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Mélynés (Vaccinium myrtillus 1..) vaisiy vaistinés augalinés Zaliavos
antociany tyrimas efektyviosios skysCiy chromatografijos metodu

Deividas Burdulis, Liudas Ivanauskas', Valdas Jakstas, Valdimaras Janulis
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Santrauka. Mélynés vaisiuose nustatyta flavonoidy (didzioji dalis antocianai), taniny,
fenoliniy, organiniy rigsciy ir kity biologiskai aktyviy junginiy. Terapini mélynés vaisiy poveikj
apsprendzia biologiskai aktyviis junginiai antocianai. Farmakologini poveiki sqlygojanciy
antociany kiekio jvairavimas mélynés vaisiuose reikSmingas optimizuojant vaistinés Zaliavos
rinkimo sqlygas.

Meélynés (Vaccinium myrtillus L.) vaisiy pavyzdziai surinkti 2006 m. liepos — rugséjo ménesiais
is Lietuvos teritorijoje esanciy natiraliy augavieciy. Atlikta ekstrakcija ultragarsu naudojant
metanolj kaip tirpikli. Vykdyta rigstiné hidrolizé iv, panaudojus atvirkstiniy faziy efektyviosios
skysciy chromatografijos metodq, jvertinta cianidino, delfinidino, petunidino, peonidino ir
malvidino antocianidiny kokybiné ir kiekiné sudétis. Tirtuose vaistinés zZaliavos pavyzdziuose
nustatytas vyraujantis antocianidinas — cianidinas. Tyrimo metu jvertinta antocianidiny kokybinés
ir kiekinés sudéties kitimo dinamika vegetacijos tarpsniais ir nustatytas ryskus antocianidiny
kiekio padidéjimas vaisiy nokimo pabaigoje. [vertintas antocianidiny kokybinés ir kiekinés sudéties
varijavimas mélynés vaisiuose, rinktuose skirtinguose Lietuvos regionuose. DidZiausias suminis
antocianidiny kiekis aptiktas pavyzdziuose, rinktuose Krikstoniy miske (1,78 proc.) ir Prieny
Sile (2,13 proc.), o maziausias BalkasodzZio miske (1,14 proc.) ir Ryliskiy miske (0,99 proc.)
rinktuose éminiuose. Nustatytas rySkus antocianidiny kiekio jvairavimas, siekiantis iki 28,40

proc. (delfinidino), kuris reikSmingas mélynés vaisiy Zaliavos standartizavimui.

Ivadas

Meélyné (Vaccinium myrtillus L.) — puskriimis, pri-
klausantis Ericaceae $eimai, augantis daugelyje Lie-
tuvos misky (1, 2). Mélynés vaisiuose nustatyta flavo-
noidy (didzioji dalis antocianai), taniny, fenoliniy ir
organiniy riigsciy, cukry, B grupés vitaminy, vitamino
C. Daugeliu atveju gydomaji mélynés vaisiy poveiki
apsprendzia biologiSkai aktyvis junginiai — antocianai
(3—8). Vaisiuose nustatyti delfinidino, cianidino, petu-
nidino, peonidino ir malvidino glikozidai gliukozidy,
galaktozidy ir arabinozidy pavidalo, kurie ne tik su-
teikia buidinga spalva, bet pasizymi ir placiu farmako-
loginiu poveikiu (2, 3, 9). Atliktais tyrimais jrodyta,
jog mélynés vaisiy preparatai mazina kapiliary tra-
puma, pagerina mikrocirkuliacija, pasiZymi stipriu an-
tioksidantiniu poveikiu, gerina naktinj matyma, varto-
jami diaréjos bei uzdegiminiy burnos ir gerklés ligu,
cukrinio diabeto ir hipertenzijos sukeltos retinopatijos
gydymui (2, 5, 10-12). Ypa¢ stipriu antioksidantiniu
poveikiu pasizymi pagrindinis mélynés vaisiy antocia-
nidinas — cianidinas. Moksliniais tyrimais jrodyta, jog

cianidinas yra net keturis kartus stipresnis antioksi-
dantas uz vitaming E (13). Antociany kiekiné sudétis
apsprendzia Zaliavos kokybeg. Europos farmakopéja
reglamentuoja minimaly antociany kieki $vieziuose
ir Saldytuose mélynés vaisiuose (>0,30 proc. paskai-
Ciuota cianidin-3-glikozidu) (14). RuoS$iant vaistiniy
augaliniy zaliavy paruosas, labai svarbu parinkti op-
timaliausia zaliavos rinkimo laika, kai susikaupgs
maksimalus biologiskai aktyviu junginiy kiekis.

