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Lietuvos sveikatos moksly universitetas

Darbo tikslas — pagristi puskie¢iy formy su jonazoliy ekstraktu modeliavimo principus ir interpretuoti juy kokybg, remiantis biofarmaciniais tyrimais.
Ivertinta jonazoliy geliy kokybé pagal veikliosios medziagos antimikrobinio aktyvumo ir veikliyjy junginiy (bendras flavanoidy kiekis) atsipalaidavimo
tyrimo in vitro rezultatus. Po 6 val. tyrimo i§ eksperimentiniy geliy atsipalaidavo apie 16 proc. veikliyjy junginiy. Tyrimy rezultatai parodé, jog
pasirinktas pagrindas daro jtaka veikliyjy junginiy atsiplaidavimo greiciui, bet nejtakoja atplaiduoto bendro kiekio veikliyjy junginiy po 6 val.. Remiantis
Siais kokybés parametrais jonazoliy puskietés formos tinkamos uznesti ant zmogaus odos.
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Ivadas

Jonazolé¢ (Hypericum perforatum L) savo sudétyje

kaupia daug biologiskai aktyviy junginiy: raugines
medziagas, eterinius aliejus, antocianus, saponinus,
vitamina C, Karotena. Jonazolés preparatai stabdo

infekcijos plitima ir pagreitina Zaizdy gijima. Atsizvelgiant
1 jonazolés biologiskai aktyviy junginiy poveiki ir atliktus
mokslinius tyrimus, siekiant i$siaiskinti ju sukeliama
atsaka Zmogaus organizmui, yra nustatyta keletas jonazolés
farmakologiniy poveikiy. Antiuzdegiminis, kurj labiausiai
lemia naftodiantronai (hipericinas ir pseudohipericinas),
flavonoidai  (hiperozidas, kvercetinas,  kvercitrinas,
izokvercitrinas, rutinas, biapigeninas, procianidinas,
katechinas ir epikatechinas). Tyrimais irodyta, kad
pseudohipericino ir amentoflavono ar kvercetino ar Siy
triju  flavonoidy  kombinacijos  labai  padidina
antiuzdegimini poveiki [2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13].
Antimikrobinj jonaZoliy aktyvuma lemia floroglucinoliai
(hiperforinas, kurio antimikrobinis poveikis pasireiskia
prie§ gram-teigimas bakterijas), flavonoidai ir eteriniai
aliejai [2, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13]. Taip pat pasizymi
antivirusiniu veikimu, kuriam jtakos turi naftodiantronai
(hipericinas ir pseudohipericinas) [2, 3, 6, 9, 10, 13].
Jonazoliy preparatai pasizymi ir antioksidaciniu veikimu,
kuri lemia flavonoidai (kvercetinas, biapigeninas,
procianidinas, katechinas, epikatechinas) ir fenolinés
rugstys (kavos ragstis), kurie stabdo lipidy peroksidacija in
vivo bei oksidacija smegenyse (Alzhaimerio ligos,
amnezijos atvejais) [3, 5, 6, 8, 9, 10, 11]. Dél minétyju
farmakologiniy savybiy aktualu pagaminti punskieti
preparata su jonazoliy ekstraktu, kuris pasizyméty
antiuzdegiminiu, antimikrobiniu, antioksidaciniu veikimu
ir galéty buti taikomas burnos gleivinés ligy profilaktikoje,
dél turimy priimtiny jusliniy savybiu.

Tyrimy tikslas ir objektas — sumodeliuoti puskiecius
jonazoliy preparatus ir pagristi ju kokybeg biofarmaciniais
tyrimais in vitro.

