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Flavonoidy kiekybinis nustatymas juodyju serbenty lapuose (Ribis nigri folium)
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Juodyjy serbenty lapuose kaupiasi fenoliniai junginiai, kuriy pagrindiniai yra flavonoidai. Flavonoidy jvertinimui panaudojama jy savybé absorbuoti
UV spindulius. Spektrofotometriniu metodu nustatyta, kad juodyjy serbenty lapuose kaupiasi nuo 53,69 RE mg/g. iki 60,07 RE mg/g. Flavonoidy kiekis
lapuose didéja vaisiy brandos metu: augalui zydint nustatytas flavonoidy kiekis lapuose yra 12,9 RE mg/g. Uogoms pernokus — flavonoidy kiekis

padidéja iki 27, 9 RE mg/g.

Efektyvioji skys¢iy chromatografija — vienas pagrindiniy ir dazniausiai naudojamy metody tiek kokybiniam, tick kiekybiniam flavonoidy
nustatymui. Rutinas, katechinas, kvercetinas, hiperozidas ir chlorogeno ragstis — pagrindiniai junginiai randami juodyjy serbenty lapuose. Juodyjy
serbenty lapuose dominuojantis junginys yra rutinas. Jo kiekis sudaro 35% identifikuoty junginiy Hiperozidas — antras po rutino junginys, kurio kiekis
juoduyjy serbenty lapuose yra didziausias, nustatytas jo kiekis svyravo apie 2,98 RE mg/g. Augalui zydint lapuose dominuoja rutinas, jo kiekis 0,85 RE
mg/g. Vaisiy brandos metu nustatyti rutino ir hiperozido kiekiai analogiski. Vaistiné augaliné Zaliava - juodyjy serbenty lapai (Ribis nigri folium) turi

terapinj poveikj ir yra jtraukta j Europos bendrijos augaly monografija.
Ribes nigrum L, lapai, flavonoidai, spektrofotometrija, ESC

Ivadas

Vaistiné¢ augaliné zaliava - juodyjy serbenty lapai
(Ribis nigri folium.) kaip wvaistiné augaliné¢ zaliava
pasizymi terapiniu poveikiu ir yra jtraukta j EuropoS
Bendrijos augaly monografija, kuriag parengé Europos
vaisty agentiiros augaliniy vaistiniy preparaty komitetas
(HMPC) [EMA/HMPC, 2014].

Juodyjy serbenty lapai skatina $lapimo iSsiskyrima,
pasizymi diuretiniu poveikiu [ESCOP, 2014]. Europos
tradicinéje medicinoje naudojami reumatiniy ligy gydymui
[Garbacki, 2004]. Juodyjy serbenty lapai yra arbaty
imunitetui stiprinti receptiiros sudedamoji dalis.

Juodyjy serbenty lapuose kaupiasi fenoliniai junginiai
[Butnariu, 2014]. Literatiros duomenimis, juodyjy
serbenty Vvaisiai (uogos) turtingos antocianais, o lapai —
flavonoidais [Boranska-Kujawa, 2014]. Flavonoliai yra
pagrindiniai  flavonoidai juodyjy serbenty lapuose,
sudarantys 68% suminio fenoliniy junginiy kiekio [Luzak,
2014]. Nustatyta, kad pagrindiniai flavonoliai — kvercetino
glikozidai [Luzak, 2014].

Flavonoidai savo struktiiroje turi bent vieng aromatinj
ziedg, todél pasizymi savybe sugerti Sviesa UV spektro
dalyje  [Rijike, 2006]. Si savybé naudojama
spektrofotometrijoje ir leidzia jvertinti bendra fenoliniy
junginiy ir flavonoidy kiekj [Janulis, 2008].

Flavonoidy identifikavimui ir kiekybiniam jvertinimui
placiai naudojama efektyvioji skysCiy chromatografija
[Rijike, 2006]. Tai vienas populiariausiy Siuolaikiniy
flavonoidy tyrimui naudojamy metody, kuriam badingas
didelis atrankumas [Chernyak, 2007].

Uzsienio mokslininkai teigia, kad lapai, surinkti
birzelio ménesj turi didesnj fenoliniy junginiy kiekj nei
pilnai prinokusios uogos liepos ménesj [Gaizauskiene,
2009].

Tyrimy tikslas — identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti
flavonoidus juodyjy serbenty lapuose (Ribis nigri folium),
skirtingais augalo vegetacijos tarpsniais.