Tyrimo tikslas. Nustatyti mélynés vaisiy antociany
kokybinés ir kiekinés sudéties kitimo dinamika vaisiy
nokimo tarpsniais bei jvertinti mélynés vaisiy anto-
cianidiny sudéties jvairavima skirtinguose Lietuvos
regionuose rinktuose pavyzdziuose.

Tyrimo medZiaga ir metodai

Augaliné Zaliava. Prinokusiy mélynés vaisiy pa-
vyzdziai surinkti 2006 m. liepos — rugséjo ménesiais
i§ Lietuvos teritorijoje esanciy natiiraliy augavieciu.
Eminiai rinkti Alytaus, Lazdiju, Prieny, Plungés bei
Varénos rajonuose (lentelé). Surinkti vaisiai nedelsiant
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Lentelé. Lietuvos regionuose rinkty pavyzdziy antocianidiny sudéties rodmenys ir jy statistinis jvertis

 Pavyzdzio Rinkimo Antocianidinai, proc.
rinkimo vietove data | delfinidinas | cianidinas | petunidinas | peonidinas | malvidinas | suma
Krikstoniy miskas| o o7 1; 027 0,83 0,29 021 0,18 1,78
(Lazdijy 1)

Ryliskiy miskas

(Alytaus 1) 0607 11 0,14 0,47 0,16 0,12 0,10 0,99
Balkasodzio mi$-

kas (Alytaus 1y | 0007 11 0,19 0,43 0,23 0,09 0,09 1,14
Nemunai¢io mis-

kas (Alytaus 1y | 0007 11 0,26 0,54 0,18 0,11 0,12 1,28
Puzoniy miskas | ¢ 47 1 0,27 0,84 0,28 0,19 0,16 1,74
(Prieny r.)

Prieny Silas 0607 10 0,37 1,01 0,37 0,19 0,19 2,13
(Prieny r.)

Merkinés miskas | o 07 11| 023 0.76 0.26 0,20 016 | 161
(Varénos r.)

Druskininku mis- | 7 131 (29 0,74 023 0.20 0.14 | 151
kas (Varénos r.)

Potyrio miskas | g7 1) 0,27 0,58 0,37 0,16 0,18 1,56
(Plungés 1.)

M 0,24 0,69 0,26 0,16 0,15

Min. 0,14 0,43 0,16 0,09 0,09

Maks. 0,37 1,01 0,37 0,21 0,19

S, 0,02 0,06 0,03 0,02 0,01

CV (proc.) 28,40 24.76 25,44 21,04 18,74

M — vidurkis, Min. — minimali reik§me, Maks. — maksimali reikSme, Sy —

CV (proc.) — variacijos koeficientas.

uzsaldyti ir laikyti —19+1°C temperatiiroje. Nuodzit-
vis nustatytas Europos farmakopéjos nurodytu metodu
(14).

Ekstrakcija. Apie 50 g Saldyty vaisiy sutrinama
grustuvéje. 5 g (tiksli masé) susmulkinty vaisiy supi-
lama 1 pla¢iadugng kolba, uzpilama 95 ml metanolio
ir ekstrahuojama ultragarso voneléje 10 minuciy. Gau-
ta iStrauka filtruojama per popierinj filtra i 100 ml
matavimo kolba, pripilama metanolio iki zymés (14).

Naudoti tirpikliai, reagentai ir standartai yra anali-
tinio Svarumo. Acetonitrilas ir 85 proc. fosforo rtigstis
isigyta i§ ,,Sigma — Aldrich GmbH*, (Buchs, Sveica-
rija), metanolis i$ ,,Roth* (Karlsruhe, Vokietija), 35
proc. vandenilio chlorido ruigstis i§ ,,Lachema“ (Nera-
tovice, Cekija). Antocianidiny standartai (malvidino,
cianidino, delfinidino, petunidino, peonidino) pirkti
i§ ,,Roth* (Karlsruhe, Vokietija) ir ,,Chromadex“ (San-
ta Ana, JAV). Naudotas dejonizuotas vanduo, ruo-
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vidurkio standartiné paklaida,

Siamas ,,Millipore” (JAV) vandens valymo sistema.

Riigstiné hidrolizé. 1 25 ml ekstrakto, gauto eks-
trakcijos metu, ipilta 8,5 ml koncentruotos vandenilio
chlorido rtigsties ir kaitinta vandens vonioje su griz-
tamuoju Saldytuvu 2 valandas.

