tradicijas ir yra populiari, todél labai svarbu tirti Lietuvos
teritorijoje augancius augalus, kurie naudojami kaip zaliava vaistiniams preparatams. JvairGs
augalai ir atskiros augalo dalys pasizymi skirtinga biologiSkai aktyviy junginiy sudétimi, nuo kurios
priklauso tam augalui ar tam tikrai augalo daliai biidingos gydomosios savybés. I Zaliavos iSgavus
eterinius aliejus, ekstraktus galima identifikuoti tai Zaliavai budingas veikligsias medZiagas.
Vaistiniai augalai yra naudojami dél savo antibakteriniy, prieSgrybeliniy, antioksidaciniy,
priesuzdegimininiy savybiy. Daugumai augaly budingos keletas gydomyjy savybiy, taciau daznu
atveju augalas tik dél jam budingo biologiskai aktyviy junginiy rinkinio pasizymi stipriau isreiksta,
tam augalui labiausia budinga savybe ar poveikiu. Artemisia genties augalai A. absinthium ir A.
vulgaris turi stipriai iSreikstas insekticidines, toksines ir citotoksines savybes, A. campestris turi
nuody poveikj silpninanéiy savybiy. Helichrysum genciai priklausantis H. arenarium budingos
antinociceptinés t.y. skausmg mazinancios savybés, o H. italicum turi odg regeneruojanciy savybiy.
Aesculus hippocastanum pasizymi priesuzdegiminémis savybémis.

Tiriamojo darbo tikslas: Naudojant dujy chromatografijos/masiy spektrometrijos metoda
atlikti jvairiy vaistiniy augaly: karéiojo kiecio (Artemisia absinthium L.), paprastojo kiecio
(Artemisia vulgaris L.), dirvoninio kiecio (Artemisia campestris L.), paprastojo kastono (Aesculus
hippocastanum L.), smiltyninio S§lamucio (Helichrysum arenarium L.) ir italinio $lamucio
(Helichrysum italicum L.) eteriniy aliejy analize ir identifikuoti charakteringus junginius. Jvertinti
antioksidacines ir toksiSkumo savybes kai kuriems augaly ekstraktams.

UZdaviniai:

1. Surinkti Lietuvoje augan¢iy Vvaistiniy augaly zaliavas: Karciojo kiecio (Artemisia

absinthium L.), paprastojo kiecio (Artemisia vulgaris L.), dirvoninio kie¢io (Artemisia



campestris L.), paprastojo kastono (Aesculus hippocastanum L.), smiltyninio §lamucio
(Helichrysum arenarium L.).

Hidrodistiliacijos biidu iSgauti auk$¢iau paminéty Lietuvoje auganciy vaistiniy augaly
eterinius aliejus (EA) ir ekstraktus bei jsigytos vaistinés Zzaliavos italinio Slamucio
(Helichrysum italicum L.) EA.

Atlikti  i8samig iSgauty EA analiz¢ naudojantis dujy chromatografijos/masiy
spektrometrijos metodu (GC-MS), identifikuoti aliejams budingus junginius.

Ivertinti kokybinés ir kiekybinés veikliyjy medziagy sudéties skirtumus ir panasumus tos
pacios genties ir riiSies augaluose, surinktuose skirtingose augavietése.

Atlikti toksiSkumo tyrima H. italicum aliejams.

Nustatyti H. italicum ir A. vulgaris EA oksidacinj aktyvuma naudojant 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazilas (DPPH") laisvojo radikalo suri$imo metoda.

Taikant elektrocheminj tyrimo metoda nustatyti antioksidacines savybes ekstraktams,

iSgautiems i§ Lietuvoje surinkty augaly.



SANTUMPOS

BAJ
BHT
DIV
DPPH
EA
EVA
GC-MS

I1Cso
LCso

LCoo

PSO
MIK

biologiskai aktyviis junginiai

butilintas hidroksitoluenas

diferenciné impulsiné voltamperograma
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazilas

eterinis aliejus

Europos vaisty agentiira (angl. European Medicines Agency)

angl. gas chromatography-mass spectrometry, dujy chromatografija-
masiy spektrometrija

inhibitorin¢ koncentracija (slopinamoji koncentracija)

letaliné koncentracija, kuriai esant per tyrimo laikotarpj Ziiva 50%
tirlamyjy organizmy

letaliné koncentracija, kuriai esant per tyrimo laikotarpj ztiva 90%
tiriamyjy organizmy

Pasauliné sveikatos organizacija

minimali inhibitoriné koncentracija



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Farmakologinis biologiSkai aktyviy medZziagy veikimas

Fitoterapinis ar fitofarmacinis preparatas yra apibréziamas kaip i§ vaistiniy augaliniy zaliavy
pagamintas vaistas, kurio sudétyje yra cheminis junginys arba daZniau cheminiy junginiy
kompleksas, kuris jtakoja Zmogaus organizmo veiklg. Veikliosios medziagos tai gryni cheminiai
junginiai (Siuo atveju isskirti i$ augaly), kurie naudojami medicininiais tikslais, dazniausiai zinoma
ir nurodoma tiksli indikacija. Augaluose biologiSkai aktyvios medziagos yra skirstomos j dvi
pagrindines gupes, tai: pirminiai ir antriniai metabolitai. Pirminiams metabolitams priklauso
angliavandeniai, lipidai, aminoriigstys ir jy dariniai, nukleino rtgstys. Pirminiai metabolitai yra
priskiriami prie maistiniy medziagy biitiny gyviinams ir Zmonéms, taciau jie retai turi farmakologinj
poveikj. Antriniai metabolitai, kiek Siuo metu yra Zzinoma, néra bitini pirminiam augalo
iSgyvenimui, taciau jie augalui svarbis apsisaugojimui nuo zZoliaédziy, kenkéjy bei ligy. Daugumai
antriniy metabolity yra budingas farmakologinis aktyvumas. Antriniams metabolitams yra
priskiriami terpenoidai (mono-, di-, seksvi-, tri-, tetra-, poli-), steroidai, azoto turintys junginiai
(alkaloidai, gliukozinolatai), azoto neturintys fenilpropano junginiai (flavonoidai, kumarinai,
ligninai, cinamono rtgsties dariniai), poliketidai (katechinai, favonoidai), poliinai, vaskai, augalinés
ragstys. [4]

1.2 Vaistiné augaliné Zaliava Lietuvoje ir pasaulyje

Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis i§ viso gydymo tikslais gali biti
naudojami 75000 rasiy augalai, taciau §iuo metu yra naudojama apie 35000 rasiy. Europos
farmacijos pramonéje kaip vaistiné zaliava yra naudojamos beveik 12000 rasiy augaly [5]. Démesys
vaistazolininkystei vis stipréja dél populiaréjanciy ekologiniy tkiy, ekologisky produkty gamybos ir
vartojimo. Todél per pastaruosius deSimtmecius vaistazoliy verslas labai iSaugo visoje Europoje. [2]
Pagal PSO duomenis 2015 m. vaistiniy augaly rinkos verté pasaulyje buvo apie 43 milijardus JAV
doleriy ir yra prognozuojamas kasmetinis 5-15% rinkos augimas. [6]

Lietuvoje paskutiniais duomenimis 2013 m. buvo supirkta 8,3t vaistazoliy. Didziausias
supirkimas (345t) uzfiksuotas 1971 m., nuo ty mety vaistinés zaliavos supirkimas pradéjo sparciai
mazéti. Manoma, kad tam daugiausia jtakos turi i$ kity Saliy importuojama pigesné zaliava [7].
Nors supirkimas mazéja, vaistazolés yra auginamos tikiuose, viename i$ jy UAB ,,Jadvygos zolés*
yra iSauginama ir surenkama apie 17t produkcijos kasmet. [8] Pagal Lietuvos Respublikos Aplinkos
ministerijos statistikos duomenis Lietuvoje yra paruoSiama 92,5t augalinés vaistinés zZaliavos per
metus [9]. Lietuvoje yra inventorizuota 1796 sporiniy induo¢iy augaly. Siuolaikingje ir liaudies
medicinoje yra naudojami daugiau kaip 460 rusiy augaly, i8 kuriy 199 yra savaiminés. Pastarosioms
ri§ims priskiriama 13 medziy, 18 krimy ir 168 Zoliy rasys. Sio darbo tyrimams atlikti pasirinktos
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7olés: Kkartusis, paprastasis, dirvoninis kie¢iai bei smiltytninis $lamutis taip pat yra pirskiriamos
savaiminéms rasims [7].
1.3 Kartusis kietis (Artemisia absinthium L.)

Artemisia absinthium L yra daugiametis 60-110 cm auks¢io aitriai kvepiantis zolinis augalas,
apauges trumpais, tankiais, sidabrinio atspalvio baltais plaukeliais. Ziedai vamzdiski, smulks,
geltonos spalvos, zydi liepos-rugséjo ménesiais. Séklos subresta rugséjo ménesj, vienas augalas
uzaugina iki 100 000 sékly, kuriomis dauginasi. Séklos yra apie 1mm ilgio, rusvos spalvos, pailgos,
isilgai rauksletos formos. A. absinthium L. yra paplites Siauriniame pusrutulyje, natiraliai auga
Europoje, Azijoje ir S. Afrikoje. Lietuvoje kartusis kietis randamas visoje $alyje, tai nereiklus
augalas: auga panamése, dykvietése, sausuose $laituose, SiukSlynuose, pakelése, palaukése,
labiausiai mégsta kalkingas dirvas [10]. Lietuvos tradicinéje medicinoje §is augalas naudojamas
daugiausia dél savo antihelmitiniy savybiy, taip pat kaip virSkinima gerinantis, apetita didinantis,
pilvo piitimg maZinantis preparatas. Kartusis kietis gydo tulzies puslés, inksty ligas, nemiga, slopina
uzdegimus [11]. Pasaulyje augalas geriausiai Zinomas kaip vienas i$ ingredienty absento ir kity
alkoholiniy gérimy gamyboje, tokiy kaip likeriai, jvairts aperityvai. Karciojo kie¢io antzeminé dalis

(3akelés, lapai, ziedai) yra naudojami kulinarijoje dél specifinio kvapo ir kartaus skonio [10].

1 pav. Kartusis kietis, bidinga augalo i$vaizda

1.3.1 Karciojo kiecio veikliosios medziagos ir biologinis aktyvumas
A. absinthium budingi BAJ yra EA, flavonoidai (rutinas, kvercetinas), kavos riigstis,
chlorogeniné riigstis, siringiné riigstis, salicilio rugstis, vanilino rtigstis, karotinoidai, kumarinai,
tiofenas. Europos vaisty agentiros (EVA) pateiktoje ataskaitoje pateikiama, kad pelynas turi nuo
0,15% iki 0,4% karCiyjy medziagy, jy kiekis priklauso nuo seksviterpeny laktony kiekio,
pagrindinis i$ jy absintas (sudaro iki 0,28%), kiti anabsintas, artabsinas (0,04-0,16%) ir matricinas
(0,007%). EVA nurodoma, kad vaistiné zaliava turi 0.2-1.5% eterinio aliejaus, kurio sudétis
8



priklauso nuo augalo kilmés, chemotipo, sezoniSkumo. Taip pat nurodoma, kad i§ 1 kg lapeliy ar
ziedy arba Siy zaliavy mi$inio galima iSgauti apie 2ml EA [12]. Pagrindiniai EA buidingi junginiai:
a-, B-tujonai, (Z)-epoksi ocimenas, trans-sabinilo acetatas, bornilo acetatas, chrizantenilo acetatas,
1,8-cineolis, chamazulenas, kariofilenas [10],[12]. Lietuvos teritorijoje augancio pelyno, iSgautiems
EA budingi junginiai: trans-sabinilo acetatas, tujonas, sabinenas, epoksi ocimenas, mircenas, -
pinenas, linalolis, chrizantenilo acetatas, trans-sabinolis, 1,8-cineolis [10][13]. A. absinthium
aliejams buidinga tamsiai ruda, tamsiai zalia ar oranziné spalva. Kar¢iojo kie¢io EA pasizymi
akaricidinémis, insekticidinémis, fitotoksinémis, priesgrybélinémis, antibakterinémis,
animikrobinémis, antioksidacinémis, neurotropinémis savybémis [12][13]. Ekstraktams Kkaip ir
aliecjams budingos jvairios biologinés savybés: antimaliarings, citotoksinés, antiprotozoings,
antimikrobinés, antihelmitinés, uzdegima malSinancios savybés [10].

A. absinthium EA toksiSkumas jrodytas atliekant tyrimus su kreveéiy lervomis (Artemia sp.),
kurios buvo veikiamos tam tikroms EA koncentracijoms. Nustatytos mirtinos koncentracijos (LCso
ir LCgs) kreveciy lervoms parodé, kad stipresniu toksiSkumu pasizyméjo EA, kuriuose didelis trans-
sabinilo acetato Kiekis (apie 50%) ir vidutinis kiekis (apie 12-15%) tujono. Manoma, kad bitent Sie
junginiai atlieka lemiamg vaidmenj, yra zinoma, kad tujonas pasiZymi stipriu neurotoksiskumu, o
sabinilo acetatas sukelia abortus, yra toksiskas Zinduoliy embrionams, dirgina odg. Taip pat buvo
tirti A. absinthium EA méginiai, kuriuose buvo toks pat kiekis sabinilo acetato, bet be tujono,
vietoje jo turéjo panasy kiekj (Z)-epoksi ocimeno (12.8%), pasizyméjo zymiai mazesniu
toksiSkumu [14]. Buvo atlikti tyrimai su mielémis (Candida albicans ir Saccharomyes cerevisiae
var. chevalieri), kuriy metu nustatyta, kad aliejai turintys nemazg kiekj (Z)-epoksi ocimeno slopino
mieliy augima, kas patvirtina jy antimikrobines savybes [15]. Kitas A. absinthium antimikrobinio
aktyvumo tyrimas atliktas vykdant eksperimentg su laboratorinémis ziurkémis. Jo metu kiekvienai
ziurkei buvo padaryta zaizda ir j ja suleidZiama atitinkamas kiekis (1x10* kolonijas formuojanéiy
vienety) auksinio stafilokoko (S. aureus ) bakterijy. Viena ziurkiy grupé buvo gydoma pelyno
ektraktu, tepant zaizdos vieta du kartus per diena, kita Ziurkiy grupé nebuvo gydoma. Po 8§ dieny,
palyginus abi grupes buvo matyti, kad per pus¢ mazesnj bakterijy skai¢iy ant zaizdos turéjo pelyno
ektraktu gydytos ziurkeés [16].

Karc¢iojo kie¢io EA ir ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas spektrofotometriskai,
naudojant 2,2- difenil-1- pikrilhidrazilo (DPPH") laisvojo radikalo suri$§imo metodg. Atlikta studija
parodé, kad abi formos ir ekstraktas ir EA pasizymi antioksidaciniu aktyvumu. Nustatytas 28,4%,
DPPH" radikalo suriSimas metanoliniam ekstraktui, 0 EA - 45,6%. Kaip teigiama kontrolé¢ buvo
naudotas butilintas hidroksitoluenas (BHT), kuriam nustatytas 78,9% antioksidacinis aktyvumas
[14]. Remiantis Sioje studijoje gautais rezultatais, daroma iSvada, kad EA pasizyméjo didesniu

antioksidaciniu aktyvumu lyginant su ekstraktu.



1.4 Paprastasis kietis (Artemisia vulgaris L.)

Artemisia vulgaris L. labiausiai paplites Siauriniame pusrutulyje, auga drégnose ar pusiau
drégnose vietovése. Sis augalas randamas visoje Lietuvos teritorijoje: atviruose laukuose, pakelése,
apleistose vietose. Uzauga 50-150 cm aukscio, zydi rugpjii¢io ménesj, sé¢klas brandina rugséjj. Sis
Kietis daugelyje Saliy zinomas kaip prieskoninis augalas, taciau yra naudojamas ir tradicingje
medicinoje. Yra zinomos virSkinimg gerinan¢ios S$io augalo savybés, taip pat naudojamas
kar§¢iavimui, kosuliui slopinti, kepeny ligoms gydyti, odos infekcijoms, uzdegimams malSinti.

Koncentruotas augalo ekstraktas buvo naudojamas kaip antimaliarinis agentas [17], [18] .

