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Sissejuhatus

Inimesed on aastatuhandete jooksul kasutanud ja siiani kasutavad erinevaid taimi, et ravida haigusi.
Nendest ravimtaimedest valmistati tdommiseid, teesid, kompresse ja salve. Taimed aitasid ravida
nendes sisalduvate bioaktiivsete ainete tottu, millede hulgas on naiteks fenoolid, flavonoidid ja
iridoidid. Uheks perekonnaks taimedest, milles sisalduvad eelnimetatud bioaktiivsed aineriihmad,
on madarad ehk Rubiaceae perekond [1][2].

Viimastel aastakiimnetel on tehtud palju uuringuid, mille eesmargiks on maarata bioaktiivsete
ainete sisaldust erinevates madara liikides, eriti poliifenoolide sisaldust nende antioksidatiivse
omaduse tottu [3]. Ka on madar levinud kogu maailmas, mistéttu saab seda potentsiaalselt
kasvatada ja kasutada peaaegu igas maailma osas.

Bioaktiivsete ainete sisalduste madramiseks kasutatakse spektrofotomeetrilist meetodit
varvusreaktsioonide alusel. Uldfenoolide mairamiseks kasutatakse tavaliselt reaktsiooni Folin-
Ciocalteu reaktiiviga, flavonoidide ildsisalduse hindamise jaoks kompleksi moodustumist AlCls-ga
jairidoidide kogusisalduse maaramiseks reaktsiooni Trim-Hill reagendiga [2]. Spektrofotomeetriline
meetod varvusreaktsioonide alusel ei véta palju aega ja voimaldab kiiresti saada vdrreldavaid
tulemusi.

Kaesoleva t66 eesmargiks on maarata nelja erineva madara ekstraktide tildfenoolide, flavonoidide
jairidoidide kogusisaldused varvusreaktsioonide alusel ja vorrelda neid omavahel. Lisaks hinnata ka
solvendi mdju erinevate Uhendigruppide ekstraheerimisvéimele.

Koige rohkem uuritud tGhendid leiti hobumadara Gites. Kui vorrelda solvente, siis tldfenoolide
ekstraheerimiseks sobib kdige rohkem 50% atsetoon, iridoidide ekstraheerimiseks 50% EtOH, kuid
parimat lahustit flavonoidide ekstraheerimiseks ei olnud vdimalik Gheselt hinnata.

See t60 koosneb 30 lehekiljest: kirjanduse Ulevaatest, kasutatud metoodikatest, tulemustest ja
arutelust.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1. Madarad

Perekond Galium L. (Rubiaceae) on suur ja kosmopoliitne perekond, kuhu kuulub enam kui 600 liiki
madaraid[2].

1.1.1. Eestis kasvavad madarad

Ule Eesti levinud mitmed madarad. Nende hulgas on: Varv-varjulill (Asperula tinctoria), hobumadar
(Galium verum), 16hnav madar (Galium odoratum), varvmadar (Galium boreale), valge madar
(Galium album), pdldmadar (Galium spurium), roomav madar (Galium aparine), ojamadar (Asperula
rivalis), soomadar (Galium palustre) ja lodumadar (Galium uliginosum) [4].

1.1.2. Madarate kasutamine rahvameditsiinis

Madarad on rahvameditsiinis kasutatusel mitmete erinevate probleemide raviks ja leevendamiseks.
Suurt hulka madaraid on tarvitatud nakkushaiguste ravimina [5]. Tavapéaraselt tarvitatakse
madaraid ka mao- ja peensoolepdletiku, haavandtdve ja palaviku puhul ning sapindristuse
suurendamiseks[6]. Roomav madar suurendab uriinieritust ja seda kasutatakse disuuria
(raskendatud urineerimine), kuseteede pdletiku, IimfisGlmepdletiku ja eriti lUmfisdlmede
suurenemise puhul. Sellel madaral on ka verdpuhastav, verejooksu tokestav ja kasvajatevastane
toime. Vanasti on roomava madara lrdist valmistatud teed joodud vasimuse ja skorbuudi vastu[7].

Ldhedase toimega on hobumadar ja I6hnav madar [6]. Lisaks naitas Hartwells’ uuring, et
hobumadar oli traditsiooniliselt kasutatud Euroopas ja Pd&hja-Ameerikas vahihaavandite ja
rinnavahi ravis. Hiinas oli seda kasutatud hepatiidi ravina [5]. Hobumadara maapealset osa kasutati
traditsiooniliselt rahustina ning hobumadara mahlast ja rasvast valmistatud salvi on tarvitatud
haavandite ja ekseemide raviks [7].