ESC. Antocianidinams nustatyti ESC imta 2 ml
gauto ekstrakto, praskiesta metanoliu iki 10 ml ir filt-
ruota per membraninius 0,22 um pory dydzio filtrus
(,,Carl Roth GmbH", Karlsruhe, Vokietija). Analizei
atlikti naudotas chromatografas ,,Waters 2690 su
dviem detektoriais: ,,Waters 2487 UV/Vis* ir ,, Waters
996 PDA* (Waters, Milford, JAV). Kolonélé SUPEL-
CO HYPERSIL ODS (C18) 100%3 mm, su priesko-
lonéle, sorbento daleliy dydis — 3 um. Detekcija atlikta
prie 520 nm bangos ilgio. Injekuota 20 pl tiriamojo
ekstrakto. Tékmés greitis — 1 ml/min. Eliuavimas —
gradientinis. Eliuentas A — acetonitrilas (ACN), eliu-
entas B — ortofosforo riigstis 4 proc. (H,PO,). Taikytas
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Sis gradiento kitimas: 0 min. — 7 proc. A (93 proc. B),
37 min. — 25 proc. A (75 proc. B), 40 min. — 7 proc. A
(93 proc. B), 45 min. — 7 proc. A (93 proc. B). Analizé
atlikta kambario temperatiiroje. Antocianidiny tapatybé
nustatyta palyginus anali¢iy sulaikymo trukmes su
standarty sulaikymo trukmémis ir spektrais, gautais
su PDA detektoriumi. Kiekybiniam nustatymui suda-
ryti antocianidiny standarty kalibraciniai grafikai.
Standarty koncentracijy ribos: delfinidino —nuo 0,016
iki 0,048 mg/ml (r*> =0.9992), cianidino — nuo 0,044
iki 0,13 mg/ml (r>=0.9997), petunidino — nuo 0,016
iki 0,048 mg/ml (r*=0.9991), peonidino — nuo 0,008
iki 0,024 mg/ml (r>=0.9928), malvidino — nuo 0,008
iki 0,024 (r>=0.9744).

Statistinis duomeny jvertinimas. Statistiniam duo-
meny jvertinimui naudotas ,,SPSS* (Chicago, JAV)
statistinis paketas ir ,,MS Excel”“ (Microsoft, JAV)
kompiuteriné programa. Hierarchiné klasteriné analizé
pritaikyta skirtingose augavietése rinkty pavyzdziuy
palyginimui ir grupavimui. Dendrograma sudaryta pa-
gal tolimiausio kaimyno metoda. Grupiy sujungimas
atliktas remiantis euklidiniu atstumu.

Rezultatai ir jy aptarimas

Antociany kiekybiniam nustatymui vaistiniy auga-
liniy zaliavy ekstraktuose dazniausiai naudojami ka-
piliarinés elektroforezés ir efektyviosios skys¢iu chro-
matografijos metodai (15, 16). Spektrofotometrinis
metodas, apraSytas Europos farmakopéjoje, labiau

tinka vaistinés augalinés Zaliavos kokybés kontrolei,
nes jo kokybé jvertinama perskaiciavus antociany su-
ma pagal pagrindinj antociany komponenta (cianidin-
3-gliukozida). Mélynés vaisiuose nustatyti skirtingi
glikozidai, kuriy absorbcijos maksimumai gali skirtis.
Sio darbo metu vykdyta rigstiné hidrolizé, po kurios
atvirkstiniy faziy ESC metodu nustatyta mélynés vai-
siy antocianidiny sudétis ir jos kitimo dinamika vaisiy
nokimo tarpsniais bei jvertintas mélynés vaisiy anto-
cianidiny sudéties jvairavimas skirtinguose Lictuvos
regionuose rinktuose pavyzdziuose. Riigstinés hidro-
lizés metodas pasirinktas todél, kad jis uztikrina efek-
tyvy ir tiksly atskiry mélynés vaisiuose esanciy anto-
ciany aglikony kiekybinj nustatyma (18). Pirmame
paveiksle pateikiama mélynés vaisiy ekstrakto ESC
chromatograma.

Antocianidiny (delfinidino, cianidino, petunidino,
peonidino ir malvidino) kiekiai perskaiCiuoti visiSkai
sausai zaliavai. Antocianidiny kokybiné ir kiekiné
sudétis po riigstinés hidrolizés bei jos kitimas skir-
tingais vaisiy nokimo tarpsniais rinktuose éminiuose
(Balkasodzio, Nemunaicio ir Potyrio miSkuose) pa-
teikiama 2—4 paveiksluose.