2 pav. Paprastojo kiecio zaliava

1.4.1 Paprastojo kiecio veikliosios medziagos ir biologinis aktyvumas

BAJ esantys zaliavoje - flavonoidai, kumarinai, seksviterpeny laktonai, eteriniai aliejai,
inulinas, alkaloidai. Pagrindiniai junginiai randami EA yra $ie: o-tujonas, kamparas, kamfenas,
germakrenas D, 1,8-cineolis, Kariofilenas. Siaurés Lietuvoje augandio paprastojo kie¢io EA
daugiausia rasta trans-tujono (20,2%), germakreno D (10,6-15,1%), cis-tujono (12,9%), Kiti
dominuojantys komponentai chrizantenilo acetatas, 1,8-cineolis, sabinenas, B-pinenas, artemizija
ketonas, kariofilenas. Lietuvoje augancio A. vulgaris EA i$siskiria savo chemine sudétimi, nes turi
chrizantenilo acetato, kuris kity $aliy Siuose augaluose dar nebuvo nustatytas [17].

EA yra naudojami dél savo insekticidiniy, antimikrobiniy, antiparazitiniy savybiy.
Antimikrobinés savybés yra patvirtintos daugelyje moksliniy publikacijy tiriant A. vulgaris
ekstrakus bei EA [19] [20] [21]. I§ vakaringje Turkijoje surinktos Zaliavos buvo iSgautas EA turintis

a-tujono (56,13%), B-tujono (12,02%), kariofileno oksido (10,19%). Atliekant tyrimus buvo
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lyginamos susidariusios slopinimo zonos veikiant EA 8 bakterijy rasis ir vieng grybelio rasj.
Nustatytos zonos buvo didesnés arba sutapo su ceftazidimo (antibiotikas naudojamas gydyti
bakterines infekcijas, kuris buvo naudojamas kaip standartas) slopinimo zonomis. EA stipriausiai
paveiké Staphylococcus aureus (ATCC 6538/P) ir Enterococcus faecalis (ATCC29212) bakterijas.
Teigiama, kad toks antimikrobinis poveikis pasireiSské dél didelio a-tujono Kiekio [20].

Viena i§ galimy ir efektyviy naujy chemoterapiniy vaisty kiirimo strategijy yra gamtiniy
junginiy nustatymas ir analizé. Svarbu paminéti, kad dauguma vézio terapijai naudojamy vaisty yra
natiralios augalinés kilmeés arba jy pagrindg sudaro naturaliis produktai. Vieni i§ tokiy vaisty,
naudojamy daugelio rusiy véziui gydyti, yra ,,Vinkristinas” ir ,,Vinblastinas” iSgaunami i§ rausvojo
kataranto (Vinca rosea), kamptotecinas, alkaloidas i$skiriamas i$ kinisko medzio (Camptotheca
acuminata Decsne) ir Kiti vaistai tokie kaip ,,Etopozidas”, ,,Doksetakselis” ir ,,Paklitakselis”. A.
vulgaris EA citotoksinis poveikis patvirtintas ,,BMC Complementary and Alternative Medicine”
zurnale. Atlikta studija parodé, kad Sio augalo ziedy EA sukelia adaptoz¢ HL-60 Zmogaus
leukemijos Igsteliy linijai, nustatytos ir palygintos ICso vertés véziniy lasteliy ir skirtingy Zmogaus
organy lagsteliy kultGroms. Gauti rezultatai parodé, didesnj A. vulgaris EA aktyvumg biitent
vézinéms lgsteléms (ICso 0,5 pg/ml) (Jurkat linijai), Hep G2 ir PC-3 lasteliy linijoms — 0,72-0,74
pg/mL, HeLa lgsteléms -2,5 pg/mL. Tuo tarpu zmogaus odos fibroblasto lasteléms nustatytas
zenkliai mazenis poveikis, gauta inhibitoriné koncentracija 17,75 pg/mL, zmogaus epitelio inksty
lasteléms 13,24 pg/mL [22].

1.5 Dirvoninis kietis (Artemisia campestris L.)

Artemisia campestris tai daugiametis augalas labai daznai sutinkamas ir paplites visoje
Lietuvoje. Auga zZvyrduobése, smelynuose, ant gelezinkelio pylimy, Slaituose, pakelése, dykvietése.
Uzaugina daug stieby, kuriems biidinga raudona spalva, uzauga nuo 20 iki 80 cm aukscio. Badingi
smulkis lapeliai, kurie gali buti Sakoti, augalo zydéjimo laikas liepos-spalio ménesiai [23].
Pasaulyje A. campestris paplites Siauriniame pusrutulyje, auga smélinguose, molinguose
dirvoZemiuose.

1.5.1 Dirvoninio kie¢io veikliosios medziagos

Dirvoniniam kieciui biidingi BAJ alkaloidai, saponinai, terpenai, flavonoidai (pinostrobinas,
pinocembrinas, sakuranetinas, naringeninas, hispidulinas) [24]. Lietuvoje auganéio dirvoninio
kie¢io EA yra istirti ir identifikuoti pagrindiniai budingi junginiai: kariofileno oksidas (8,5-38,8%),
germakrenas D (<15%), humuleno epoksidas I (<8,1%), B-ilangenas (<7,7%), spatulenolis
(<6,8%), B-elemenas (<6,8%), B-kariofilenas (<6,2%), junenolis (<6,1%), a-; B-pinenai (<5,5%).
Italijoje, Portugalijoje, PietryCiy Tunise, Irane A. campestris EA daugiausia rasta o- ir B-pineny,

Pranciizijoje iSgautas EA pasizyméjo didziausiu y-terpineno kiekiu [25].
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1.5.2 Gydomosios A. campestris savybés

A. campestris budingas farmakologinis poveikis: augalas pasizymi antihelmitinémis,
antiseptinémis,  antimikrobinémis, prieSuzdegiminémis, citotoksinémis, detoksikacinémis
savybémis. Tradicinéje medicinoje naudojamas nuodingiems jkandimams, igélimams gydyti
(ypatingai gyvaciy ir skorpiony), vir§kinimo problemoms spresti, nutukimui ir cholesterolio kiekiui
mazinti [24]. Nuody poveikio sumazinimas naudojant A. campestris jrodytas moksliniais tyrimais.
IS augalo zaliavos buvo pagamintas vandeninis ektraktas. Suplanuoti trys tyrimo variantai, pirmuoju
suleistas vandeninis ektraktas Ziurkéms, antruoju atveju ziurkéms suleistas vandeninis ekstraktas ir
po 15 min suleisti skorpiono (Buthus occitanus tunetanus) nuodai, tre¢iuoju atveju ziurkéms suleisti
tik nuodai. Visais atvejais buvo matuojamas arterinis kraujo spaudimas. Uzfiksuoti duomenys
parodé, kad ekstraktas sumazino kraujo spaudimg apie 30% (nuo pradinés vertés), o nuodai sukeélé
staigius pulso svyravimus (maksimaliai 150% nuo pradinés vertés). Nuodai suleisti po 15 min nuo
ektrakto suleidimo leido iSvengti didelio spaudimo svyravimy [26]. Su Lietuvoje auganéio
dirvoninio kie¢io EA atliktas toksiskumo tyrimas naudojant kreveciy lervas (Artemia sp). Nustatyta
LCso 15-20 pg/mL koncentracija. Manoma, kad diziausia jtaka tokiam poveikiui turéjo kariofileno

oksido ir germakreno D junginiai [25].

3 pav. Isdziuvusi ir §viezia Artemisia campestris Zaliava

A. Akrout ir L. A. Gonzalez et al. nustaté ir palygino A.campestris EA, 50% etanolinio
ekstrakto ir vandeninio uZpilo antioksidacinj aktyvumg [27]. Atliktas tyrimas naudojant (DPPH™)
laisvojo radikalo suri§imo metoda, parod¢, kad didziausig antioksidacinj aktyvuma turi vandeninis
uzpilas, mazesnj etanolis ekstraktas ir labai silpng EA, rezultatai buvo lyginami su askorbo riigsties,
BHT ir kvercetino standartais. Lygiagreéiai Siem tyrimams buvo atliktas ir apraSytas citotoksiSkumo
nustatymo tyrimas: HT-29 véziniy lasteliy linija veikiant EA, 50% etanoliniu ekstraktu bei
vandeniniu uzpilu. Siame tyrime efektyviausiai HT-29 lasteliy augima veiké EA, perpus silpniau
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veiké etanolinis ekstraktas, o visiSkai silpnai vandeninis uzpilas. EA citotoksinis aktyvumas

aiSkinamas eteriniame aliejuje esanciy a-pineno, 3-pineno ir limoneno poveikiu [27].

1.6 Paprastasis kastonas (Aesculus hippocastanum L.)

A. hippocastanum nataraliai paplites vakary Indijoje ir Balkany pusiasalio $alyse, taip pat
auginamas parkuose, soduose, pakelése daugelyje Europos saliy, Amerikoje, mazojoje Azijoje.
Kastonas uzauga 25-30 m aukscio, jam budingi pjukliski lapai sudaryti i§ 5-7 lapeliy, zydi geguzés-
birzelio ménesiais baltais ziedais, rugséjo menesj subrandina séklas [28].

1.6.1 Paprastajam kastonui biidingos veikliosios medZziagos ir jy gydomasis poveikis

A. hippocastanum bidingi BAJ yra saponinai (o-escinas, [-escinas, Kripto-escinas),
flavonoidai (rutinas, Kkvercetinas, izokvercetinas, kempferolio ir jo dariniy, hidroksikumarinai
(eskulinas, fraksetinas, skopolaminas), steroliai, EA. Paprastojo kastono Zievé, vaisiy zievelé savo
sudétyje turi toksinémis savybémis pasizymint] junginj eskuling, vaisiuose §is junginys néra
aptinkamas [28] [29]. Kaip vaistiné Zaliava yra naudojami kastono vaisiai, zievé, ziedai, kiek reciau
naudojami lapai. KaStono Zaliavos gydomosios savybés buvo aprasomos dar XVIII a., skirtos
gydyti kar§¢iavimui, bronchitui ir hemarojui. Kastony ziedai naudojami ruosti arbatoms,
tinktaroms. Pranctizijos farmakopéjoje aprasytas homeopatinis preparato (tinktiiros) paruo$imas
kaip zaliava naudojant kastony ziedus [30]. Pagrindinis biologiskai aktyvus komponentas randamas
kastono vaisiy ekstraktuose yra glikozidas escinas, kuris atsakingas uz daugelj gydomyjy savybiy.
Escinas didina veny tonusg, mazina kojy patinimg, sunkumg, mazina audiniy brinkima, slopina
uzdegima. Escino, kaip veikliosios medZiagos, farmakologija ir farmakokinetika yra nustatyta, 0
terapinis aktyvumas patvirtintas, todél naudojant §j aktyvy ingridientg yra gaminamos tabletés,
geliai, skirti minétiems simptomams gydyti. Preparatai su escinu tinka néS¢ioms moterims dél mazo
junginio toksiskumo [31],[32]. Kastono Zzievéje ir lapuose yra glikozido eskulino, kuris nulemia
prieSuzdegimines savybes [33]. Todél preparatai paruosti i§ Sios zaliavos daugiausiai naudojami
hemarojui, veny varikozei, kojy opoms gydyti [29],[34]. Preparatai su eskulinu turi biiti vartojami
atsizvelgiant j indikacijas, kadangi suvartojus per didel¢ doze gali atsirasti diegliai, spazmai,
viduriavimas, sutrikti orientacija [33]. Atlikti tyrimai patvirtino eskulino toksiSkumg atliekant
tyrimus su pelémis, nustatyta LDsg=1900 mg/kg [35]. Atlikti tyrimai jrodé, kad A. hippocastanum
ekstraktai stimuliuoja odos lasteliy regeneracija, todél yra naudojami kosmetikoje, daugiausia
kremams, kuriy paskirtis mazinti raukSles. Atlikta studija parodé, kad kastono ekstraktas aktyvina
fermentg kinazg, ko pasekoje yra sukeliamas fibroblasty (jungiamojo audinio lgsteliy, gaminanciy
kolagena ir elastines skaidulas) susitraukimas, dél to greiCiau gyja zaizdos, sumaZzéja rauksleés,

nyksta randai [36].
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Priesingai nei apie A. hippocastanum ekstraktus, publikacijy apie $io augalo ziedy ir vaisiy
EA chemotipus, buidingus junginius, yra vos keletas. 1994 m. buvo publikuotos A. hippocastanum
vaisiy ir ziedy EA studijos. Zaliava buvo surinkta Vienos mieste, aliejai isgauti atliekant distiliacija
garais. Ziedy EA identifikuoti budingi junginiai: a-pinenas (21,8%), B-pinenas (17,2%), kamfenas
(11,3%), dekanolis (7,2%), limonenas (6,1%), 1,8-cineolis (5,8%) ir nonanalis (4,3%). Vaisiy EA
nustatyti junginiai: nonanalis (5,3%), 3-heksen-1-olis(5,2%), nonano rugstis (4,6%), benzilo
alkoholis  (3,9%), 2-hepnaolis (3,2%) [37],[38]. Paprastyjy kastony EA antimikrobinés,
prieSuzdegiminés, antibakterinés, citotoksinés ir kitos galimos biidingos savybés kol kas néra

iStirtos.

3 Ad, O Sha

4 pav. A. hippocastanum zydéjimo periodu
1.6.2 Indikacijos A. hippocastanum zaliavai ir i$ jos gaminani preparatai

ISleista ir Siais metai atnaujinta EVA monografija nurodo reikalavimus Zaliavai, kuri bus
naudojama vaistiniams preparatams gaminti. Vaistinés zaliavos ekstraktai turi biiti ruoSiami
ekstrahentu naudojant 40-80% (v/v) etanolj, ektraktai turi turéti 6.5-10% triterpeny glikozidy,
skaiCiuojamy kaip protoescigeninas. EVA pateiktoje monografijoje nurodoma, kad 1§ kaStono
zievés (A. hippocastanum cortex) yra gaminamos kietosios tabletés, kurios kaip homeopatinis
vaistas naudojamas Austrijoje, kaip maisto papildas - Italijoje. [registruotas tradicinis vaistinés
zaliavos vartojimas Lenkijoje, Pranciizijoje, Ispanijoje. Kaip vaisting zaliavg naudojant kastony
vaisius (A. hippocastanum semen) gaminami sausi ekstraktai, kurie naudojami tableciy, kapsuliy bei
geliy gamybai. Pagal EVA duomenis preparatai parduodami Lenkijoje, Ispanijoje, Austrijoje,
Danijoje, Norvegijoje, Slovénijoje, Slovakijoje, Svedijoje, Vokietijoje [33], [35].
1.7 Smiltyninis §Slamutis (Helichrysum arenarium (L.) Moench)
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Smiltyninis $lamutis (Helichrysum arenarium) — daugiametis 1540 cm auks¢io zolinis
augalas, augantis siek tiek riigstiniame arba neutraliame, smélingame dirvozemyje, paplitgs visoje
Lietuvoje [39]. Auga miSkuose, pamiskése, pievose, Slaituose ir sauspievése. H. arenarium auga
Skandinavijos ir Balkany Salyse, Rusijos Europinéje dalyje, Europos Salyse besiribojanéiomis su
Atlanto vandenynu, Siberijoje, Kaukaze, maZojoje ir centrin¢je Azijoje, Mongolijoje ir Kinijoje
[40]. Zydéjimo laikotarpis liepos-rugséjo ménesiai. Augalas krauna citrininés, citrininés-geltonos,

ar gelsvai oranzinés spalvos ziedynus.