Tyrimy objektas — juodasis serbentas (Ribes nigrum
L.) — agrastiniy (Grossulariaceae) Seimos daugiametis
krtimas-vaistiné augaliné zaliava juodyjy serbenty lapai
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(Ribis nigri folium)
polifenoliai.

ir biologiskai veiklieji junginiai —

Tyrimy metodika

1. Zaliava

Cheminiam tyrimui paruosti juodyjy serbenty lapai
Ribis nigri folium) skirtingais augalo vegetacijos
tarpsniais: 1 — atzélimo, 2 — butonizacijos, 3 — zydéjimo, 4
vaisiy brandos Vidurio Lietuvoje, Raseiniy raj.,
Butkiskés km..

2. Reagentai

Tyrime naudoti reagentai, tirpikliai ir standartai buvo
chemiskai Svarsis. Dibidistiliuotas vanduo (vandens
gryninimo  sistema Milipore, Bedford MA, JAV),+
metanolis (Sigma-Aldrich, Vokietija), + trifluoracto riigstis
(Merck, Vokietija), + Folin-Ciocalteu reagentas (Sigma-
Aldrich, Vokietija), rutinas, hiperozidas, kvercetinas,
liuteolinas, chlorogeno r. (Sigma-Aldrich, Vokietija).

3. Aparatira

Bandinio ekstrakcija buvo vykdyta orbitalingje
purtykléje VWR Mini Shaker (J&M Scientific, JAV).

Bendras fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekis
nustatytas spektrofotometru MILTON ROY Spectronic
1201 (JAV).

Flavonoidai identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti ESC
chromatografu LiChroCART 125 — 4; LiChropher 100.

4. Ekstrakty ruosimas

Ekstraktai buvo ruoSiami atsveriant 0,5 g (0,001 g
tikslumu) orasausés susmulkintos juodyjy serbenty
augalinés zaliavos. Ekstrakcija buvo vykdoma su 20 ml 75
% metanoliu orbitalinéje purtykléje, leidziant purtytis 200
k/min grei¢iu 24 val. Gauti ekstraktai buvo filtruojami per
filtravimo popieriy, kurio pory dydis — 0,2 pm.

5. Spektrofotometrija

5.1 Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas

spektrofotometriniu metodu

Bendras fenoliniy junginiy kiekis juodyjy serbenty
lapuose nustatytas Folin — Ciocalteu metodu. Gauti
matavimy duomenys jvertinti pagal rutino kalibracinio
grafiko tiesinés regresijos lygti Y=1,0162x; R* = 0,9873.
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Rezultatai iSreiksti rutino ekvivalentais (RE) gramui

zaliavos. Absorbcija matuota esant 760 nm bangos ilgiui. Bendras fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekis
5.2 Bendras  flavonoidy kiekio nustatymas 20
spektrofotometriniu metodu
Flavonoidy kiekis nustatytas aliuminio chlorido AICl; 57 47 60,09 5706
kolorimetriniu metodu. Gauti duomenys jvertinti pagal 60 - e 53,69 i
rutino kalibracinj grafiko tiesinés regresijos lygti y = LT o —
0,9571x; R® = 0,9904. Rezultatai isreiksti rutino >0
ekvivalentais (RE) gramui zaliavos. Absorbcija matuota
esant 407 nm bangos ilgiui. 40
6. Flavonoidy kiekio nustatymas efektyvios skysciy
chromatografijos metodu (ESC) 30 27,73
Analizés salygos: 21,61 |0 T
Kolonélé: RP -18 —e; 20 S
Koloné¢lés tékmés greitis: 0,75 ml/min.; 12,9 -
Analizés laikas: 58 min.; 10 R -
Laikas tarp injekcijy: 61 min.; L -
Detektorius: UV; 0 N -
Detekcija: A = 254 nm.; Lapai- 1 Lapai - 2 Lapai - 3 Lapai - 4
Pory dydis: Sum; B Fenoliniai junginiai
Tirpikliai: A — vanduo, partigstintas trifluoracto ragstimi B Flavonoid z:i &
0,05%); B — bidistiliuotas vanduo : acetonitrilas : metanolis
(50:25:25);
Gradientas: 1 pav. Bendras fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekis juodyjy serbenty
T i A B ) S lapuose )
Fig. 1. Distribution of total amount of phenolic compounds and
0 99 % 1% fflavonoids in black currant leaves
40 1% 99 %
45 1% 99 % 2. Bendras  flavonoidy kiekio nustatymas
48 99 % 1% spektrofotometriniu metodu
58 99 % 1% Flavonoidy kiekis juodyjy serbenty lapuose didéja