ESC metodu nustatytas antocianidiny kiekio didé-
jimas mélynés vaisiuose nokimo tarpsniais (liepos —
rugséjo ménesiais). Suminis antocianidiny kiekis pa-
didéjo daugiau kaip tris kartus. Didziausias suminis
antociany kiekis visais vaisiy nokimo tarpsniais nusta-
tytas pavyzdziuose, rinktuose Potyrio miske (Plungés
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1 pav. Mélynés vaisiy ekstrakto ESC chromatograma
Analités: 1 — delfinidinas, 2 — cianidinas, 3 — petunidinas, 4 — peonidinas, 5 — malvidinas.
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rajonas), o maziausias — Balkasodzio misSke (Alytaus
rajonas) rinktuose éminiuose. Visuose éminiuose vy-
raujantis antocianidinas — cianidinas. Jo kiekiné su-
détis vidutiniskai padidéjo daugiau kaip tris kartus —
nuo 0,52 iki 1,73 proc. Delfinidino kiekis vidutini§kai
padidéjo nuo 0,24 iki 0,59 proc. Didziausi delfinidino
kiekiai, i§skyrus rugpjtcio viduryje (13 diena) rinkta-
me pavyzdyje, nustatyti Potyrio miske rinktuose émi-
niuose. Petunidino kiekiné sudétis kito maziausiai
vaisiy nokimo tarpsniais. Jo vidutiniS$kai nustatyta nuo
0,26 proc. liepos viduryje iki 0,54 proc. rugséjo pra-
dzioje. Didziausi petunidino kiekiai nustatyti liepos
ménesio pavyzdziuose, rinktuose Potyrio miske, o rug-
pjuicio ir rugséjo ménesio éminiuose, rinktuose Nemu-
naic¢io miSke. Liepos ménesi tirtuose éminiuose viduti-
nis petunidino kiekis padidéjo tik 0,05 proc., taciau
vaisiy nokimo tarpsnio pabaigoje nustatytas dukart
didesnis vidutinis jo kiekis (0,54 proc.). Pradiniais
vaisiy nokimo tarpsniais rinktuose éminiuose (liepos
11 diena) rasta vidutiniSkai 0,12 proc. peonidino ir
0,13 proc. malvidino, taciau liepos 20 ir rugpjtcio 13
dienomis rinktuose bandiniuose aptikti didesni kiekiai
peonidino nei malvidino. Rugséjo pradzioje rinktuose
éminiuose, kaip ir vaisiy nokimo pradzioje (liepos 11
diena), nustatyta vidutiniSkai daugiau malvidino (0,65
proc.) nei peonidino (0,53 proc.). Visuose bandiniuose
peonidino nustatyti didZiausi kiekiai Potyrio miske
rinktuose éminiuose, i§skyrus rugséjo pradzioje rinkta
pavyzdi, kur didziausias peonidino kiekis rastas
Nemunaic¢io mi§ke rinktame pavyzdyje (0,59 proc.).
Liepos ménesio éminiuose didziausi malvidino kiekiai
rasti Potyrio miske, o rugséjo pradzios — Nemunaicio
miske rinktuose pavyzdziuose.

Lietuvoje rinkty mélynés vaisiy éminiy analizés
ESC metodu duomenys pateikiami lenteléje. [vertinti

mélynés vaisiy antocianidiny variacijos koeficientai
(CV proc.). Nustatytas didziausias delfinidino kiekio
(CV — 28,40 proc.) ir maziausias malvidino kiekio
(CV — 18,74 proc.) ivairavimas mélynés vaistinés au-
galinés zaliavos éminiuose. Didziausias suminis anto-
cianidiny kiekis aptiktas pavyzdziuose, rinktuose
Krikstoniy miske (Lazdijy rajonas) ir Prieny $ile (Prie-
ny rajonas), o maziausias — Balkasodzio ir Ryliskiy
miSkuose (Alytaus rajonas) rinktuose éminiuose.