5 pav. Renkama Helichrysum arenarium zaliava Utenos rajone

1.7.1  Smiltyninio slamucio biologiskai aktyviis junginiai

Ziedai savo sudétyje turi flavonoidy, eteriniy aliejy, riebaly riigi¢iy, karotinoidy, steroidy,
kar¢iyjy medziagy, polifenoliy, vitaminy ir mineraliniy drusky. Lietuvoje augantis smiltyninis
Slamutis savo EA sudétyje turi 1,8-cineolio, B-kariofileno, y-kadieno, d-kadineno, oktadekano,
heneikosano. Moksliniy publikacijy apie H. arenarium aliejy sudétj néra labai daug, kadangi
dauguma straipsniy apraso Kity Helichrysum genties rtsiy, auganciy Vidurzemio jiros regionuose
EA sudétj. Apie H. arenarium eteriniy aliejy sudétj ir/ar savybes publikacijos iSleistos Serbijos,
Irano, Indijos, Vengrijos ir Lietuvos mokslininky [39].
1.7.2 H. arenarium gydomosios savybés

Smiltininio $lamucio Ziedai tradicingje medicinoje placiai naudojami skrandzio, kepeny,
tulzies sutrikimams, taip pat artritui ir cistitui gydyti, detoksikacijai. Zaliava yra vartojama ruogiant
arbatas, nuovirus. Slamutis pasizymi antioksidacinémis, antimikrobinémis, antibakterinémis,
prieSuzdegiminémis savybémis [39],[40],[41]. Atliekant tyrimus su mikroorganizmais, tokiais kaip
bakterijos, mielés, grybeliai, buvo nustatytas smiltytinio Slamucio EA antimikrobinis aktyvumas.

EA tyrimui atlikti buvo naudojami H. arenarium antzeminé dalis. Didziausias EA poveikis buvo
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tirtiems grybeliams A. flavus ir A. parasiticus, nustatyta minimali inhibitoriné koncentracija(MIK)
48.82 pg/ml. Siek tiek maZesnis poveikis buvo nustatytas bakterijoms E. coli ir mieléms S.
cereviciae MIK-97.65 pg/ml [42]. Antimikrobiniai tyrimai atlickami ne tik su EA, taciau ir su $io
augalo metanoliniais ir etanoliniais ekstraktais. Tyrimai parodé, kad didZiausias antimikrobinis
aktyvumas pastebétas su E. coli veikiant H. arenarium etanoliniu ekstraktu (MIK=7.81mg/mL).
Atspariausios buvo L. monocytogenes, kurioms nustatyta diziausia MIK - 62.5 mg/L [43].
Palyginus straipsniuose pateiktus EA ir ekstrakty duomenis matoma, kad EA yra efektyvesné
antimikrobiné priemoné.

Atliekant testus (writhing test) su laboratorinémis pelémis pastebétos H. arenarium
antinociceptinés, t.y. skausmo slopinimo savybés. Visoms peléms buvo suleista p-benzochinono, o
daliai jy dar buvo suleistos skirtingos H. arenarium vandeninio ekstrakto dozés. Gauti rezultatai
patvirtino teigiama ekstrakto poveikj peléms, kadangi joms pasireisk¢ maZesnis kiekis traukuliy

lyginant su negydomomis pelémis [44].

1.8 Italinis Slamutis (Helichrysum italicum L.)

Helichrysum italicum yra VidurZzemio regiono augalas. Auga kaip viszalis puskriimis, uzauge
sumedé¢jantys stiebai siekia 50-70cm aukstj. Augalui buidingi sidabrisSkai pilki, adatiski lapeliai ir
geltonos spalvos ziedynai. Auga saulétose vietovése ten kur sausas dirvozemis [45].

e — ;:; ,__‘,\.

6pav. Italinio Slamucio zaliava zydéjimo periodu

Dél savo prieSuzdegiminiy, antibakteriniy, antioksidaciniy, prieSgrybeliniy, antivirusiniy
savybiy skirtingos H. italicum farmacinés formos placiai naudojamas tradicinéje medicinoje [45],
[46]. 1§ italinio §lamucio zaliavos (dazniausia ziedy) ruoSiami uzpilai, kurie naudojami danty
skausmui malSinti ir kaip burnos antiseptikas, kepeny, tulzies, vir§kinimo sutrikimams gydyti, odos

uzdegimui malSinti, uzpilas ir garai naudojami kosuliui, perSalimui malSinti. Kita ruoSiama vaistiné
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forma yra nuoviras, kuris naudojamas zidininiam nuplikimui, astmai gydyti, kosuliui ir skrandzio
skausmams malSinti, helmintinei infekcijai gydyti. IS antZeminés augalo dalies ruoSiami milteliai
naudojami zaizdy gydymui. EA pasizymi antimikrobinémis ir insekticidinémis savybémis. Eterinis
alicjus gaminamas i§ antzeminés augalo dalies naudojamas grybelinéms odos ligoms gydyti. Be
tradicinés medicinos, augalas naudojamas farmacijos srityje, H. italicum L. EA plac¢iai naudojami
kosmetikos, kvepaly gamyboje [46].

1.8.1 Helichrysum italicum gydomosios savybés ir bidingos Vveikliosios medZziagos

Charakteringi Helichrysum italicum junginiai yra $ie: flavonoidai (apigeninas, luteolinas,
pinocembrinas), terpenai, kumarinai, steroidai, vaskai, tac¢iau didziausig susidoméjimg turi EA.
Vieni i§ pagrindiniy EA junginiy: a-pinenas, nerilo acetatas, nerilo propanoatas, geraniolis,
geraniolio acetatas, linalolis, limonenas, y-kurkumenas, propiono riigstis, 2-metilpropiono riigstis,
dodekano rugstis, dekano raigstis [46].

Antimikrobinis aktyvumas priklauso nuo EA cheminés sudéties. Yra manoma, kad deguonies
atomus turintys junginiai, tokie kaip nerilo acetatas, geraniol acetatas, geraniolis, nerolis yra
atsakingi uz antimikrobinj aktyvumg [47]. Tyrimai su paprastojo kadagio (J. communis) EA
turinciais dideliais a-pineno ir sabineno bei dideliais a-pineno kiekiais slopina bakterijy, gryby ir
mieliy augima [48]. VidurZemio juros regione, Badzajos mieste, surinkta H. italicum zaliava ir
gautas EA turintis a-kedreno (13.61%), a-kurkumeno (11.41%), geraniolio acetato (10.05%),
limoneno (6.07%), nerolio (5.04%), nerilo acetato (4.91%) ir a-pineno (3.78%). Su Siuo EA buvo
atlikti antibakteriniai tyrimai naudojant skirtingas bakterijy rtsis, kurie patvirtino, kad EA turi
antibakteriniy savybiy. Apskai¢iuotos minimalios inhibitorinés koncentracijos H. italicum EA,
maziausios vertés gautos bakterijoms Enterococcus cereus ATCC 2035 MIK-0.79ug/ml, didziausia
verté gauta Staphylococcus aureus ATCC 6538 MIK-50.6 pg/ml. Toks antibakterinis aktyvumas
sicjamas su EA esanciais nemazais nerolio, nerilo acetato ir a-pineno kiekiais [49].

H. italicum EA pasizymi toksinémis savybémis. Tyrimui atlikti Zaliava buvo surinkta Italijai
priklausancioje Elbos saloje. EA gautas hidrodistiliacijos budu, kurio pagrindiniai komponentai
nerilo acetatas (25,3%), a-pinenas (14,5%), limonenas (12,3%), y-kurkumenas (8,7%), nerilo
propionatas (6,4%), nerolis (5,2%). Tyrimy metu nustatytas zymus H. italicum EA toksinis poveikis
A. albopictus lervoms. Esant 300 ppm EA koncentracijai nustatytas 100% mirtingumas,
apskaiciuotas LCso= 78.1ppm, LCgo= 288.6 ppm. Maziausias mirtingumas 5% nustatytas esant 50
ppm aliejaus koncentracijai. Pagal gautus ir straipsnyje apraSytus rezultatus teigiama, kad a-pinenas
turi toksiskuma nulemianciy savybiy [50].

Italinis Slamutis vis dazniau naudojamas kosmetikoje dél oda regeneruojanciy savybiy. Yra
teigiama, kad aliejus skatina lgsteliy atsikiirimg, ramina jautrig ar pazeista odg, mazina tinimus,

strijas, padeda esant iSsiplétusioms venoms, grazina lgsteléms ir audiniams elastinguma [51],[52].
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Teigiamas poveikis odai yra aiSkinamas fermenty aktyvumu. Vieni i jy yra kolagenazé atsakinga
uz kolageno skaidymg ir elastazé, kuri skaido jungiamojo audinio baltymg elasting. Straipsnio
autoriai atliko tyrimus su H. talicum EA, kurie buvo iSgauti hidrodistiliacijos biidu, naudojant
7aliavg surinktag Markés regione, Italijoje. EA pagrindiniai komponentai o-pinenas (8.21%);
italidionas | (7.34%); B-selinenas (5.37%); y-kurkumenas (4.83%); nerolis (4.75%); a-selinenas
(4.68%); limonenas (4.55%); linalolis (4.42%). Tyrimo metu buvo vertinama, kokig jtakg fermenty
aktyvumui turés EA ir atskiri komponentai, paruosti atitinkamai tokiais pat kiekiais, kurie buvo
nustatyti iSgautam EA naudojant jsigytus standartus. Nerilo acetatas, nerolis ir linalolis jokios jtakos
fermenty veikimui neturéjo. Tiek a-pinenas, tiek limonenas fermentus veiké slopinamai, Siek tiek
veiksmingesnis buvo a-pineno ir limoneno misinys, gautos ICsp vertés kolagenazei 50.11 pg/mL,
elastazei 153.91 pug/mL. Nustatyta H. italicum EA 1Cso kolagenazei 36,99 pg/mL, elastazei 135,43
ug/mL, lygiagreciai buvo lyginta su oleolio rtigsties ICso vertémis 23.61 pg/mL ir 52.62 pg/mL.
Oleonolio riigstis yra natiiralus odg saugantis triterpenas, naudojamas kaip standartinis kolagenazés
ir elastano inhibitorius. Palyginus reikSmes buvo nustatyta, kad EA is tiesy slopina fermenty veikla
ir gali daryti teigiama poveikj odai. Taciau visas EA veiké stipriau slopinamai nei atskiri

komponentai, toks poveikis aiskinamas galimu sinergijos efektu [53].
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2. TYRIMO METODIKA
2.1 Naudojama jranga

1. Klevendzerio tipo aparatas

2. Analizinés svarstyklés GR -200 — EC A&D instruments LTD (Japonija);

3. Ultragarsiné vonel¢ BANDELIN electronic Sonorex RK 100 H (Vokietija);

4. Mechanin¢ kintamo tirio pipeté 10 — 100 uL Eppendorf Research (Vokietija);

5. Mechaniné kintamo tiirio pipeté¢ 50 — 200 uL Biohit (Vokietija);

6. Mechanin¢ kintamo tiirio pipet¢ 100 — 1000 pL Eppendorf Reasearch PLUS
(Vokietija);

7. pH-metras Orion 3 Star, pH Benchtop Thermo Electron Corporation (JAV);

8. Perkin Elmer UV/VIS spektrofotometras Lambda 25 (JAV);

9. Dujy chromatografas GC-2010Plus/GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Japonija).
Detektorius masiy spektrometrinis. Chromatografiné koloné¢lé Rxi-5MS, ilgis 33m,
vidinis skersmuo (Restek, JAV). Nejudri fazé — metilpolisiloksanas, turintis 5 % fenilo
grupiy, nejudrios fazés sluoksnio storis — 0,25 um. Nesancios dujos helis.

10. Potenciostatas-galvanostatas PGSTAT 30 su kompiuterine programa GPES 4.9

2.2 Medziagos ir reagentai

1.

&

© © N o o

Dejonizuotas vanduo gautas Direct — Q 3UV Water purification system (Type 1)
aparatu;

n — Heksanas (>99,9%, Penta Chemicals, Cekija);

Dietilo eteris (>99,7%, Penta Chemicals, Cekija);
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchromano-2-karboksiliné riigstis (Trolox) (97%, Sigma —
Aldrich)

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazilas, radikalas (DPPH) (>90%, Sigma—Aldrich)
Metanolis (>99,8%, Sigma—Aldrich);

Grafitas (Sigma—Aldrich)

Parafino aliejus (>99,9%, Sigma—Aldrich)

Kalio chloridas (Sigma—Aldrich)

10. Kreveciy (Artemia sera) lervy kiausinéliai (Ocean Nutrition, Tailandas)

2.3 Eteriniy aliejy analizé

2.3.1 Zaliavos dziovinimas

Zaliava buvo renkama j paprasta, be poligrafiniy dazy popierine dézute, o ne j plastiking

pakuotg (tai svarbu, nes augalai yra linke kaupti ftalatus i§ plastiky). Surinkta Zaliava buvo atvezta |

laboratorija, paskleista plonu sluoksniu pavésyje, kur néra tiesioginiy saulés spinduliy, dziovinama
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laboratorijos patalpoje, kurioje 20-25 °C. Dziovinimo etapas yra svarbus, nes jo metu i$ zaliavos yra
pasalinamas vanduo, tod¢l prailgéja Zaliavos galiojimo laikas, taip pat fermentai nebegali suskaidyti
augalo audiniuose esanciy fenoliy.
2.3.2 Zaliavos paruoimas hidrodistiliacijai

Planuojamos analizuoti Zaliavos dalys (ziedai, stiebai, lapeliai, luobelés) atskiriamos. Tuomet
zaliava yra susmulkinama, lapeliai ar ziedai smulkinami sutrinant rankomis, kietesné zaliava, tokia
kaip stiebai yra smulkinami naudojant elektrinj smulkintuvg. Susmulkinta Zaliava sveriama
elektroninémis svarstyklémis, gauti parodymai uzsiraSomi.
2.3.3 Hidrodistiliacija

Hidrodistiliacija yra tradicinis metodas naudojamas eteriniy aliejy ekstrakcijai. Galimi trys
hidrodistiliacijos biidai: vandens distiliacija, vandens ir gary distiliacija ir tiesioginé gary
distiliacija. Vykdant hidrodistiliacijg vyksta fizikocheminiai procesai tokie kaip hidro-difuzija,
hidroliz¢, termolizé¢. EA iSskyrimui buvo pasirinktas ir vykdomas vandens ir gary distiliacijos
metodas, proceso metu karStas vanduo ir garai veikia kaip pagrindiné terpé i$ augalo iSlaisvinanti
biologiskai aktyvius junginius ir neSanti juos kartu. Netiesioginis Saldymas kondensuoja vandens
garus neSancius EA su biologiskai aktyviais junginiais ir atskiria juos nuo vandens. Hidrodistiliacija
yra vykdoma vandens virimo temperatiiroje t.y. nestipriai verdant vandens ir Zaliavos miSiniui.

Hidrodistiliacija vykdoma remiantis Europos Farmakopéjos rekomendacijomis. Atsverta
zaliava suberiama j 2000 mL apvaliadugng kolbg ir ant jos uzpilama 10 karty didesnis kiekis
distiliuoto vandens nei Zaliavos Kiekis. Taip paruosta kolba tvirtinama ant elektrinés plytelés ir
sujungiama su sistema t.y. su Klevendzerio tipo aparatu, jjungiama elektriné plytelé (7pav).
Fiksuojamas distiliacijos pradzios laikas, kuomet pra¢jes kondensatoriy nukrenta pirmas EA laSelis.
Prasidéjus distiliacijai nedelsiant jpilama heksano ir dietilo eterio (1:1), kurie naudojami BAJ
surinkti. Hidrodistiliacija vykdoma 2 valandas. Gautas EA po to surenkamas j chromatografinés
analizés buteliuka. Buteliukai sandariai uzsukami, papildomai apvyniojami ,,Parafilm” sandarinimo

plévele ir laikomi saldiklyje, iki -18 °C temperatiroje.

Vaistinis augalas Augalo dalis naudota kaip zaliava hidrodistiliacijai

Kieciai: kartusis, paprastasis ir dirvoninis | Hidrodistiliacija kartu: ziedai ir lapeliai

Paprastasis kaStonas Ziedai
Smiltyninis §lamutis Atskira hidrodistiliacija: ziedai; atskirai: stiebai
Italinis Slamutis Ziedai

1 lentelé. Augalo dalys naudojamos EA iSgauti
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7 pav. Nuosekliai sujungta sistema, vykdoma Karciojo kiec¢io (Artemisia

hidrodistiliacija.