Pehme madar mdjub spasme 166gastavalt ning seda on kasutatud hiisteeria ja langetdve korral [6],
taime Urti on tarvitatud valispidiselt haavade, paisete ja ekseemide ravimisel [7]. Nii hobumadar kui
ka pehme madar oli traditsioonilises meditsiinis kasutatud ka epilepsia ravis [5]. Varvmadara abil
on pldtud aborti teha, samuti mdjub see higi- ja uriinieritust soodustavalt. Kolmegelist madarat
kasutatakse uriinieritust suurendava vahendina kivitéve korral ning modne neeruhaiguse
leevendamiseks. Hiinas kasutatakse madarat G. gracile ildise pdletikuvastase toime jaoks [6].

1.1.3. Madarates leiduvad Uhendid

Flavonoidid ja iridoidid leiduvad igas madaraliigis suuremal v&i vaiksemal kontsentratsioonil (Tabel
1) [2]. Varasemad hobumadara ja pehme madara fiitokeemilised uuringud kirjutasid
iridoidgliikosiidide, fenoolsete Ghendite ja triterpeenide olemasolust, aga leiti ka vaikeses koguses
tanniine, saponiine, eeterlikke dlisid, vahasid, pigmente ja C-vitamiini [5]. Saponiine ja steroide ei
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leitud monedes madarates nagu G. corrudifolium ja G. lucidum. Tanniinid ei leidu G. lucidum ja G.
mollugo. Eelnevalt mainitud madarate liigid ei sisaldunud antrakinoone ja stidamegliikosiide [2].

Tabel 1. Fiitokeemiliste iihendite olemasolu madarate liikides [2]

Liigid Flavonoidid® | Tanniinid | Saponiinid | Iridoidid | Steroidid/ triterpeenid
G. corrudifolium | ++ + - +/- -

G. cruciata ++ + + + +

G. divaricatum ++ ++ + ++ ++

G. lucidum + - - + -

G. mollugo + - + + +

G. palustre ++ ++ ++ ++ ++

G. parisiense ++ + ++ ++ ++

G. verum ++ ++ + ++ ++

(@) — negatiivne reaktsioon, +/- ndrk positiivne reaktsioon, + positiivne reaktsioon, ++ tugev positiivne reaktsioon.

On teada, et hobumadar ja pehme madar on rikkad iridoidide (Tabel 2) poolest [5]. Pehmes- ja
hobumadaras on enimlevinud iridoidiks asperulsiid. Ka on levinud naiteks asperulosiidihape,
monotropeiin ja loganiin. Vastupidi ei sisaldu hobumadaras galiosiid ja skandosiid metiillester, aga
pehmes madaras sisalduvad.

Tabel 2. Iridoidide leidumine hobumadaras ja pehmes madaras [5]

Keemiline nimi Hobumadar | Pehme madar
Asperulosiid + +
Monotropeiin + +
Asperulosiidhape + +
Loganiin + +
Galiosiid - +
Skandosiid metiilester - +

Samuti on leitud pehmes- ja hobumadaras mitmeid fenoolseid Ghendeid (Tabel 3). Fenoolsetest
Uhenditest leiduvad madarates (nditeks hobumadaras, I6hnavas madaras, pehmes madaras ja
roomavas madaras) kdige rohkem kvartsetiin, rutiin ja p-kumaarhape. Pehmes- ja hobumadaras
voivad sisalduda ka klorogeenhape ja kohvhape [8].

Roomava madara koostises on veel levinud bensiilisokinoliinalkaloidid (protopiin),
karboliinalkaloidid (harmiin), kinasoliinalkaloidid (1-hiidrokstidesoksiipeganiin, 8-hiidroksi-2,3-
dehldrodesoksiipeganiin), antratseenid, kumariinid, organilised happed, mineraalained (vask,



tsink,raud, mangaan, boor, titaan, strontsium, vanaadium, tallium, nikkel, moliibdeen) ja rasvolid
(6].

Tabel 3. Fenoolsed iihendid hobumadaras ja pehmes madaras [5]

Keemiline nimi Hobumadar Pehme
madar
Isorhamnetiin + -
Kvertsetiin + +
Rutiin + +
Klorogeenhape + +

1.2. FUtokemikaalid

1.2.1. Polufenoolid

Fenoolideks nimetatakse aromaatseid hudroksi-ihendeid, mille aromaatses tsiklis asendab
vesinikuaatomit hiidrokstulriihm voi nende derivaate (Joonis 1). Kui aromaatses tuumas on rohkem
kui Uks hidrokstulriihm, nimetatakse niisuguseid ihendeid polifenoolideks [9].

sHe

Benseen Fenool

Joonis 1. Aromaatne tsiikkel (benseen) ja aromaatne tsiikkel hiidroksiiiilriihmaga (fenool)