Klasterinés analizés dendrograma byloja apie skir-
tingy Lietuvos regionuose rinkty mélynés vaisiy anto-
cianidiny kiekinés sudéties jvairavima. Kiekviena
linija atspindi analizuojamaji pavyzdi. Aiskiai i$siskiria
keturi pagrindiniai klasteriai (5 pav.). Pirmaji klasteri
sudaro pavyzdziai rinkti i§ keturiy regiony (1, 5, 7,
8). Siems mélynés vaisiy éminiams badingi didesni
cianidino ir peonidino kiekiai. Antraji sudaro SeStasis
pavyzdys. Jam budingi didesni uz vidurkius visu
antocianidiny kiekiai. Treciajam klasteriui priskirtas
devintasis pavyzdys, kuriame nustatyti didesni uz
vidurkius delfinidino ir malvidino kiekiai. Ketvirtaji
klasteri sudaro 2, 3 ir 4 pavyzdziai, kuriuose nustatyti
mazesni uz vidurkius cianidino, petunidino ir peoni-
dino kiekiai.

ISvados

1. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu
ivertinta Lietuvos augavietése rinkty mélynés vaisiy
antociany sudétis. Tirtuose vaistinés zaliavos pavyz-
dzivose nustatytas vyraujantis antocianidinas — cia-
nidinas.

2. Tyrimo metu jvertinta antocianidiny kokybinés
ir kiekinés sudéties kitimo dinamika vegetacijos tarp-
sniais ir nustatytas rySkus antocianidiny kiekio padi-
déjimas vaisiy nokimo pabaigoje. Gauti duomenys

Sujungimo atstumas

—

Augavietés
= W B w00 -1 o

5 pav. Mélynés vaisiy antocianidiny sudéties priklausomumas nuo augavietés dendrograma
Dendrogramos augavieciy numeriai atitinka lenteléje pateiktus numerius.
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reikSmingi vykdant mélynés vaisiy zaliavos paruosas,
optimizuojant vaistinés Zaliavos rinkimo laika.

3. Ivertintas antocianidiny kokybinés ir kiekinés
sudéties varijavimas mélynés vaisiuose, rinktuose skir-
tinguose Lietuvos regionuose. Didziausias suminis
antocianidiny kiekis aptiktas pavyzdziuose, rinktuose
Krikstoniy miske (1,78 proc.) ir Prieny Sile (2,13
proc.), o maziausias — Balkasodzio miske (1,14 proc.)

ir Ryliskiy miske (0,99 proc.) rinktuose éminiuose.
Nustatytas rySkus antocianidiny kiekio jvairavimas,
siekiantis iki 28,40 proc. (delfinidino), kuris reikSmin-
gas mélynés vaisiy zaliavos standartizavimui.

Padéka
Autoriai dékoja KMU Mokslo fondui uz parama
atlickant Siuos tyrimus.

Analysis of anthocyanin content in bilberry (Vaccinium myrtillus L.) fruit crude
drugs by high-performance liquid chromatography method

Deividas Burdulis, Liudas Ivanauskas', Valdas Jakstas, Valdimaras Janulis
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmacognosy,
!Department of Analytical and Toxicological Chemistry, Kaunas University of Medicine, Lithuania

Key words: anthocyanins; chromatography; fruits; pharmacopeia; bilberry.

Summary. Bilberry (Vaccinium myrtillus L.) is rich in flavonoids (major part anthocyanins), tannins,
phenolic and organic acids, and other biologically active compounds. Anthocianins possess a broad spectrum
of therapeutic properties. Variation in anthocyanin content of bilberry fruit crude drugs is significant in optimiz-
ing collection conditions.

Bilberry (Vaccinium myrtillus L.) crude drug samples were collected in July—September of 2006 in natural
environment in the territory of Lithuania. Ultrasonic extraction was applied using methanol as solvent. Acidic
hydrolysis was performed. Qualitative and quantitative composition of five major anthocyanidins (delphinidin,
cyanidin, petunidin, peonidin, and malvidin) was estimated by high-performance liquid chromatography in
frozen fruits. Cyanidin predominated in all crude drug samples. Dynamics of variation in qualitative and
quantitative composition of anthocyanidins was estimated in bilberry fruits collected during vegetation period.
The greatest total amount of all analyzed anthocyanidins was determined at the end of investigated period.
Variation in qualitative and quantitative content of anthocyanidins in bilberry fruits collected in different
regions of Lithuania was estimated as well. The greatest total amounts of anthocyanidins were found in
samples collected in Krikstoniai forest (1.78%) and Prienai pinewood (2.13%) and the lowest amounts — in
samples collected in Balkasodis forest (1.14%) and Ryliskés forest (0.99%). Significant variation in
anthocyanidin content reaching 28.40% (delphinidin) was determined in bilberry fruits. It is important for the
standardization of bilberry fruit crude drugs.
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