Palyginus tirlamyjy meginiy ir standarty sulaikymo  pokstant vaisiams. Augalui Zydint nustatytas flavonoidy
laikus esant nurodytoms salygoms, identifikuoti fenoliniai  kjekis lapuose buvo 12,9 mg RE/g. UZmezgus uogas —
jungipigi. ‘Gauti duomenys jveljtinti‘p‘agal identiﬁkl}oﬁl flavonoidy lapuose padaugéja iki 23,26 mg RE/g. Vaisiy
fenoliniy junginiy standarty kalibraciniy grafiky tiesinés  prandos metu flavonoidy kiekis padidéja iki 23,70 mg

regresijoslygtis. RE/g. Daugiausia flavonoidy juodyjy serbenty lapuose
) nustayta vaisiy pernokimo metu, kuomet uogos net gi
Rezultatai susirauksléja - 27,79 mg RE/g. (1 pav.)
1. Flavonoidy kiekio nustatymas efektyvios skysciy
1. Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas chromatografijos metodu (ESC)
spektrofotometriniu metodu. Juodyjy serbenty (Ribes nigrum L.) lapuose dominuoja

Bendras fenoliniy junginiy kiekis juodyjy serbenty 6 junginiai: viena fenolin¢ ruigstis - chlorogeno raigstis,
lapuose varijuoja nuo 53,69 iki 60,09 mg RE/g. Vaisiu  keturi flavonoidai — rutinas, katechinas, kvercetinas ir
nokimas didelés jtakos fenoliniy junginiy kiekiui lapuose  hiperozidas ir vienas neatpazintas junginys.
neturi. Juodyjy serbenty lapuose dominuojantis junginys yra

Didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas  rutinas. Jo kiekis sudaro 35% identifikuoty junginiy. Antras
lapuose  vaisiy nokimo periodo pradzioje, kuomet  pagal kiekj — hiperozidas. Santykinis jo kiekis sudaro 31%.
uzmegztos uogos buvo zalios (60,09 mg RE/g). Vaisiams  Kvercetino kiekis lapuose sudaro 18% bendro fenoliniy
sunokus fenoliniy junginiy kiekis lapuose sumazejo iki  junginiy kiekio. Katechino ir chlorogeno ragsties
53,69 mg RE/g. (1 pav.) santykiniai kiekiai juodyjy serbenty lapuose yra vienodi (8

%) (1 lentelé)

1 lentelé. Pavieniy flavonoidy kiekiai ir plotai po kreivémis juodyjy serbenty lapuose surinktuose skirtingu augalo vegetacijos tarspniu.
Table 1. Amount of individual flavonoids and area under curve in Ribes nigrum leaves.

Rutinas Katechinas Kvercetinas Hiperozidas Chlorogeno r.

plotas RE mg/g | plotas RE mg/g | plotas RE mg/g | plotas RE mg/g | plotas RE mg/g
Lapai -1 | 1986,784 | 0,850826 | 517,036 | 0,221417 | 879,224 | 0,376521 | 1618,212 | 0,692987 | 570,834 | 0,244455
Lapai - 2 | 1931,395 | 0,827106 | 442,693 | 0,18958 | 780,582 | 0,334278 | 1669,546 | 0,714971 | 422,85 | 0,181082
Lapai - 3 | 2157,712 | 0,924024 | 483,909 | 0,20723 924,71 0,396 | 2134561 | 0,91411 | 408,511 | 0,174942
Lapai - 4 | 1640,214 | 0,70241 | 447,186 | 0,191504 | 1972,199 | 0,84458 | 3400,134 | 1,456082 | 570,501 | 0,244313
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2 pav. Lapy chromatogramos: A — lapai-1; B — Lapai-2; C — Lapai-3; D — Lapai-4
Fig. 2. Chromatograms of the leaves: A — Leaves -1; B — Leaves-2; C — Leaves -3; D — Leaves-4

Vidutinis rutino kiekis serbento lapuose 3,40 mg/g.
Augalui zydint rutino lapuose randama iki 2,5 mg/g.
Vaisiy brandos metu rutino padaugéja iki 3,3 mg/g.
Vaisiams pernokus — rutino kiekis dar labiau padidéja —
5,25 mg/g. Lapai kaupia didziausig rutino kiekj vaisiy
brandos pabaigoje, kai uogos net gi susirauksléja.