Tyrimy metodika

Veikliyjy junginiy atpalaidavimo i§ geliy in vitro
tyrimai atlikti, naudojant modifikuotas Franz tipo difuzines
celes. Donorinés fazés kiekis (1 g) dedamas i celg su
natiiralios celiuliozés dializés membrana Cuprophan®
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(Medicell International Ltd., Londonas, Didzioji Britanija).
Akceptorine terpe pasirinkta 10 ml 70 proc. koncentracijos
etanolis. Akceptorinés terpés méginiai (2 ml), Kuris
(tirpalas A) buvo naudojamas bendro flavonoidy kiekio
nustatymui imti po 1, 2, 4, 6 val., ipilant toki pat tarj
§viezios akceptorinés terpés. Visi méginiai analizuoti
spektrofotometriniu  metodu: 2 ml tirpalo A kiekis
sumai$omas su 0,1 ml 1 M kalio acetato ir 0,1 ml 10 proc.
aliuminio chlorido. Sumai$oma ir palickama stovéti 30
min. Po to spektrofotometru Agilent 8453 UV-Vis
matuojamas optinis tankis, esant 407 nm Sviesos bangos
ilgiui (A). Bendras flavonoidy kiekis apskai¢iuojamas pagal
rutino kalibracinj grafika [1, 4].

Mikrobiologinio aktyvumo nustatymas atliekamas
pagal Ph Eur. 01/2002, 2.6.12. Mikrobiologinis tyrimas
atliktas aseptinémis salygomis. Mikrobiologinio tyrimo
metu nustatyta tirto preparato MSK (maZiausioji
slopinancioji  koncentracija) didZiausias preparato
skiedimas (maziausia preparato koncentracija), kuris dar
slopina konkreCios etaloninés mikroorganizmy kultiiros
augima. ParuoSus preparato pagrindinius tirpalus, buvo
atliekami skiedimai 10 ml Miulerio-Hintono agaru
(Mueller-Hinton Agar, Becton, Dickinson and Company)
ir gaunami darbiniai skiedimai Miulerio-Hintono agare,
kuriuose nustatytas tiriamy preparaty slopinamasis
poveikis (MSK) etaloniniy mikroorganizmy augimui. Po to
i kiekvieno skiedimo Petri 1ékstele su Miulerio - Hintono
agaru buvo s¢jamos etaloninés bakteriju kultdros:
Staphylococcus  aureus, Klebsiella ~ pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterrococcus faecalis, Proteus mirabilis, Bacillus cerius,
Candida albicans. Pas¢liai buvo inkubuoti 24 wval.
termostate 37°C temperatiiroje ir po to vertintas
mikroorganizmy augimas s¢jimo vietoje.

Rezultatai ir aptarimas

Eksperimentiniy tyrimy metu parinktas
gaminant skystaja jonazoliy iStrauka, santykiu 1:1.

tirpiklis
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1 lentelé. Tirpiklio itakos bendram flavonoidy kiekiui skystuosiuose
jonazoliy ekstraktuose tyrimo rezultatai
Table 1. Results, of the solvent effect on the total flavonoid amount in
liquid St. John's wort extracts

Ekstrakto Etanolio Bendras flavonoidy
pagam_inimo koncentracija kiekis (pagal
santykis ruting), mg/ml
2,46433
" 40% +0,1575
' 70% 6,03013
+0,1383

IS 1 lentelgje pateikty duomeny matyti, jog didesnis
suminis flavonoidy kiekis nustatomas iStraukoje, kai
ekstrahentu naudojamas 70 proc. etanolis. Todél remiantis
gautais rezultatais, kaip veiklioji medziaga puskieciy

sistemy gamyboje, pasirinktas skystasis jonazoliy
ekstraktas (1:1), kai ekstrahentas 70 proc. etanolis.
Skystojo jonazoliy ekstrakto antimikrobinio tyrimo

duomenys pateikiami 2 lenteléje. Tyrimo duomenys rodo,
kad visi tirti mikroorganizmai yra jautriis tam tikrai tirtojo
ekstrakto koncentracijai. Maziausiai jautrios tirtagjam
ekstraktui yra Enterococcus faecalis, Escherichia coli ir
Candida albicans. Bacillus cereus ir Staphylococcus
aureus yra jautriausios tirtajam jonaZoliy ekstraktui.

Pagaminti jonazoliy hidrofiliniai geliai, kuriy sudétyje
yra 10 ir 15 proc.. skystojo jonazoliy ekstrakto.
Gelifikuojan¢iomis medZziagomis naudotas karbomeras ir
poloksameras.