2.3.4 GC-MS analizés salygos

Nesancios dujos

Helis

Dujy srauto greitis

Iml/min

Temperatiirinis rézimas 50° CL"”";:LGOQ CM;%O °C
Imin 2min 4min

Injekcijos turis 2uL

Garintuvo temperatiira 250°C

Analizés trukmé 38min

Jony Saltinio temperatiira 220°C

Jonizacijos jéga 70eV

Skanuojama diapazone

33-400mz, kas 0,2 sek 2000 greic¢iu

absinthium)
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2.3.5 Kokybinis eterinio aliejaus junginiy nustatymas

Kokybiné eterinio aliejaus analizé atliekama analizuojant MS spektrus. Remiamasi

kompiuterine programa, kuri pagal esan¢ig masiy spektry bibliotekas (,,Willey”; ,,Flavour and

fragrance natural and synthetic compounds” bei ,,National institute of standards and technology”

(NIST)) pateikia geriausig junginio atitikmenj, kartu remiamasi zinyne [54] pateikta informacija:

biuidingais spektrais bei anali¢iy sulaikymo indeksais. Identifikuoti junginiams dar yra atsizvelgiama

1 jy sulaikymo trukmg ir j literatGriniuose Saltiniuose pateiktus duomenis. Perzvelgus ir jvertinus $ig

visg informacijg yra nusprendziama koks junginys yra gautas kiekviename masiy spektre.

2.4 ToksiSkumo testas

1.

Paruosiamas juros vanduo 38 g juros druskos istirpinant 1 litre geriamo vandens. |
atskirg indg jdedama kreveciy kiausinéliy (Artemia sp) ir ant jy atsargiai uzpilama
paruosto juros vandens. Kad iSsiristy kreveciy lervos, kiauSinéliai paliekami jiiros
vandenyje 48 valandoms $iltoje patalpoje (apie 25°C).

Pasiruos$iami skirtingos koncentracijos Italinio S§lamucio EA tirpalai naudojant
dimetilsulfoksido (DMSO) tirpala. Skiedimo biudu pagaminami 5pg/ml, 10pg/ml,
15ug/ml, 30ug/ml, 40pug/ml koncentracijos EA tirpalai.

Po dviejy dieny, iSsiritus kreveciy lervoms, ruoSiami atskiri bandiniai analizei. Bandymo
serijai (vienam EA koncentracijos tyrimui) yra paruosiamos keturios atskiros stiklinélés.
Jos yra uzpildomos 4 ml jiiros vandens, i ji naudojant pipete suleidziamas tikslus kiekis
kreveciy lervy (10-13 vienety) ir i§ karto po to stiklin¢lé pripildoma jiiros vandeniu iki
5ml. Atitinkamai j kiekvieng paruosta bandinio serija suleidziami Spg/ml, 10pg/ml,
15pg/ml, 30ug/ml, 40pg/ml koncentracijos Italinio §lamucio EA tirpalai.

Kartu su EA bandymy serijomis, lygiagreciai paruoSiamos dvi kontrolinés bandiniy
serijos, uzpildant po tris stiklin¢les po 5ml juros vandeniu ir dimetilsulfoksido (DMSO)
tirpalu ir i juos pipete ileidziant tiksly kiekj kreveciy lervy. Viso tyrimo metu atidziai
priziirimas juros vandens lygis stiklin¢lése, siekiant iSvengti jiros vandens
koncentracijos svyravimy, kurie galéty turéti jtakos kreveciy augimui.

Kreveciy lervos su skirtingomis EA koncentracijomis bei kontrolinés bandinio serijos
palickamos 24 valandoms, po kuriy skai¢iuojama, kiek liko gyvy kreveciy lervy
kiekvienoje stiklinéléje. Pagal gautus rezultatus atliekami skai¢iavimai ir sudaroma

kalibraciné kreivé.
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8pav. Kreveciy lervy mirtingumo priklausomybé nuo logaritminés Italinio Slamuc¢io EA

koncentracijos

2.5 Antioksidacinio aktyvumo tyrimas DPPH"* metodu

Antioksidacinio aktyvumo tyrimas buvo atliktas Helichrysum italicum ir Artemisia
absinthium EA spektrofotometriniu biidu. Tyrimas pagrjstas reakcija, kuri pavaizduota 9 paveiksle.
Reakcijos metu violetinés spalvos 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH*) radikalas yra suriSamas:
antioksidantas (AH) perduoda vandenilio atomg nesuporuotam azoto atomui ir stebimas tirpalo

spalvos pasikeitimas i§ violetinés j Svelniai gelsva spalva.

A0, , QO
@éﬁj

9 pav. Supaprastintas DPPH" radikalo suri§imo principas

Ruosimas 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH): j tamsaus stiklo 100ml kolbg dedama 0,0236
g DPPH- ir skiedziama iki 100ml grynu metanoliu (MeOH). Kolba statoma j ultragarsing vonele ir
joje laikoma 30 minuéiy. Tirpalas iSlieka nepakites vieng dieng. Trolokso 97% tirpalas ruoSimas: j

100 ml kolbute dedama 0,005 g Trolox ir skiedziama iki 100ml MeOH ir distiliuotu H2O miSiniu
(70/30).
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Kalibraciné kreivé sudaroma skiedimo biidu ruoSiant skirtingy koncentracijy trolokso tirpalus
(100; 50; 25; 12,5%). I kiuvete jpilama 0,1mL atitinkamos koncentracijos trolokso ir 3,9mL DPPH
tirpalo. Uzpildzius kiuvetes laukiama 30min ir matuojamas optinis tankis esant A=515nm. Visos

bandymy serijos kartojamos tris kartus.

0.16
y = 0.0006x + 0.0259
0.14 R? = 0.9997

0.12
0.1

0.08

AD

0.06
0.04

0.02

10 35 60 85 110 135 160 185 210
¢, mM/L

10 pav. Trolokso ekvivalento kalibraciné kreivé

Antioksidacinio aktyvumo tyrimas buvo atliktas Helichrysum italicum ir Artemisia
absinthium EA. Tyrimui tirpalai buvo ruos$iami: 50pL H. italicum EA istirpinama 10mL MeOH ir
100 pL A. absinthium EA istirpinta 10mL MeOH.

2.6 Antioksidaciniy savybiy nustatymas elektrocheminiu metodu

Elektrocheminis tyrimas atliekamas naudojant diferencing impulsing voltamperometrijg.
Analizés metu registruojamas srovés stiprio padidéjimas, jei tiriamajame tirpale/ekstrakte yra
elektrochemiskai besioksiduojan¢iy medziagy.

Antioksidacinio aktyvumo tyrimas atliekamas celéje naudojant 3 elektrody sistema:

1. Didelio pavirsiaus nesipoliarizuojanc¢io pagalbinio elektrodo. Naudotas Pt elektrodas.

2. Didelio pavirSiaus nesipoliarizuojancio lyginamojo elektrodo. Naudotas sidabro-sidabro
chlorido elektrodas panardintas j 3 mol/l NaCl (Ag/AgCIl/NaCls moin)

3. Indikatorinio elektrodo. Naudotas anglies pastos elektrodas
suteikiamas potencialy intervalas nuo -250mV iki 250mV,

Analizei atlikti turi biiti pasiruoSiama:

— Augaly ekstraktai: atsisveriama S5g zaliavos, ant jos uzpilama 50mL KCI1 (0,1M)
tirpalo ir miSinys dedamas ] ultagarsine vonele 30minuciy. IS viso buvo paruosta 10

ekstrakty. Kie¢iy- kar¢iojo, dirvonio ir paprastojo ekstraktai (Pasvalio ir RokiSkio
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raj.), paprastojo kaStono ziedy ekstraktai (Vilniaus ir Pasvalio raj.), smiltyninio
Slamucio ziedy ir stieby ekstraktai.

- Grafito pasta: 200mg grafito milteliy grustuvéléje iStrinama su 100pL parafininés
alyvos.

— Darbinis elektrodas: kaip pagrindas naudojama variné viela jvilta | plastmasinj
apvalkala. Konstruojant elektroda plastmasinis apvalkalas yra pastumiamas aukstyn,
tokiu budu gaunama tuscia ertmé-Sulinélis, kurio gylis apie 3-4mm. Stengiantis
iSlaikyti kiek jmanoma panasSesnj pavirSiaus plotg, Sulinélio gylis sumazinamas
(nupjaunant dalj; plastmasinio apvalkalo) iki 2mm. | Sig ertm¢ rankiniu biidu
prikemSama grafito pastos, gautas pavirSius islyginamas S$velniai nuslifuojant
pavirsiy.

Matavimui atlikti j elektrochemine¢ cele supilamas paruostas ekstraktas, jstatoma elektrody
sistema, suteikiamas potencialy intervalas nuo -200mV iki 1000mV, skleidimo daznis 25Hz,
zingsnis 4mV, amplitudé 50mV, paleidziamas matavimas ir kompiuterio programoje braizoma

voltamperograma.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Zaliavos surinkimas

Vaistiniy augaly zaliava buvo surinkta skirtinguose rajonuose iSsidésCiusiuose rytinéje
Lietuvos dalyje. Vietovés nurodytos zemiau pateiktame Zemélapyje (1lpav) taip pat toliau

pateikiama lentelé (nr.2) , su informacija, kokia konkreciai zaliava buvo surinkta atitinkamoje

vietoje.
, v ~_-:JAlekny kaimas
-’ (Kastony gatve lAA 4
, Telsiai Siauliai Kalno kaimas
o oDaugavpils
A Klaipeda Q Fangers v
Sudeikiai
Utena
o
LITHUANIA
OTaurage
) : oKaunas Q
R P lAyjzieniy mokykla
‘ O
oMarijampole
Alytus
o]
OMala

11 pav. Vietovés Lietuvos teritorijoje, kuriose buvo renkami vaistiniai augalai

Vietovés pavadinimas

Vaistinio augalo pavadinimas

Kastony g., Pasvalio r.

Paprastasis kaStonas

Avizieniy mokyklos teritorija, Vilniaus r,

Paprastasis kaStonas

Alekny k., Rokiskio r.

Kieciai: kartusis, paprastasis ir dirvoninis

Kalno k., Pasvalio r.

Kieciai: kartusis, paprastasis ir dirvoninis

Sudeikiai, Utenos r.

Smiltyninis Slamutis

2 lentelé. Vietoviy pavadinimai, kuriose buvo renkami vaistiniai augalai
Pastaba: italinio Slamucio Zzaliava (ziedai) buvo jsigyta ltalijoje, vaistinéje. Gamintojas:
,,Farmalabor, farmacisti associati, elicriso fiori t.t.“ pavadinimas: ,,Helichrysum italicum flowers

cut“.
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3.2 Artemisia genties augaly A. absinthium, A. vulgaris, A. campestris eteriniy aliejy sudéties

nustatymas

Analizuojant vaistiniy augaly EA moksling literatiirag galima nesunkiai pastebéti, kad EA
sudétis priklauso ne tik nuo augalo genties ar riiSies, taCiau ir nuo augavietés, kurioje surinkta
zaliava buvo naudota EA iSgauti. Norint jzvelgti ir palyginti EA sudéties skirtumus, Zzaliava buvo
renkama zydéjimo periodu skirtingose augavietése. Kokybiné ir kiekybiné aliejy analizé atlikta
naudojant GC-MS metoda, tyrimo metu identifikuoti kiekvieno augalo aliejui biidingi junginiai.
Zemiau pateikiama kar¢iojo kie¢io (Rokigkio raj.) EA chromatograma su struktiirinémis formulémis

junginiy, kuriy procentiné dalis buvo didziausia.

Intensyvumas

105,286,875 ..
; y S 16.03
100000000~ trans-sabinolis trans-Sabinilo acetatas

90000000+ (<

80000000~ o
p-Linalolis \
70000000~ o ) N

60000000 ™

500000004 Sabinenas \/

400000004 )
3/ 11.34 12,53
30000004 v
3 7.75

20000000+ 31,57

10000000—5 20.08 21,75
o

5.0 10.0 20.0 30.0 38.0
Trukmé, min

12 pav. Karciojo kiecio (Rokiskio raj.) eterinio aliejaus chromatograma

Identifikuoti biidingi junginiai, kuriy procentiné dalis daugiau nei 0,50%, pateikti 3 lenteléje,
kartu pateikiama junginio sulaikymo trukmé (tr), Kovaco sulaikymo indeksai (SI). Taip pat 1 priede
pateikiama pilna lentelé su visais identifiktuotais junginiais, ju procentinémis dalimis, Sl, tr.
Zemiau pateiktoje lenteléje aliejai, iSgauti i§ tam tikros Zaliavos atitinkamai pazyméti: Artemisia
absinthium: AAr (Rokiskio raj.), AAp (Pasvalio raj.); Artemisia vulgaris: AVr (Rokiskio raj.), AVp
(Pasvalio raj.); Artemisia campestris: ACr (Rokiskio raj.), ACp (Pasvalio raj.).

Junginys Sl AAr AAp AVr AVp ACr ACp tr
a-Tujenas 931 — - 2,57 — — — 6,55
a-Pinenas 939 0,42 0,37 2,54 0,15 3,83 182 |6,7-71
Kamfenas 953 0,01 — 151 - - 0,03 7,11
Sabinenas 976 2,44 1,15 7,45 0,34 0,36 0,21 7,75
B-Pinenas 980 0,16 0,14 0,65 - 2,31 6,74 7,85
B-Mircenas 991 0,50 0,52 - - 0,94 0,53 8,2
Yomaogi alkoholis 098 — - - 5,86 - - 8,47
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Junginys Sl AAr AAp AVr AVp ACr ACp tr
Dekanas 999 - - - 0,80 - 8,49
a-Terpinenas 1018 — — 2,82 — — — 8,92
0-Cimenas 1022 0,05 0,54 - - 3,41 2,19 9,15
p-Cimenas 1026 — - 2,11 - — — 9,18
Limonenas 1031 - — - - 1,88 1,51 9,28
1,8-Cineolis 1033 0,31 0,66 19,01 9,25 0,74 - 9,3-9,4
cis-B-Ocimenas 1040 — — 0,06 — 0,66 — 9,79
Artemizija ketonas 1062 — — — 7,04 — - 10,08
y-Terpinenas 1062 0,05 0,07 4,41 1,07 — 10,10
Cis-Sabineno hidratas 1068 0,47 0,01 1,67 0,75 - — 10,39
Artemizija alkoholis 1083 — — — 1,69 — — 10,75
Terpinolenas 1088 | 0,02 0,05 1,03 — — — 10,95
trans-Sabineno hidratas 1097 - - 1,46 1,47 - — 11,28
B-Linalolis 1098 5,12 1,17 — — 0,33 0,28 11,34
Undekanas 1099 - — - - 0,61 — 11,42
cis-Tujonas 1102 0,01 1,21 — 1,76 0,72 — 11,47
Izoforonas 1118 — — — 1,52 — — 11,82
Chrizantenonas 1123 — — — 9,63 — — 11,92
trans-Pinocarveolis 1139 - - - - 0,53 0,33 12,49
Kamparas 1143 — — 6,25 17,73 — — 12,49
trans-Sabinolis 1140 5,25 5,89 — — - — 12,53
trans-Verbenolis 1144 — — — — 0,59 0,04 12,67
Sabina ketonas 1156 - - 0,63 1,36 - — 12,95
cis-Chrisantenolis 1162 — - 0,15 2,13 - — 13,17
Barneolis 1165 — — 2,89 6,78 - — 13,28
4-Terpinolis 1177 0,13 1,13 8,02 6,40 1,66 0,2 13,5-

13,6
p-Cimen-8-olis 1183 - - 0,12 - 0,56 0,05 13,82
a -Terpineolis 1189 0,16 — 1,19 1,75 0,36 0,14 13.96
Bornilacetatas; 1285 0,03 0,01 0,30 — 1,88 0,21 16.51
trans-Sabinilo acetatas 1291 | 61,56 59,64 - - 0,53 0,37 16,7-

16.93
a-Kopainas 1376 — — — — 0,81 0,07 18,96
B-Burbonenas 1384 — 0,59 — — — 0,21 19,27
B-Elemene 1391 — — 2,65 0,52 0,42 0,73 19,54
a-Gurjunenas 1409 — — 0,70 — — 19,78
trans-Kariofilenas 1419 1,02 0,30 — — 7,43 1,15 20,08
oa-Humulenas 1454 0,15 — — — 1,84 0,62 20,93
trans-B-Farnezenas 1458 — — — — 3,28 0,34 20,90
y-Murolenas 1477 — - 0,71 2,06 0,82 0,88 21,09
Germakrenas D 1480 — - 1,89 — 22,79 — 21,61
o-Kurcumenas 1483 — 1,49 — — — 0,84 21,66
Viridiflorenas 1493 0,87 0,10 2,24 — — 2,45 21,75
a-Selinenas 1494 - — 1,76 — - — 21,96
a-Murolenas 1499 - - - - 0,53 - 22,09
y-Kadinenas 1513 — - 0,23 - 0,44 0,45 22,37
d-Kadinenas 1524 — — 1,38 0,35 1,78 0,33 22,59
trans-Nerolidolis 1564 — 0,12 0,03 — — 1,28 23,58
Ledolis 1565 - - 0,61 - - - 23,75
Spatulenolis 1576 — - 1,75 1,11 2,65 4,40 24,39
Kariofileno oksidas 1581 0,51 0,91 1,44 1,32 2,44 8,86 24,2-

24,4
Salvial-4(14)-en-1-onas ? - - 0,22 — 1,17 2,86 24,41

(Mint ketonas)
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Junginys Sl AAr AAp AVr AVp ACr ACp tr
Guajolis 1595 - - - - - 2,07 24,85
B-Kopaen-4-a-olis 1584 — — 0,71 — — — 24,95
Humuleno epoksidas Il 1606 — — 0,10 0,67 0,16 1,44 25,14
1-epi-Kubenolis 1627 — - 0,60 - - — 25,39
a-Akorenolis 1630 - — - - - 0,61 25,54
epi-a-Kadinolis 1640 — — — — — 5,03 25,44
epi-a-Murololis 1641 — — — — 0,96 1,40 25,86
Selin-11-en-4- o-olis 1652 - 2,89 - - - — 26,38
a-Kadinolis 1653 — — 0,09 — 2,60 3,64 25,77
epi-a-Bisabololis 1683 - 4,04 - - — 26,87
Germakra- 1775 - — - - 5,30 4,18 26,92
4(15),5,10(14)-triene-1-
a-olis (?)