Hiperozido kiekis juodyjy serbenty lapuose yra
didZiausias, vidutiniskai jo yra 2,98 mg/g. Vaisiams
nokstant hiperozido kiekis palaipsniui mazéja. Zydéjimo
metu — lapuose hiperozido kiekis siekia iki 3,07 mg/g. -
vaisiams pernokus — hiperozido kiekis sumazéja iki 2,53
mg/g.

Vidutinis kvercetino kiekis juodyjy serbenty lapuose
yra 1,76 mg/g. Nuo augalo zydéjimo pradzios iki vaisiy
sunokimo jo kiekis didéja: zydint kvercetino yra iki 1,35
mg/g, uogy sunokimo metu — 1,429 mg/g. Uogoms
pernokus kvercetino kiekis iSauga kone dvigubai — 3,04
mg/g. Nustatyta, kad juodyjy serbenty lapai vaisiy
pernokimo metu kaupia didziausig kvercetino kiekj.

Juodyjy serbenty lapuose rastas nedidelis katechino
kiekis, vidutiniskai 0,73 mg/g. Didziausias katechino
kiekis lapuose nustatytas augalo zydéjimo metu 0,799
mg/g. Vaisiy brandos metu jo sumazja iki 0,748 mg/g.

Juodyjy serbenty lapuose nustatyta ir viena fenoliné
rugstis — chlorogeno raigstis. Vidutinis jos kiekis lapuose
yra 0,76 mg/g. Augalo zydéjimo metu jos kiekis siekia
0,88 mg/g. Augalui uzmezgus vaisius — jos Kkiekis
sumazéja iki 0,65 mg/g. Vaisiy brandos metu kiekis
iSliekia panasus - 0,63 mg/g. Uogoms pernokus —
chlorogeno ragsties kiekis padidéja iki 0,88 mg/g

ISvados

2015 m. altikta juodyjy serbenty (Ribes nigrum L.) —
agrastiniy (Grossulariaceae) Seimos daugiameéio augalo
vaistinés augalinés Zaliavos — juodyjy serbenty lapai (Ribis
nigri folium) ir biologiskai veikliyjy junginiy cheminiy
savybiy tyringjimai atskirais augaly vegetacijos tarpsniais
1-atzélimo, 2-butonizacijos, 3-zydéjimo, 4-vaisiy brandos
Vidurio Lietuvoje ir nustatyta:
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1. Juodyjy serbenty lapuose Kkaupiasi fenoliniai
junginiai, kuriy kiekis varijuoja nuo 53,69 iki 60,09 mg
RE/g. Vaisiy brandos tarpsnis fenoliniy junginiy kiekiui
lapuose jtakos neturi.

2. Juodyjy serbenty lapuose dominuoja rutinas,
katechinas, kvercetinas, hiperozidas ir chlorogeno ragstis.

Junginiy kiekiui lapuose jtakos turi vaisiy nokimo
periodas.

3.  Augalui zydint lapuose dominuoja rutinas. Vaisiy
brandos metu rutino ir hiperozido kiekiai panasis.
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Edita Elijosiuté, Audronis Luko$ius, Ona Ragazinskiené, Audrius Maruska
Determination of flavonoids in black currant leaves (Ribis nigri folium)

Summary

Black currant leaves (Ribis nigri folium) accumulate phenolic compounds. The major phenolic compounds ir black currant leaves are flavonoids.
Spectrophotometry showed that blackcurrant leaves acuumulates from 53,69 to 60,07 RE mg/g flavonoids. The quantity of flavonoids increases during
plant vegatation phases.

High performance liquid chromatography — one of the basic and most commonly method for qualitative adn quantitative determination of
flavonoids. Routin, catechin, quercetin, hyperoside and chlorogenic acid are the main compounds found in black currant leaves. The dominant compound
is routine. It‘s content is 35% of all identified compounds. Hyperozide — the second compound, whose amount is much higher than other. It‘s amount
on average is 2,98 RE mg/g. Pharmacy raw material — black currant leaves (Ribis nigrum folium) has the therapeutic effect and is included in the
European Community plant monograph.

Gauta 2016 m. kovo meén., atiduota spaudai 2016 m. balandzio mén.
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