Siekiant nustatyti jonaZoliy  veikliyju junginiy
i$siskyrima i§ geliy, atliktas veikliyjy  junginiy
atpalaidavimo tyrimas in vitro. Tyrimais nustatyta, jog kai
akceptoriné terpé vanduo, po 6 val., atpalaiduojama tik
apie 6 proc. veikliyjy junginiy, tuo tarpu kai terpé 70 proc.
etanolis — apie 16 proc. flavonoidy. Parinkus akceptoring

terpg (70 proc. etanolis), atliktas jonazoliy geliy
biofarmacinis tyrimas in vitro. Tyrimui buvo pasirinkti
jonazoliy geliai pagaminti karbomero (K-70-15) ir
poloksamero (P-20-70-15, P-20-70-15) pagrindu, kuriuose
iterpta atitinkamai 10 ir 15 proc. skystojo jonaZoliy
ekstrakto.

18
16
14
12

Suminis flavonoidy kiekis (pagal ruting)
%

8
6
4
2
0
0 1 2 4 6
Trukmg, val
P-20-70-10 P-20-70-15 K-70-15

1 pav. Suminis atpalaiduotas flavonoidy kiekis i geliy su skystuoju
jonazoliy ekstraktu
ig. 1. Released total flavonoid content of the gels with liquid St. John's
wort extract

F

Remiantis atpalaidavimo tyrimo in vitro metu gautais
rezultatais nustatyta, kad panaSus suminis flavonoidy
kiekis atsipalaiduoja i§ jonazoliy karbomero ir
poloksamero geliy. Vertinant atpalaidavimo kinetika,
nustatyta, kad karbomero pagrindu pagaminty jonaZoliy
geliy, flavonoidai pradeda iSsiskirti jau po 1 val., o i§
poloksamero geliy po 2 val. (1 pav). Tyrimy rezultatai
parodé, jog pasirinktas pagrindas daro itaka veikliyjy
medziagy atplaidavimo greiCiui, bet nejtakoja atplaiduoto
bendro kiekio veikliyju medziagy po 6 val. tyrimo.

2 lentelé. Skystojo jonazoliy ekstrakto antimikrobinio aktyvumo tyrimo duomenys
Table 2. Results of St. John's wort liquid extract antimicrobial activity study

Skystojo
jonazoliy

Etaloninés bakterijy kulttiros

ekstrakto
maziausia
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koncentracija
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suminj
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1. Skystasis jonazoliy ekstraktas, santykiu 1:1,
tirpikliu naudojant 70 proc. etanolj, yra tinkama veikliosios
medziagos forma  hidrofiliniy  puskieCiy  sistemy
modeliavimui.

2. Stabilios, homogeniskos, priimtiny jusliniy
savybiy puskietés hidrofilinés sistemos pagamintos,
naudojant gelifikantais karbomera ir poloksamera.

3.  Sumodeliuotos hidrofilinés sistemos su skystuoju
jonazoliy ekstraktu pasizymi tinkamomis biofarmacinémis
savybémis. Jonazoliy geliui poloksmero pagrindu biidingas
prailgintas veikimas, nes veiklieji junginiai i§ sistemy
pradeda iSsiskirti po dviejy valandu, tuo tarpu i§ geliy
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Kristina Ramanauskien¢, Lina Kederiené, Vilma Petrikaité, Modestas Zilius, Ada Stelmakiené, Vaida Juskaite, Vitalis Briedis
Modeling of semisolid system with St. John's wort extract and its biopharmaceutical investigation

Summary

The aim of the study was to substantiate the principles of simulation of semi-hard forms with St. John's wort extract and to interpret their quality
based on biopharmaceutical studies. The quality of St. John's wort gels was evaluated according to active substance antimicrobial activity and the release
of active ingredients ( total amount of flavonoids) based on in vitro research results. Active ingredients in St. John's wort extract have an antimicrobial
and antibacterial effect. After 6 hours from experimental hydrogel released about the 16 % active ingredients ( total amount of flavonoids). The results
showed that the hydrophilic base had effect on the release rate of active ingredients, but had no effect on the total amount of released ingredients after 6
hours. Based on these quality parameters, semi-hard forms (gels) of St. John's wort are suitable for application on human skin.

St. John's wort, biopharmaceutical research, antimicrobial activity, semi-solid products
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