Fitolis ? - - - - 0,59 1,10 29,49
Nuciferolio acetatas ? 1,01 — — — — — 30,97
Heksadekanoiné riigstis ? — — — — 4,20 2,96 31,39
cis-Nuciferolis 1758 3,49 1,33 - - - — 31,57
n-Nonadekanas 1900 1,61 0,05 0,02 - - 0,31 32,53
n-Eikosanas 2000 1,38 0,10 0,22 - - — 33,49

Bendras kiekis: 88,12% | 86,69% | 87.15% | 83,19% | 84,99% | 65,20%
*Identifikuoti junginiai, kuriy procentiné dalis maZesné nei 0,50% (pateikiami SI didéjimo
tvarka): Santolina trienas, Triciklenas, Tuja-2,4(10)-dienas, 1-Okten-3-olis, 3-Oktanolis, a-
felandrenas, Silvestrenas, trans-Linalolio oksidas, 2-Nonanolis, a-Thujonas, 1-Okten-3-acetatas, trans-
Tujonas, 1zo-3-Tujanolis, Nopinonas, cis-Verbenolis, Kamparas, Umbelulonas, Tuj-3-en-10-alis, Cis-
piperitolis, Mirtenalis, Mirtenolis, Verbenonas, Trans-Piperitolis , trans-Karveolis, 1zobornilo formatas,
y-lzogeraniolis, Heksil 2-metilbutiratas, p-Kumino aldehidas, Karvonas, Geraniolis, Timolis, Trans-
Pinokarvilo acetatas, 6-Elemenas, o -Terpinilo acetatas, a -Cubebenas, Nerilo acetatas, o -Ilangenas,
Isoledenas, cis-Jazmonas, -Kubebenas, a-Akoradienas, 3-Chamigrenas, Dehidro-Seskvicineolis, o.-
Kuprenenas, trans-a-Farnesenas, Geranilo butiratas, a-Kadinenas, a-Kalakorenas, f-Kalakorenas,
Geranilo izovaleratas, Epiglobulolis, Heksahidrofarnesilo acetonas, n-Heptadekanas , a-trans-
Bergamotolis, n-Heneikosanas, n-Dokosanas

3 lenteleé. Identifikuoti Artemisia genties augaly EA junginiai

Atlikus EA analiz¢ buvo identifikuoti kar¢iojo kiecio junginiai, kuriy bendras kiekis Rokiskio
rajone—88,1% ir Pasvalio rajone— 86,7%. A. absinthium aliejuose vyraujantys junginiai yra trans-
sabinilo acetatas ir trans-sabinolis, jy kiekiai abiejose augavietése gana artimai sutampa, Rokiskio ir
Pasvalio rajonuose atitinkamai 61,64% ir 59,64% trans-sabinilo acetato, 5,25% ir 5,89% trans-
sabinolio. Karciojo kiecio eteriniai aliejai pagal pirma vyraujantj komponentg gali buti priskirti
trans-sabinilo acetato chemotipui. Kar¢iojo kiecio aliejams taip pat identifikuoti junginiai, kurie
Rokiskio rajone vyrauja didesne procentine dalimi, buvo nustatyta 5,12% p-linalolio, 3,49% cis-
nuciferolio, 2,44% sabineno. Pasvalio rajono zaliavoje atitinkamai rasta 1,17% B-linalolio, 1,33%
cis-nuciferolio, 1,15% sabineno. Taciau yra matomi ne tik kiekybiniai, bet ir kokybiniai skirtumai,
kadangi AAp aliejus savo sudétyje turi oksiduoty seskviterpeny selin-11-en-4-a-olio, epi-o-
bisabololio bei junginio a-kurkumeno, kurie AAr nebuvo nustatyti net ir mazais kiekiais.

Mokslinéje publikacijoje isleistoje Records of Natural Products Zurnale, pateikiamas

Lietuvos miestuose— Klaipédoje ir Druskininkuose surinkty EA tyrimas, didZiausig aliejaus
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procentine dalj taip pat sudaré trans-sabinilo acetatas 33,0-45,2%, o trans-sabinolio rasta 0,4-1,5%,
sabineno 1,6-6,5%, linalolio 1,6-2,2% [14]. Svarbu pastebéti, kad $is junginys taip pat vyrauja
Estijos ir Latvijos teritorijoje iStirtuose A. absinthium aliejuose. IS Estijos teritorijoje surinktos
Zaliavos i§gauto EA vyraujancio sabinilo acetato procentiné dalis 70,5%, o Latvijoje 23,6% [10].

A. vulgaris aliejai tarpusavyje skiriasi labiau nei A. absinthium, kadangi A. vulgaris EA neturi
budingo bendro junginio abiems aliejams, kurio procentiné dalis buty zymiai didesné lyginant su
kitais junginiais. Rokiskio rajone surinktos zaliavos aliejui budingi junginiai: 1,8-cineolis (19,01%),
4-terpinolis (8,02%), sabinenas (7,45%), kamparas (6,25%), vy-terpinenas (4,41%), barneolis
(2,89%), o-terpinenas (2,82%), pB-elemenas (2,65%), o-tujenas (2,57%), a-pinenas(2,54%).
Pagrindiniai A.vulgaris budingi junginiai Pasvalio rajone: kamparas (17,73%), chrizantenonas
(9,63%), 1,8-cineolis (9,25%), artemizija ketonas (7,04%), barneolis (6,78%), 4-terpinolis (6,40%),
yomogi alkoholis (5,86%), cis-chrizantenolis (2,13%), y-murolenas (2,03%).

Atlikti moksliniai tyrimai taip pat patvirtina paprastojo kie¢io vyraujanéiy junginiy jvairove.
Publikacijoje pateikiama, kad Lietuvoje didziausig procenting dalj dazniausia sudaro sabinenas, 1,8-
cineolis, trans-tujonas, artemizija ketonas, cis-chrizantenilio acetatas. Pranciizijoje vyraujantys
junginiai yra barneolis ir a-tujonas, ltalijoje, Sirijoje ir Indijoje - kamparas, Kroatijoje - cis-
chrizantenilio acetatas, Kinijoje, Viethame, Serbijoje - 1,8-cineolis [55].

Analizuojant A. campestris aliejus, labiausia i$siskyré Rokiskio rajono zaliava, kuriai
nustatyta 22,79% germakreno D ir 7,43% trans- kariofileno. Tuo tarpu kitame aliejuje vyraujantis
junginys yra kariofileno oksidas 8,86% ir epi-a-kadinolis 5,03%. Zvelgiant j kitus aliejy junginius
matoma, kad dauguma junginiy sutampa, labiau varijuoja procentiné jy sudétis. Dirvoninio kiecio
alicjams budingi B-pineno (2,31-6,74%), spatulenolio (2,65-4,40%), heksadekanoinés rigsties
(2,96-4,20%), a-kadinolio (2,6-3,64%), a-pineno (1,82-3,83%), o-cimeno (2,19-3,41%) junginiai.
ISleistoje publikacijoje, kur Zaliava buvo renkama kitose Lietuvos vietovése (Vilnius, Trakai,
Klaipéda, Palanga, Siluté) EA vyraujantis junginys buvo kariofileno oksidas (8,5-38,8%), ta¢iau
visuose aliejuose buvo aptinkamas ir germakrenas D (3,5-15,0%). Kitose Salyse, tokiose kaip Italija,
Portugalija, Tunisas, Iranas i§gautuose kie¢io EA vyraujantys junginiai yra a-; - pinenai [25].

Bendrai zvelgiant j Artemisia genties augaly eterinius aliejus, kuriems i$gauti zaliava buvo
renkama Lietuvos teritorijoje, matoma, kad visiems aliejams budingi $ie junginiai: a-pinenas,
sabinenas, 4-terpinolis, kariofileno oksidas. Gauti duomenys jrodo, kad EA budingy junginiy

kompozicija priklauso nuo augalo genties, riiSies taip pat ir nuo pasirinktos augavietés.

3.3 Paprastojo kastono (Aesculus hippocastanum L.) Ziedy eteriniy aliejy komponenty

nustatymas
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Sio darbo literatiirinéje dalyje (1.6 skyriuje) placiai aprasytas paprastojo kastono ekstrakty

gydomasis poveikis. Kartu buvo pastebéta, kad priesingai nei apie A. hippocastanum ekstraktus,

publikacijy apie Sio augalo Ziedy EA chemotipus, budingus junginius, yra vos keletas, ir jos

iSleistos labai seniai, t.y. 1994 m. Todél buvo nuspresta padaryti Siy EA analize, o gauti rezultatai

galéty pasitarnauti ateityje raSant moksling publikacijg. Kokybinés ir kiekybinés sudéties tyrimas

atliktas naudojant GC-MS metods. Zemiau pateikiama paprastojo kastono (Vilniaus raj.) EA

chromatograma su struktiirinémis formulémis junginiy, kuriy procentiné dalis buvo didziausia.

Intensyvumas
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13pav. Paprastojo kastono (Vilniaus raj.) eterinio aliejaus chromatograma

38.0

Trukmé, min

EA iSgauti i A.hippocastanum Zzaliavos surinktos Pasvalio rajone- AH1; Vilniaus rajone-

AH2. Zemiau pateikta 4 lentelé su visais identifikuotais A.hippocastanum EA junginiais.

Pavadinimas Sl AH1, % AH2, % tr
p-Ksilenas ? 0,55 1,35 5,22
n-Nonanas 899 0,19 — 5,83
n-Heptanalis 899 0,28 — 5,88
I1zo-Citronelenas 921 0,02 — 6,58
2,6-Dimetilo oktanas ? 0,02 — 6,65
Triciklenas 926 0,02 — 6,69
3-Metilo heptan-4-onas 929 0,18 — 7,14
4-Methylnonane ? 0,05 - 7,36
3-Oktanonas 986 0,12 — 7,98
2-Pentilo furanas ? 0,61 — 8,17
n-Dekanas 999 0,13 0,29 8,37
n-Oktanalis 1001 0,03 — 8,50
0-Cimenas 1022 0,01 — 9,10
Limonenas 1031 0,05 — 9,21
1,8-Cineolis 1033 0,01 — 9,28
Benzaldehidas 1043 0,36 — 9,66
y-Terpinenas 1062 0,01 - 10,06
cis-Linalolio oksidas 1074 0,07 — 10,47
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Pavadinimas Sl AH1, % AH2, % tr
Trans-linalolio oksidas 1088 0,06 - 10,91
n-Undekanas 1099 0,04 0,19 11,18
Nonanalis 1098 6,01 5,13 11,37
2-Furano acetaldehidas ? 0,06 - 12,45
Borneolis 1165 0,06 - 13,20
Umbelulonas 1171 - 1,22 13,36
Terpin-4-olis 1177 0,01 - 13,51
a-Terpineolis 1189 0,42 0,39 13,90
n-Dodekanas 1199 0,26 0,18 14,02
N-Dekanalis 1204 0,13 - 14,22
Geraniolis 1255 0,07 - 15,64
1H-Indolas 1288 0,23 - 16,87
Metilo tranilatas 1337 0,20 - 18,04
Eugenolis 1356 0,22 - 18,43
B-Damaskenonas 1359 0,15 — 19,07
n-Tetradekanas 1399 0,08 0,16 19,37
n-Dodekanalis 1407 0,12 - 19,64
2-butil-1-Oktanolis ? 0,13 — 20,77
n-Pentadekanas 1500 5,70 5,03 20,93
o-trans-Farnesenas 1508 0,24 0,43 22,10
Butilintas hidroksitoluenas 1512 0,52 2,06 22,27
a-Tujaplikinolis 1538 0,24 — 22.59
n-Tetradecanalis 1611 0,11 — 24,71
Benzofenonas 1628 0,06 — 25,34
a-Kedr-8(15)-en-9-ol 1644 0,11 — 25,63
Trans-metil-dihidrojazmonatas 1680 0,10 — 25,95
2-Heksildekanolis ? 0,26 — 26,35
Heksil-Salicilatas 1675 0,11 — 26,51
n-Heptadekanalis 1700 0,11 — 26,89
cis-Farnesolis; 1713 0,10 — 27,42
trans-2-heksil-Cinamaldehidas 1745 0,07 0,14 27,93
2-Etilheksilo salicilatas ? 0,17 - 28,92
Heksahidrofarnesilo acetonas ? 14,10 14,61 29,45
Heksadekanoiné riigstis ? 16,10 - 31,43
n-Nonadekanas 1900 2,86 2,92 32,53
Fitolis 1944 1,51 0,95 32,72
n-Eikosanas 2000 2,94 0,97 33,55
n-Heneikosanas 2100 20,02 31,62 34,46
n-Dokosanas 2200 2,13 2,20 35,51
Oktadekanalas? ? 0,37 0,24 35,88
2-Metiloktakosanas 2200 1,31 1,44 36,26
n-Trikosanas 2300 7,28 11,91 36,75

Bendras kiekis: 87,54 83,12

4 lentelé. Identifikuoti A.hippocastanum ziedy EA junginiai

Atlikus EA analiz¢ buvo identifikuotas SeSiasdeSimt vienas junginys, kuriy bendras kiekis
Pasvalio rajone—87,5% ir Vilniaus rajone—83,1%. Abiejose augavietése surinkty kastony i§gautuose
EA didziausig procenting dalj sudaro n-heneikosanas: Pasvalio rajone — 20,02%, Vilniaus rajone —
31,62%. Taip pat abiejose augavietése randamas panaSus kiekis heksahidrofarnesilo acetono
14,10% ir 14,61%; nonanalio 6,01% ir 5,13% bei n-pentadekano 5,70% ir 5,03%. EA iSgautas i$
Pasvalio rajone surinktos zaliavos issiskira heksadekanoine riigstimi, kurios buvo rasta 16,10%.

Taip pat abiejose zaliavose buvo rasti zyms kiekiai n-Trikosano: Pasvalio rajone — 7,28%, Vilniaus
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rajone — 11,91%. Svarbu paminéti, kad abicjose Zaliavose artimais kiekiais aptinkami n-
nonadekanas (2,86% ir 2,92%) bei n-dokosanas (2,13% ir 2,20%). 1S gautos sudéties matoma, kad
didziaja dalj sudéties sudaro alifatiniai angliavandeniliai: pentadekanas, nonadekanas, eikosanas,
heneikosanas, dokosanas, trikosanas, taip pat alifatinis aldehidas nonanalis bei alifatiné rugstis
heksadekanoiné ragstis.
3.4 Helichrysum genties augaly H. arenarium ir H. italicum eteriniy aliejy sudéties

nustatymas

Atliktos Lietuvoje augancio smiltyninio Slamucio ir vaistinéje pirkto italinio Slamucio EA
analizés. Tyrimams buvo tikslingai pasirinkta skirtingose regionuose auganti zaliava, kad biity
galima palyginti aliejy kompozicija bei i§gava. Taip pat i§ smiltyninio §lamucio Zaliavos buvo gauti
ziedy ir stieby EA. Ankstesni Sio darbo tyrimai parodé, kad EA sudétis priklauso nuo augalo
genties, rusies, augavietés, kurioje buvo renkama zaliava. Todél planuojant eksperimentus buvo
daroma prielaida, kad skirtingose augalo dalyse turéty kauptis skirtingi biologiskai aktyvus
junginiai ir buvo tikimasi jzvelgti kokybinius ir kiekybinius skirtumus.

Kokybiné ir kiekybiné aliejy analizé atlikta naudojant GC-MS metoda. Zemiau pateikiama H.

arenarium EA chromatograma su kai kuriomis junginiy struktirinémis formulémis.

o-Pinenas
Intensyvumas
60000000 11.40 Heksadekanoiné rigitis
31.39
1.8-cineolis ; \
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6.73 ) n
~o— ) \ \
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28.58 33.09
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5.0 10.0 20.0 30.0 38.0
Trukmé, min

14 pav. Smiltyninio §lamucio stieby eterinio aliejaus chromatograma

Zemiau pateikta lentelé nr.5 su identifikuotais Helichrysum genties EA junginiais. H.
arenarium zaliavos zZyméjimas: HAs- stiebai, HAz- Ziedai (Sudeikiai), H. Italicum Zyméjimas: HI.

Pilna lentelé su visiems junginiams biidingais SI ir tz pridedama 2 priede.
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Junginys Sl HAS,% HAz,% HI1,% tr
Heptanaldehidas - 0,86 0,13 — 5,89
a-Pinenas 939 2,91 0,15 6,47 5,90-6,73
2-Pentilo furanas 998 1,87 0,81 - 8,19
trans-2-(2-Pentenilo)furanas ? 0,63 0,16 - 8,45
n-Oktanalis 1001 0,63 0,19 — 8,48
Limonenas 1031 1,56 0,14 1,58 9,24
1,8-Cineolis 1033 1,99 0,04 - 9,31
Linalolis 1098 — 0,17 2,10 10,88
Kamparas 1143 - - 0,45 10,93
n-Nonanalis 1098 8,15 0,39 — 11,40
cis-2-Nonenalis 1162 0,54 0,24 — 12,93
a-Terpineolis 1189 0,66 0,29 0,80 13,92
n-Dekanalis 1204 1,14 0,46 — 14,22
Nerolis 1255 - - 1,27 15,47
Perilo aldehidas 1271 0,47 — — 16,19
Pelargono rugstis 1280 0,60 — — 16,54
Trans-Anetolis 1283 - - 1,06 16,58
(trans,trans)-2,4- 1314 0,81 - - 17,29
Dekadienalis
a-Kopaenas; 1376 1,19 0,71 — 18,90
Dekano ragstis ? 0,58 0,62 - 19,05
Damaskenonas 1380 - 0,34 - 19,07
a-Funebrenas 1397 — - 0,72 19,22
Tetradekanas 1400 — 0,84 — 19,37
Italicenas 1401 - - 2,17 19,51
Heksahidropseudoionanas ? 0,1 — — 19,55
n-Dodekanalis 1407 0,23 0,26 - 19,65
cis-a-Bergamotenas 1415 — — 0,18 19,76
trans-Kariofilenas 1418 4,38 3,20 3,28 20,09
trans-o-Bergamotenas 1436 — — 0,72 20,31
Aromadendrenas 1439 0,10 0,05 0,77 20,53
cis-Geraniolio acetonas 1453 0,66 0,24 - 20,75
Humulenas 1454 - 0,46 — 20,80
B-trans-Farnesenas 1458 1,04 — — 20,85
Akoradienas 1463 — - 0,53 21,00
y-Murolenas 1477 0,63 0,25 — 21,44
y-Kurkumenas 1480 — — 21,45 21,51
B-trans-Jononas 1485 0,87 0,11 — 21,65
B-Selinenas 1485 — — 13,55 21,46
a-Selinenas 1494 — - 8,13 21,71
y-Kadinenas 1513 0,69 0,29 0,82 22,38
d-Kadinenas 1524 1,41 0,83 1,30 22,58
6,11-Oksido-akor-4-dienas 1531 - — 0,58 22,63
Kariofileno alkoholis 1568 1,36 — — 23,82
Lauro riigstis 1568 1,07 5,09 2,98 23,94
Spatulenolis 1576 — — 1,04 24,05
B-Kariofileno oksidas 1581 0,82 0,33 1,01 24,13
Heksadekanas 1600 - 0,56 - 24,31
B-Eudesmolis 1649 — - 8,34 26,01
a-Kadinolis 1653 0,33 0,45 - 26,09
Juniperio kamparas 1691 — — 442 27,33
Guajolio acetatas 1724 — — 0,84 27,47
Miristiné rugstis 1749 8,44 13,18 - 28,58
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Junginys Sl HAS,% HAz,% HI1,% tr
Heksahidrofarnesilo ? 1,42 2,38 - 29,39
acetonas
n-Oktadekanas 1800 - 0,62 - 30,17
Heksadekanoiné riigstis ? 19,16 21,39 - 31,39
Linolo riigsties metilo esteris ? 5,83 5,27 — 33,09
n-Eikosanas 2000 1,62 0,57 - 33,49
a-Kaurenas 2034 - - 0,71 33,75
n-Heneikosanas 2100 0,59 2,21 0,24 34,45
n-Dokosanas 2200 0,13 0,84 0,29 36,13
n-Trikosanas 2300 0,29 3,84 — 36,72
Bendras kiekis: 84,55% | 73,75% 89,02%

*[dentifikuoti junginiai, kuriy procentiné dalis maZesné nei 0,45% (pateikiami SI didéjimo
tvarka): 2-Heptanalis, n-Nonanas, Kamfenas, B-Pinenas, 1-Okten-3-olis, 2-metil-3-Oktanonas,
Sulkatonas, a-Terpinenas, p-Cimenas, 2,2,6-metil-cikloheksanonas, Okt-3-en-2-onas, Fenilo
acetaldehidas, Acetofenonas, Terpinolenas, 2,5-metil-stirenas, a-Ciklocitralis,

a-Kamfenolis, 2,6-Nonadienalis, Borneolis, trans-1,3,5-Undekatrienas, Terpinen-4-olis, cis,trans-
1,3,5-Undekatrienas, n-Octanoiné riigstis, n-Dodekanas, B-Safranalis, n-Nona-2,4-dienalis, cis-3-
Heksenilo valeratas, Cumino aldehidas, (Z)-2-Dekenalis, Nonanoiné ragstis,

2-Undekanonas, Trans-cis-2,4-Dekadienalis, Tridekanas, Trans-2-tret-butil-cikloheksanolio
acetatas, Eugenolis, Ciklosativenas, Dekanoiné¢ ragstis, a-llangenas, Damaskenonas,
Heksahidropseudojonanas, n-Dodekanalis, cis-a-Bergamotenas, a-trans-iononas,

v-Dekalaktonas, Pentadekanas, a-Murolenas, Tridecilaldehidas, Butilintas hidroksitoluenas, cis-
Kalamenenas, trans-kadina-1,4-dienas, o-Kadinenas, p-Kalakorenas, Trans-Nerolidolis,
Tetradekanalis, Humuleno epoksidas 11, 1,10-di-epi-Kubenolis, epi- o -Kadinolis, 1-epi-Kubenolis,
a-Murololis, Metilo tetradekanoatas, n-Nonadekanas, Izofitolis,

5 lentelé. Identifikuoti H. arenarium ir H. Italicum EA junginiai

H. arenarium stieby EA identifikuoty junginiy bendras kiekis sudaro 84,6%. Pagrindiniai
nustatyti junginiai, kurie sudaro didziausig procenting dalj heksadekanoiné rtigstis 19,16%,
miristiné ragstis 8,44%, n-nonanalis 8,15%, linolo riigsties metilo esteris 5,83%, trans-kariofilenas
4,38% ir o-pinenas 2,91%. Zieduose kaip ir stiebuose buvo nustatyti heksadekanoiné rugsties
21,39%, miristinés ragsties 13,18%, linolo rugsties metilo esterio 5,27% ir trans-kariofileno 3,20%
junginiai, bendras nustatytas kiekis — 73,8%. Kaip ir buvo tikétasi nesunkiai galima jzvelgti
kiekybinius junginiy skirtumus. Ziedai turi daugiau alifatiniy angliavandeniliy: heneikosano ir
trikosano, o stiebai — nonanalio, dekanalio ir eikosano. Stiebai pasizymi didesniu monoterpenoidy:
a-pineno, limoneno ir 1,8- cineolio kiekiu, o Ziedai turi didesnj kiekj lauro riigities. Zieduose buvo
rasta daugiau alifatiniy junginiy, kadangi natiiraliai juose yra vasky, kurie taip pat lemia EA sudétj.
Toliau galima jzvelgti kokybinius skirtumus, taciau jie budingi junginiams, kuriy procentinés dalys
yra mazesnés nei 1%. Publikacijoje, kuroje buvo tiriama Lietuvos teritorijoje surinkty H. arenarium
ziedy EA sudétis, didziausig procenting dalj sudaré oktadekanas, heneikosanas, y-kadinenas, 6-
kadinenas, pB-kariofilenas, 1,8-cineolis [39].

Bendras nustatyty junginiy kiekis H. Italicum ziedy EA 89,0%. Italinio §lamucio aliejus savo

sudétyje turi 21,45% vy-kurkumeno, 13,55% pB-selineno, 8,34% pB-eudesmolio, 8,13% a-selineno,
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6,47% o-pineno, 4,42% juniperio kamparo. Mokslingje literatiiroje pateikiamuose tyrimuose
dazniausiai vyraujantys junginiai yra nerilo acetatas (5,6-45,9%) ir a-pinenas (4,1-53,5%) [56].
Taciau H. Italicum ziedy EA nustatyti jungniniai itin sutampa su I. M. Fortunato, C. Montemurro et
al. publikacijoje pateiktais rezultatais. Straipsnio autoriai surinko Zzaliavg i§ 20 skirtingy viety
Italijoje ir Korsijoje, ir iStyré gautus EA. Visuose aliejuose vyravo y-kurkumeno(2,3- 41,0%), -
selineno (2,3-38%), a-selineno(0,8-26,5%), taip pat 17 aliejy savo sudétyje turéjo italiceno (0,6-
6,5%) [57]. H. Italicum ziedy aliejuje taip pat buvo identifikuotas italicenas, kuris sudaro 2,17%

bendro kiekio.

H HO.
y-Kurkumenas B-Selinenas B-Eudesmolis a-Selinenas

15pav. H. Italicum eteriniame aliejuje nustatyty junginiy strukttrinés formulés, kuriy rastas
kiekis buvo didziausias

Zvelgiant j abi Helichrysum Ziedy EA matoma pana$umy, aliejams biidingi trans-kariofileno,
o-kadineno, lauro rugsties, ir kt. junginiai. Ta¢iau lyginant vyraujancius junginius matomi didesni
skirtumai, italiniam §lamuciui budingi seskviterpenai y-kurkumenas, B-; a-selinenai, o smiltyniniam

Slamugiui alifatiniai junginiai: heneikosanas, eikosanas, miristiné ir heksadekanoiné ragstys.

3.5 ToksiSkumo nustatymas Italinio Slamucio eteriniams aliejams

Moksliniuose straipsniuose pateikiama, kad italinis Slamutis pasizymi antioksidacinémis,
antimikrobinémis, antibakterinémis, priesuzdegiminémis, insekticidinémis savybémis. Sios savybés
yra 1i8tirtos ir jrodytos atliekant jvairius tyrimus su mikroorganizmais ir laboratoriniais gyvinais.
Sias savybes nulemia Zaliavoje esanéiy biologiskai aktyviy junginiy kokybiné ir kiekybiné sudétis.
ToksiSkumo testas buvo atliktas pagal 2.4 aprasyta metodikg H. Italicum eteriniam aliejui, kurio
sudétis pateikta 5 lenteléje. Tyrimui atlikti buvo pasirinktos skirtingos 5pg/ml, 10pg/ml, 15pg/mi,
30pg/ml, 40pg/ml italinio slamucio EA tirpaly koncentracijos, kuriomis buvo veikiamos (Artemia
sp) kreveciy lervos. Gauti rezultatai pateikti 16 paveikslo diagramoje, didziausias kreveciy lervy
mirtingumas— 94,7% uzfiksuotas esant didziausiai EA tirpalo koncentracijai— 40ug/ml. Naudojantis
2.6 metodikoje pateikta kalibracine kreive apskaiciuota LCso reikSmé— 18,2 pg/ml ir LCqo reikSmé—
47,9 ng/ml.
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16 pav. Kreveciy lervy mirtingumas veikiant skirtingomis H. italicum EA koncentracijomis

Moksliniai straipsniai pateikia i$vadas, kad EA pasizymintys dideliais a-pineno ir sabineno
arba tik dideliais a-pineno Kiekiais slopina bakterijy, gryby ir mieliy augima [48]. Yra manoma, kad
deguonies atomus turintys junginiai tokie kaip nerilo acetatas, geraniolo acetatas, geraniolis, nerolis
yra atsakingi uz antimikrobinj aktyvuma [47]. Sio darbo literatiringje dalyje (1.8.1) aprasytame
toksiSkumo tyrime A. albopictus lervos buvo veikiamos italinio §lamucio EA, turiné¢iu 10,05%
geraniolo acetato, 5,04% nerolio, 4,91% nerilo acetato ir 3,78% a-pineno. Straipsnyje buvo
nurodoma, kad a-pinenas turi toksiskuma nulemianéiy savybiy [50]. Atliktas tyrimas patvirtino H.
Italicum EA toksiSskumg. Kadangi aliejus savo sudétyje turi 6,47% a-pineno, atsizvelgiant j
literatiros duomenis, galime teigti, kad $is junginys nulémé toksines EA savybes, taciau jtakos

galéjo turéti ir nerolis, kuris sudaré 1,27% aliejaus sudéties.

3.6  Antioksidacinio aktyvumo tyrimai
3.6.1 Antioksidacinio aktyvumo tyrimas spektrofotometriniu metodu, panaudojant DPPH™
Antioksidantai daznai apibréziami kaip molekulés galinios reaguoti su radikalais, taip pat,
kaip junginiai, slopinantys arba atitolinantys oksidacinius procesus. Eteriniuose aliejuose
antioksidacines savybes nulemia fenoliniai junginiai, tokie kaip timolis, a-takoferolis, mentolis, 1,8-
cineolis, p-cimenas ir Kiti [58].Yra zinomi ir stipriomis antioksidacinémis savybémis pasizymintys
ir efektyviai  veikiantys sintetiniai  antioksidantai  tokie kaip  butilhidroksianizolis,
butilhidroksitoluenas, propilgalatas. Taciau yra jtariama, kad jie gali buti kenksmingi zmogaus
sveikatai t.y. slopinti imuning sistema, kauptis riebaliniame audinyje. D¢l Sios priezasties yra tiriami

EA ir ieSkoma natiiralios kilmés antioksidanty [59]. Antioksidacinio aktyvumo tyrimas buvo
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nusprestas atlikti aliejams, kuriy gauta iSgava buvo didziausia, todél pasirinkti karciojo kiecio
(Pasvalio raj.) ir italinio §lamucio EA, atitinkamai gautos i§gavos 5% ir 0,2%.

Tyrimas buvo atliktas pagal 2.5 skyriuje aprasyta metodika, kurioje taip pat pateikta sudaryta
kalibraciné kreivé. Naudojantis kreivés duomenimis apskai¢iuotos antiradikalinio aktyvumo vetés:
karCiojo kieCio eterinis aliejus— 14,17mM/L, italinio Slamucio eterinis aliejus— 5,54 mM/L.
Lyginant Sias vertes matoma, kad karciojo kie¢io eterinis aliejus pasizymi didesniu antioksidaciniu
aktyvumu nei italinis Slamutis. Tokj aktyvuma bty galima paaiskinti skirtingu kiekiu fenoliniy
junginiy, budingy kiekvienam aliejui, pavyzdziui, kartusis Kietis turi 1,8-cineolio (0,66%), 4-
terpineolio (1,13%), o italinis $Slamutis anetolio (1,06%), a-terpineolio (0,80%). Deja ne viskas taip
paprasta ir nustatyti, kas lemia antioksidacinj aktyvuma yra gana sudétinga. Vienoje i§ publikacijy
tyrimo metu buvo iSgautas Artemisia aliejus, kurio sudétj sudaré daugiausia nefenoliniai jugniniali,
tatiau aliejus vis tiek pasizyméjo antioksidaciniu aktyvumu. Sioje publikacijoje kartu remiantis kity
mokslininky tyrimais, buvo padaryta iSvada, kad Artemisia genties eteriniy aliejy antioksidacinj
aktyvuma galima priskirti ir nefenoliniams junginiams [60]. Perzitréjus daugiau mokslingje
literatiiroje pateikiamy duomeny, buvo pastebéjta, kad antioksidacinj aktyvumg gali lemti, ar
sustiprinti ir kiti junginiai tokie kaip o-terpinenas, limonenas, y-terpinenas, linalolis, linalilo
acetatas, p-kariofilenas. Nustatyti antioksidaciniai aktyvumai kiekvienam i3 $iy junginiy taip pat yra
skirtingi [61].

Norint detaliau iSsiaisSkinti i§gauty EA budingas antioksidacines savybes reikéty atlikti atskirg

studija analizuojant kiekvienos genties vyraujan¢iy komponenty antioksidacinius aktyvumus.
16
14
12

10

¢, mM/L
(0]

Kartusis kietis Italinis Slamutis

17 pav. Karciojo kiecio ir italinio Slamucio antiradikalinio aktyvumo vertés

38



3.6.2 Antioksidacinio aktyvumo tyrimas ekstraktams elektrocheminiu metodu

Naturaliis antioksidantai suteikia nauda Zmogaus sveikatai: apsaugo nuo laisvyjy radikaly
poveikio, oksidacinio streso. Didelis radikaly kiekis daro neigiamg poveikj Zmogaus organizmui:
sukelia baltymy, lipidy ir DNR pazeidimus. Augalai — biologiSkai aktyviy junginiy $altinis, kuriems
budingos antioksidacinés savybés. Vaistiniy augaly ekstraktuose Sias savybes gali nulemti
flavonoidai, antocianinai, taninai, fenolinés rtgstys, vitaminai, karotinoidai. ldentifikuojant
junginius, svarbu nepamirsti, kad flavonoidai augaluose daznai egzistuoja glikozidy ar aglikony
pavidalu [62].

Tyrimui atlikti buvo iSgauti Lietuvoje auganciy augaly ekstraktai ir kiekvienam 1§ jy uzraSyta
diferenciné impulsiné voltamperograma (DIV). Zemiau pateikiamos kickvieno Artemisia genties
augalo DIV, prie pavadinimo pateiktas skaicius (2; 10) nurodo, kad ekstraktas buvo skiestas 2 arba
10 karty, o raidé (R, P) nurodo, kad ektraktas buvo i§gautas i$ zaliavos surinktos Pasvalio, Rokiskio

rajonuose.

14

— fonas

. campestris P(10)
. campestris R(10)
. vulgaris R(10)

. vulgaris P(10)

. absinthium P

. absinthium R(2)

12 ~

10 A

>r2>2r>r>

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E, V (Ag/AgCl, 3M NaCl)

18 pav. Artemisia genties ekstrakty diferencinés impulsinés voltamperogramos

IS pateiktos voltamperogramos matoma, kad oksidaciniai procesai vyksta ties tam tikra
potencialo verte, kuri gali bati priskirta tam tikram junginiui/komponentui esanciam ekstrakte.
Daugiausia srovés stiprio padidéjimy buvo uzfiksuota A. absinthium ekstratams — Pasvalio rajono
zaliavos ties 0,31V, 0,60V ir 0,91V ir Rokiskio rajono — 0,33V, 0,62V, 0,91V. A. vulgaris zaliavose
stebimi pikai taip pat artimai sutampa: Rokiskio raj.— 0,33V, 0,87V, o Pasvalio raj.— 0,34V, 0,86V.

Kadangi potencialy vertés beveik sutampa, galima teigti, kad skirtingy augavieiy zaliavos
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ektraktuose yra stebimi tie patys besioksiduojantys junginiai. A. campestris srovés stiprio
padidéjimai issiskiria: Rokiskio rajono zaliavos — 0,35V, 0,87V, o Pasvalio rajono — 0,36V, 0,64V.

Zemiau pateikiamos Aesculus ir Helichrysum genties augaly DIV, prie pavadinimo pateikta
raidé (V, P) nurodo, kad ektraktas buvo iSgautas i§ Zaliavos surinktos Vilniaus ir Pasvalio

rajonuose, o raidés (Z, S), kad ekstraktai buvo gauti i§ Ziedy ir stiebuy.

14 A
—— fonas ;
12 —— H. arenarium Z
—— H. arenarium S
A. hippocastanum V
10 4 | — H. hippocastanum P
8 .
<
3
=
4 .
2 .
O -
T T T T T T

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E, V (Ag/AgCl, 3M NacCl)

19 pav. Aesculus ir Helichrysum genties ekstrakty diferencinés impulsinés voltamperogramos

Gautose voltamperogramose galima stebéti sroves stiprio padidéjima, kuris parodo, kad
tirlamuose ekstraktuose yra elektrochemiskai lengvai besioksiduojaniy junginiy. IS pateiktos
voltamperogramos matoma, kad A. hipposcastanum ekstrakty potencialy vertés sutampa— 0,35V ir
0,82V. H. arenarium stiebuose pikai isryskéja ties 0,37V, 0,51V, 0,88V, o ziedy ekstrakte junginiy
oksidacija vyksta ties 0,04V, 0,30V ir 0,66V, todél galima manyti, kad ziedy ir stieby ektraktuose
antioksidacinj poveikj nulemia skirtingi junginiai.

Toks antioksidacinio aktyvumo nustatymas yra greitas ir salyginai nebrangus metodas. Siai
analizei atlikti nereikalingas ilgas méginio paruoSimas ar sudétinga gauty duomeny analizé. Dél
antioksidaciniy junginiy jvairovés augaluose yra nerealu kiekvieng komponentg iSskirti ir jj
analizuoti individualiai, o naudojant elektrocheminj metoda nesunkiai galima pamatyti, ar iSgautas
ektraktas pasizymi antioksidacinémis savybémis. Taip pat prie§ planojant atlikti i§samig pasirinkto
augalo analize, naudinga pasitikrinti ekstrakto ar EA savybes, jsitikinant, kad Zaliavoje egzistuoja
oksidaciniu aktyvumu pasizymin¢iy komponenty. Taciau norint nustatyti, kokie konkreciai
junginiai budingi ektraktams ir nulemia tokj poveikj reikéty taikyti kitus metodus, vienas i$ jy

auksto efektyvumo skysc¢iy chromatografija.
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ISVADOS

1. Karciojo kie¢io (Artemisia absinthium L.) eteriniuose aliejuose (EA) nustatyti vyraujantys
junginiai trans-sabinilo acetatas (60,6%) ir trans-sabinolis (5,57%). RokiSkio rajone
surinktos paprastojo kie¢io (Artemisia vulgaris L.) Zzaliavos aliejui budingas 1,8-cineolis
(19,01%), o Pasvalio rajone kamparas (17,73%). Analizuojant dirvoninio kiecio
(Artemisia campestris L.) aliejus labiausia i$siskyré Rokiskio rajono zaliava, kuriai
nustatyta 22,79% germakreno D, o Pasvalio rajono zaliava daugiausia turéjo kariofileno
oksido 8,86%. Atlikti tyrimai patvirtino, kad biologiskai aktyviy komponenty kiekis
priklauso nuo augalo risies ir augavietés.

2. Nustatyta, kad abiejose augavietése (Pasvalio ir Vilniaus rajonai) surinkty kastony ziedy
(Aesculus hippocastanum L.) EA didziausiag procenting dalj sudaro n-heneikosanas
(25,8%) ir heksahidrofarnesilo acetonas (14,4%).

3. Smiltyninio $lamucio (Helichrysum arenarium L.) ziedy EA ir sticby EA didziausig
procenting dalj sudaro heksadekanoiné raigstis (20,3%) ir miristiné riigstis (10,8%). Ziedy
EA pasizymi didesniu alifatiniy angliavandeniliy Kiekiu (heneikosanas, dokosanas), o
stiebai didesniu monoterpeny (a-pineno, limoneno, 1,8- cineolio) kiekiu. Sie rezultatai
parodé¢, kad skirtingos augalo dalys kaupia ne visiSkai tokius pacius ir skirtingus kiekius
biologiskai veikliy komponenty.

4. Tsigytos vaistinés zaliavos italinio slamucio (Helichrysum italicum L) EA vyraujantis
junginys y-kurkumenas (21,45%). Nustatyta, kad H. italicum EA pasizymi toksinémis
savybémis, apskaifiuotos mirtinos koncentracijos kreveciy lervoms LCso — 18,2 pg/ml,
LCoo— 47,9 pg/ml.

5. Atliktas antioksidacinio aktyvumo tyrimas parodé, kad karCiojo kieCio (Artemisia
absinthium.) eterinis aliejus pasizymi stipresnémis antioksidacinémis savybémis nei
italinio Slamucio EA, nustatytos antiradikalinio aktyvumo vertés atitinkamai 14,17mM/L
ir 5,54 mM/L.

6. Atliktas elektrocheminis tyrimas parode, kad vaistiniy augaly ekstraktai pasiZymi

antioksidaciniu aktyvumu.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

RUTA MACIONAITE
Vaistiniy augaly ekstrakty fitocheminiai tyrimai ir analizé dujy chromatografijos-masiy

spektrometrijos metodu

Gydymasis vaistiniais augalais jvairiose Salyse skiriasi, remiasi tradiciSkumu bei ilgalaike
taikymo patirtimi. Lietuvoje fitoterapija yra populiari, turi gilias tradicijas, todél svarbu tirti
Lietuvos teritorijoje augancius augalus, kurie naudojami kaip zaliava vaistiniams preparatams.

Sio darbo tikslas buvo istirti jvairiy vaistiniy augaly eteriniy aliejy sudétj (EA) naudojantis
dujy chromatografijos/masiy spektrometrijos metodu (GC-MS), jvertinti ekstrakty ir kai kuriy EA
antioksidacines bei H. Italicum toksines savybes.

Tyrimui atlikti buvo pasirinktos Artemisia, Aesculus ir Helichrysum augaly gentys, kuriy
vaistiniai augalai surinkti skirtingose Lietuvos teritorijose. Aliejai buvo iSgauti hidrodistiliacijos
budu. Artemisia genties absinthium EA vyravo trans-sabinilo acetatas, vulgaris aliejams buvo
budingi 1,8-cineolis ir kamparas, analizuojant campestris aliejus identifikuoti germakreno D ir
kariofileno oksido junginiai. Aesculus hippocastanum Ziedy EA didziausig procenting dalj sudaré n-
heneikosanas ir heksahidrofarnesilo acetonas. Helichrysum genties arenarium ziedy EA ir stieby
EA didziausig procenting dalj sudaré heksadekanoiné ir miristiné rugstys, taciau ziedy EA
pasizymejo didesniu alifatiniy angliavandeniliy kiekiu (heneikosanas, dokosanas), o stiebai didesniu
monoterpeny (a-pineno, limoneno, 1,8- cineolio) kiekiu. Jsigytos vaistinés zaliavos Helichrysum
italicum EA nustatyti vyraujantys junginiai y-kurkumenas ir B-selinenas. Atlikti tyrimai patvirtino,
kad kokybiné ir kiekybin¢ budingy junginiy sudétis priklauso nuo augalo riiSies, augavietés,
pasirinktos augalo dalies zaliavai.

Fitocheminiai tyrimai parodé, kad H. italicum EA pasizymi toksinémis savybémis Kreveciy
lervoms (Artemia sp). Atliekant antioksidacinio aktyvumo tyrimg spektrofotometriniu metodu,
panaudojant DPPH" radikalg nustatyta, kad A. absinthium EA budingos stipresnés antioksidacinés
savybés nei H. italicum EA. Gautos diferencinés impulsinés voltamperogramos parodé, kad visy

vaistiniy augaly ekstraktai pasizymi antioksidaciniu aktyvumu.
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SUMMARY
VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

RUTA MACIUNAITE
Analysis of extracts from medicinal plants by phytochemical studies and gas
chromatography-mass spectrometry

The use of the medicinal plants is based on tradition and long-term experience. Practices of
traditional medicine vary greatly from country to country. Phytotherapy has deep traditions and is
popular in Lithuania. Therefore it is important to study the plants growing in the territory of
Lithuania, which are used as a raw materials for medicinal products.

The aim of the study was to investigate the chemical composition of the essential oil (EO)
from various medicinal plants using gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS). The study
also aimed to evaluate the antioxidant properties of extracts and EO and to determine the toxicity of
H. Italicum EO.

The genus of Artemisia, Aesculus and Helichrysum plants were selected for the study and
were collected in different areas of Lithuania. The oils were extracted by hydrodistillation. The
results of EO samples based on Artemisia genus showed that main constituent of A. absinthium oil
was tans-sabinyl acetate, A. vulgaris EO were rich in 1,8-cineole and camphor, A. campestris oils
were rich in germacrene D and caryophyllene oxide. The major components of Aesculus
hippocastanum inflorescences were n-heneicosanone and hexahydrofarnesyl acetone. The
hydrodistilled essential oil of aerial parts (inflorescences and stems) of Helichrysum arenarium
contained large amounts of hexadecanoic acid and myristic acid. However, the volatile fraction of
the inflorescences contained mainly aliphatic hydrocarbons (heneicosane, docosane), while the
chemical composition of the stems presents higher content of monoterpenes (a-pinene, limonene,
1,8-cineole). The oils obtained from purchased Helichrysum italicum material were found to contain
large amounts of y-curcumene, B-selinene. Analysis of oils showed that quantitative and qualitative
composition depends on different geographical locations, selected species and organs of medicinal
plants.

Phytochemical studies revealed that EO from H. Italicum has a toxic effect against brine
shrimp Artemia sp. (larvae). The EO from A. absinthium presents higher antioxidant activity against
the DPPH" radical compared to H. Italicum. Differential pulse voltammograms showed that all

extracts from medicinal plants has electrochemical antioxidant activity.
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PRIEDAI
1 Priedas. Identifikuoti A. absinthium, A.vulgaris ir A.campestris augaly eteriniy aliejy

junginiai

2 Priedas. ldentifikuoti H. arenarium ziedy ir stieby bei H. italicum eteriniy aliejy junginiai
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1 priedas
IDENTIFIKUOTI A. ABSINTHIUM, A.VULGARIS IR A.CAMPESTRIS AUGALU
ETERINIU ALIEJU JUNGINIAI

Junginys SI AAlr | AA2k | AVir AV2k ACIr ACK tR
Santolina trienas 908 - 0,01 - 0,49 - - 5,3-5,9
Triciklenas 926 0,05 0,05 - - 0,11 6,55
a-Tujenas, 931 - - 2,57 - - - 6,55
a-Pinenas; 939 0,42 0,37 2,54 0,15 3,83 1,82 6,7-7,1
Kamfenas 953 0,01 - 1,51 - - 0,03 7,11
Tuja-2,4(10)-dienas 957 0,01 - - - - - 7,26
Sabinenas 976 2,44 1,15 7,45 0,34 0,36 0,21 7,75
B-Pinenas; 980 0,16 0,14 0,65 - 2,31 6,74 7,85
1-Okten-3-olis 978 0,08 0,14 - - - - 7,97
B-Mircenas; 991 0,50 0,52 — — 0,94 0,53 8,2
3-Oktanolis 993 0,02 — — — — — 8,41
Yomogi alkoholis 998 — — - 5,86 - - 8,47
Dekanas 999 — — — 0,80 - 8,49
a-felandrenas 1005 0,01 0,01 0,28 — — - 8,58
a-terpinenas 1018 — — 2,82 - - — 8,92
0-Cimenas 1022 0,05 0,54 — — 3,41 2,19 9,15
p-Cimenas 1026 — — 2,11 - - - 9,18
Silvestrenas 1027 0,20 — — — — - 9,27
Limonenas 1031 — — — — 1,88 1,51 9,28
1,8-Cineolis 1033 0,31 0,66 19,01 9,25 0,74 — 9,3-9,4
cis- B-ocimenas 1040 — — 0,06 - 0,66 - 9,79
Artemizija ketonas 1062 — — - 7,04 - - 10,08
y-Terpinenas 1062 0,05 0,07 4,41 1,07 — 10,10
Cis-Sabineno hidratas 1068 0,47 0,01 1,67 0,75 — - 10,39
Artemizija alkoholis 1083 — — - 1,69 - - 10,75
Terpinolenas 1088 0,02 0,05 1,03 — — — 10,95
trans-Linalolio oksidas 1088 — — - - 0,46 0,09 10,98
trans-sabineno hidratas 1097 — — 1,46 1,47 - - 11,28
B-Linalolis 1098 5,12 1,17 — — 0,33 0,28 11,34
2-Nonanolis 1098 — — 0,39 — — 0,35 11,36
Undekanas 1099 — — - - 0,61 - 11,42
cis-Tujonas 1102 0,01 1,21 — 1,76 0,72 — 11,47
a-Thujonas 1102 - - 0,17 - - - 11,76
1-okten-3-ilacetatas 1110 0,19 — — — — — 11,58
trans-Tujonas; 1114 0,11 - — — — — 11.78
Izoforonas 1118 - - — 1,52 — — 11,82
Chrysanthenone 1123 - - - 9,63 - - 11,92
1z0-3-Tujanolis 1133 0,01 - - - - - 12.37
Nopinonas 1137 — — — — — 0,08 12,39
trans-Pinocarveolis 1139 — — — — 0,53 0,33 12,49
Kamparas 1143 — — 6,25 17,73 — — 12,49
trans-Sabinolis 1140 5,25 5,89 - - - - 12,53
cis-Verbenolis 1140 0,06 - - - - - 12.65
Kamparas 1143 - - — — 0,23 12,56
trans-Verbenolis 1144 - - — — 0,59 0,04 12,67
Umbelulonas 1144 0,05 0,21 - - - - 12,89
Sabina ketonas 1156 - - 0,63 1,36 - - 12,95
cis-Chrisantenolis 1162 - - 0,15 2,13 - - 13,17
Barneolis 1165 - - 2,89 6,78 - - 13,28
4-Terpinolis 1177 0,13 1,13 8,02 6,40 1,66 0,2 13,5-

13,6
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Tuj-3-en-10-alis 1181 0,02 — 0,10 — — — 13.71
p-Cimen-8-olis 1183 — — 0,12 — 0,56 0,05 13,82
a -Terpineolis 1189 0,16 — 1,19 1,75 0,36 0,14 13.96
Cis-piperitolis 1193 — — 0,35 — — — 14,06
Mirtenalis 1193 - - — — — 0,26 14,07
Mirtenolis 1194 - - — — — 0,12 14,16
Verbenonas 1204 — — - 0,45 - 0,04 14,35
Trans-Piperitolis 1205 - - 0,19 - - - 14,41
trans-Karveolis 1217 - - 0,08 — — - 14,73
Izobornilo formatas 1233 - - 0,09 — — - 14,91
y-1zogeraniolis 1233 - - 0,30 - - - 15,07
Heksil 2-metilbutiratas 1234 - 0,24 — — — - 15.13
p-Kumino aldehidas 1239 - 0,25 0,17 - - - 15,30-
15.36
Karvonas 1242 - - 0,18 — — - 15,37
Geraniolis; 1255 0,05 0,05 - - - 16.14
Bornilacetatas; 1285 0,03 0,01 0,30 - 1,88 0,21 16.51
Timolis 1290 - - 0,01 — — - 17,15
trans-Sabinilo acetatas 1291 61,56 59,64 - - 0,53 0,37 16,7-
16.93
Trans- Pinokarvilo 1297 - - - - - 0,20 16,89
acetatas
d-Elemenas 1339 - - 0,05 - - - 17,85
o -Terpinilo acetatas 1350 - - 0,14 - - — 18,16
o -Cubebenas 1351 - - - - - 0,17 18,24
Nerilo acetatas 1365 - 0,10 0,05 - - 0,12 18.57-
18,99
a -llangenas 1372 - - - - - 0,03 18,83
Isoledenas 1373 - - - 0,24 - - 18,84
a-Kopainas 1376 - - - - 0,81 0,07 18,96
B-Burbonenas 1384 - 0,59 - - - 0,21 19,27
cis-Jazmonas 1388 0,04 - - - - - 19.51
B-Kubebenas 1390 - - - - - 0,08 19,53
B-Elemene 1391 - - 2,65 0,52 0,42 0,73 19,54
a-Gurjunenas 1409 - - 0,70 - - 19,78
Trans- kariofilenas 1419 1,02 0,30 — — 7,43 1,15 20,08
a-Humulenas 1454 0,15 — — — 1,84 0,62 20,93
Trans-B-Farnesenas 1458 - - — — 3,28 0,34 20,90
a-Akoradienas 1463 — — 0,42 — — — 20,05
B-Chamigrenas 1475 — — — 0,37 — — 21,35
y-Murolenas 1477 — — 0,71 2,06 0,82 0,88 21,09
Dehidro-Seskvicineolis ? — 0,35 - - - — 21,28
Germacrenas D 1480 — - 1,89 — 22,79 — 21,61
o-Kurcumenas 1483 — 1,49 — — — 0,84 21,66
Viridiflorenas 1493 0,87 0,10 2,24 — — 2,45 21,75
a-Selinenas 1494 — — 1,76 - - — 21,96
a-Murolenas 1499 — — - - 0,53 — 22,09
a-Kuprenenas 1506 — — 0,13 — — — 22,14
trans-a-Farnesenas 1508 — — - - 0,42 — 22,20
Geranilo butiratas ? - 0,12 - - - - 22,26
y-Kadinenas 1513 - - 0,23 - 0,44 0,45 22,37
d-Kadinenas 1524 - - 1,38 0,35 1,78 0,33 22,59
o-Kadinenas 1538 - - 0,02 - - 0,12 22,93
a-Kalakorenas 1542 - - 0,10 - - 0,14 23,75
B-Kalakorenas 1563 - - 0,06 - - - 23,79
trans-Nerolidolis 1564 - 0,12 0,03 - - 1,28 23,58
Ledolis 1565 - - 0,61 - - - 23,75
Spatulenolis 1576 - - 1,75 1,11 2,65 4,40 24,39
Kariofileno oksidas 1581 0,51 0,91 1,44 1,32 2,44 8,86 24,2-
24,4
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Salvial-4(14)-en-1-onas ? - - 0,22 — 1,17 2,86 24,41
(Mintketonas)

Geranilo izovaleratas 1585 0,02 0,20 - - - — 24 47
Guaiolis 1595 - - - - - 2,07 24,85
B-Kopaen-4-a-olis 1584 - - 0,71 - - - 24,95
Epiglobulolis 1586 - 0,16 - - - - 25,46
Humuleno epoksidas 11 1606 - - 0,10 0,67 0,16 1,44 25,14
1-epi-Kubenolis 1627 - - 0,60 - - - 25,39
a-akorenolis 1630 - - - - - 0,61 25,54
epi-a-Kadinolis 1640 - - - - - 5,03 25,44
epi-a-Murololis 1641 — — — — 0,96 1,40 25,86
Selin-11-en-4- a-olis 1652 — 2,89 - - — — 26,38
a-kadinolis 1653 - - 0,09 — 2,60 3,64 25,77
epi-a-Bisabolol 1683 - 4,04 - - - 26,87
germakra4(15),5,10(14)- | 1775 - - - - 5,30 4,18 26,92
triene-1-a-olis

Heksahidrofarnesilo ? 0,23 - - - - - 29,46
acetonas

Fitonas ? - - - - 0,59 1,10 29,49
n-Heptadekanas 1700 — — 0,12 - - - 30,18
a-trans-Bergamotolis 1693 - 0,32 - - - - 30,47
Nuciferolio acetatas ? 1,01 - - - - — 30,97
Heksadekanoingé riigstis ? - - — — 4,20 2,96 31,39
cis-nuciferolis 1758 3,49 1,33 - - - - 31,57
n-Nonadekanas 1900 1,61 0,05 0,02 - - 0,31 32,53
n-Eikosanas 2000 1,38 0,10 0,22 - - - 33,49
n-Heneikosanas 2200 0,10 - 0,06 - - 0,23 34,49
n-Dokosanas 2200 0,13 - 0,23 - - - 36,13

88,12% | 86,69% | 87.15% | 83,19% | 84,99% 65,20%
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2 PRIEDAS

IDENTIFIKUOTI H. ARENARIUM ZIEDU IR STIEBU BEI H. ITALICUM ETERINIU

ALIEJU JUNGINIAI
Junginys SI HAs HAz HI Sulaikymo

trukmeé
2-Heptanalis - - 0,25 - 5,67
n-Nonanas 899 0,18 0,19 — 5,85
Heptanaldehidas; - 0,86 0,13 - 5,89
a-Pinenas 939 2,91 0,15 6,47 5,90-6,73
Kamfenas 953 0,18 — — 7,86
B-Pinenas 980 0,36 0,02 - 7,81
1-Okten-3-olis 978 0,41 0,01 - 7,92
2-metil-3-Oktanonas ? 0,22 - - 7,98
Sulkatonas ? 0,39 0,09 - 8,06
2-pentilfuranas 998 1,87 0,81 - 8,19
trans-2-(2-Pentenil)furanas ? 0,63 0,16 - 8,45
n-Octanalis 1001 0,63 0,19 — 8,48
a-Terpinenas 1018 0,12 0,11 - 8,88
p-Cimenas 1026 0,13 0,01 - 9,11
Limonenas 1031 1,56 0,14 1,58 9,24
1,8- cineolis 1033 1,99 0,04 — 9,31
2,2,6-metil-cikloheksanonas ? 0,10 — — 9,37
Okt-3-en-2-onas ? 0,22 — — 9,49
Fenilacetaldehidas ? 0,38 0,39 — 9,66
Acetofenonas 1065 — 0,21 — 10,32
Terpinolenas 1088 0.12 0,02 - 10,90
Linalolis 1098 — 0,17 2,10 10,88
Kamparas 1143 — - 0,45 10,93
2,5-metil-stirenas 1096 0.05 — — 10,95
n-Nonanalis 1098 8,15 0,39 — 11,40
a-Ciklocitralis ? 0,05 — — 11,75
o-Kamfenolis 1125 0,04 - - 11,99
2,6-Nonadienalis ? 0,29 0,07 - 12,74
Cis-2-Nonenalis 1162 0,54 0,24 - 12,93
Borneolis 1165 0,22 0,04 0,39 13,22
trans-1,3,5-Undekatrienas ? — 0,06 - 13,33
Terpinen-4-olis 1177 0,15 — — 13,50
cis,trans-1,3,5-Undekatrienas ? — 0,12 - 13,58
n-Octanoiné ragstis? ? - 0,33 — 13,83
L- a-Terpineolis 1189 0,66 0,29 0,80 13,92
n-Dodekanas 1199 — 0,10 - 14,00
B—Safranalis 1196 — 0,24 — 14,09
n-Decanalis 1204 1,14 0,46 - 14,22
n-Nona-2,4-dienalis ? 0,26 - - 14,49
cis-3-Heksenilo valeratas ? 0,06 - - 15,04
Cuminaldehidas 1239 0,17 - - 15,25
Nerolis 1255 — — 1,27 15,47
(2)-2-Dekenalis 1261 0,24 — — 15,78
Perilo aldehidas 1271 0,47 — — 16,19
Nonanoiné rugstis 1280 — 0,42 — 16,41
Pelargono riigstis 1280 0,60 — — 16,54
Trans-Anetolis 1283 — — 1,06 16,58
2-Undekanonas ? — 0,11 — 16,63
Trans-cis-2,4-Dekadienalis 1291 0,38 — — 16,67
Tridekanas 1300 — 0,10 — 16,75
Trans-2-tret-butil- 1310 0,24 - - 16,99
cikloheksanolio acetatas
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(trans,trans)-2,4-Dekadienalis; 1314 0,81 - - 17,29
Eugenolis 1356 - 0,38 - 18,42
Ciklosativenas 1368 — 0,05 - 18,64
Dekanoiné riigstis 1370 - - 0,39 18,67
a-llangenas 1372 0,22 0,07 - 18,78
a-Kopaenas; 1376 1,19 0,71 — 18,90
Dekano riigstis ? 0,58 0,62 — 19,05
Damaskenonas 1380 - 0,34 - 19,07
a-Funebrenas 1397 - - 0,72 19,22
Tetradekanas 1400 - 0,84 - 19,37
Italicenas 1401 - — 2,17 19,51
Heksahidropseudoionanas ? 0,1 - - 19,55
n-Dodekanalis 1407 0,23 0,26 — 19,65
cis-o-Bergamotenas 1415 - - 0,18 19,76
trans-Kariofilenas 1418 4,38 3,20 3,28 20,09
a-trans-iononas 1426 - 0,02 - 20,17
trans-a-Bergamotenas; 1436 — - 0,72 20,31
Aromadendrenas 1439 0,10 0,05 0,77 20,53
cis-Geranilacetonas; 1453 0,66 0,24 - 20,75
Humulenas 1454 — 0,46 — 20,80
[-trans-Farnesenas 1458 1,04 - - 20,85
Akoradienas 1463 - - 0,53 21,00
y-Dekalaktonas 1463 - 0,02 — 21,20
y-Murolenas 1477 0,63 0,25 — 21,44
y-Kurkumenas 1480 — — 21,45 21,51
B-trans-Jononas 1485 0,87 0,11 — 21,65
B-Selinenas 1485 — — 13,55 21,46
o-Selinenas 1494 — — 8,13 21,71
Pentadekanas 1500 - 0,07 - 21,73
a-Murolenas 1499 0,42 0,24 — 22,01
Tridecilaldehidas ? 0,16 0,14 - 22,15
Butilintas hidroksitoluenas 1512 - 0,13 - 22,26
y-Kadinenas 1513 0,69 0,29 0,82 22,38
cis-Kalamenenas 1521 - - 0,43 22,58
d-Kadinenas 1524 1,41 0,83 1,30 22,58
6,11-oksido-akor-4-dienas 1531 — — 0,58 22,63
trans-kadina-1,4-dienas 1532 — 0,14 — 22,79
a-Kadinenas 1538 0,18 0,12 — 22,93
B-Kalakorenas 1542 0,17 0,09 — 23,07
Trans-Nerolidolis; 1564 0,17 0,10 — 23,47
Kariofileno alkoholis 1568 1,36 — — 23,82
Lauro riigstis 1568 1,07 5,09 2,98 23,94
Spatulenolis 1576 - - 1,04 24,05
B-Kariofileno oksidas 1581 0,82 0,33 1,01 24,13
Heksadekanas 1600 — 0,56 — 24,31
Tetradekanalis 1611 0,31 0,40 — 24,71
Humuleno epoksidas Il 1606 0,19 - - 24,86
1,10-di-epi-Kubenolis 1614 0,35 - - 25,39
epi-alfa-kadinolis 1640 0,38 - - 25,75
1-epi-Kubenolis 1642 - 0,15 — 25,86
a-Murololis 1645 0,17 — — 25,87
B-Eudesmolis 1649 - - 8,34 26,01
a-Kadinolis 1653 0,33 0,45 - 26,09
Juniperio kamparas 1691 - - 4,42 27,33
Methyl tetradecanoate 1724 - 0,04 - 27,42
Guaiolio acetatas 1724 - - 0,84 27,47
Miristing riigstis 1749 8,44 13,18 — 28,58
Heksahidrofarnesilo acetonas ? 1,42 2,38 - 29,39
n-Oktadekanas 1800 - 0,62 - 30,17
Heksadekanoiné riigstis ? 19,16 21,39 — 31,39
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n-Nonadekanas 1900 — 0,29 - 32,51
I1zofitolis 1944 0,19 0,22 — 32,74
linolo riigsties metilo esteris ? 5,83 5,27 — 33,09
n-Eikosanas 2000 1,62 0,57 - 33,49
o-Kaurenas 2034 — — 0,71 33,75
n-Heneikosanas 2100 0,59 2,21 0,24 34,45
n-Dokosanas 2200 0,13 0,84 0,29 36,13
n-Trikosanas 2300 0,29 3,84 - 36,72
Bendras kiekis: 84,55% 73,75% 89,02%
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