Enam levinud klassifikatsiooni kohaselt jagunevad nad aga OH-riihmade arvu jargi kolme rihma:
e Monofenoolid (Uihealuselised)
e Difenoolid (kahealuselised)
e Pollfenoolid (kolme- ja enamaluselised) (Joonis 2) [9]

COOH COOH

| OH
& 1
N\ g
S
\I OH /'/\\:}_ s
OH OH HO OH
p-hiidroksiibensoehape Protokatehhuhape Floroglutsiin

Joonis 2. Vasakult paremale: monofenool (p-hiidroksiibensoehape), difenool
(protokatehhuhape), poliifenooli (floroglutsiin) néidised

Paljud, koguni enamik pollifenoolidest on taimedes esindatud glikosiididena. Fenoolglikosiidid
kujutavad endast ihendeid, milles fenoolne osa (agliikoon) on ihendatud Uhe vGi mitme (he ja
sama vO0i erineva sahhariidi molekuliga (glikooniga) [9].



Taimedes esinevad lihtfenoolid sageli aldehildide vii karbokslililhapetena, naiteks fenoolne
fenlilpropanoid eugenool, aldehtitid vanilliin, fenoolhapped salitsiill-, feerula-, kohvhape jt [9].

Fenoolhapeteks nimetatakse benseenituuma omavaid Gihendeid, mille struktuuris on vahemalt tks
karboksulriihm ja vahemalt (iks hiidrokstulriihm. Need Gihendid jaotatakse kahte riihma:

e Bensoehappe derivaadid (Cs — C1)

e Kaneelhappe derivaadid (Cs — Cs) (Joonis 3) [9]

o) \\\f/ OH
X
) ~ ]
) o
OH :
X
Bensoehape Kaneelhape

Joonis 3. Bensoehape ja kaneelhappe derivaat

Bensoehappe derivaatide hulka kuuluvad fenoolsed happed on taimedes vordlemisi levinud vabal
kujul, aga samuti estrite voi glilkosiididena. Nende (iheks esindajaks on gallushape. Esinevaks
fenoolsete hapete estriks on naiteks vanilliin. Aniisaldehiilid esineb mitmete eeterlike olide
koostises[9]. Kaneelhappe derivaatide sekka kuuluvatest fenoolsetest hapetest on tuntumad p-
kumaarhape, kohvhape (Joonis 4), feerulahape ja sinaaphape. Feerulahape ja p-kumaarhape
leiduvad naiteks mdnedes Serbia ravimtaimedes [10]. Harva on neid taimedes vabal kujul, valdavalt
esinevad nad estritena. Kiinahape estrites on taimedes levinud naiteks klorogeenhape, mis sisaldub
ounades, pirnides, marjades ja kohvis [11], ja rosmariinhape (Joonis 4); harvem esineb alifaatsete
alkohoolide estreid. Seda tiipi fenoolhapped vdivad esineda veel amiididena, samitu gliikoosi

estritena [9].
X~ OH
(0]
N = OH

OH
Kohvhape
OH
o oH | HO._CO.H
AN ; X
o] HO OJ\Aﬁ
HO OH S
OH OH
Rosmariinhape Klorogeenhape

Joonis 4. Kohvhape, klorogeenhape ja rosmariinhape

Omaette fenoolsete tihendite rihma moodustavad hiidroksiibensoehapped ja nende derivaadid,
mida leidub peaaegu igas taimes: p-hidroksiibensoehape, protokatehhiinhape, vanilliinhape jt.
Vordlemisti tihti on taimedes ka selliseid happeid nagu gallushape ja sirelhape. Taimedes on nad
kas vabal kujul véi seotult. Viimasel juhul on erinevad hiidroksiibensoehapped omavahel seotud ja
moodustavad depsiide v6i esinevad glikosiididena [9].
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1.2.2. Iridoidid ja sekoiridoidid

Iridoidid ehk pseudoindikaanid on Cio-lihendid, mille ehituse aluseks on tsiklopentanopiiranoidne
tslikkel[9]. Sekoiridoidid silnteesitakse iridoididest, mille kaigus tsuklopentaantsikkel

stisinikuaatomite C; ja Cs vahel avaneb (Joonis 5) [9].

| H . H
CH, 0O —glikoos H,C 0 — gliikoos
Loganiin Sekologaniin

Joonis 5. Tsiiklopentaantsiikli avamine slisinikuaatomite C; ja Cg vahel

Iridoidid ja sekoiridoidid liigitakse kolme riihma: mittegliikosiidsed iridoidid, iridoidgliikosiidid ja

sekoiridoidgliikosiidid [9]:
e Mitteglikosiidsed iridoidid
o Mitteglikosiidsete iridoidide naditeks on iridodiaal ja valtraat.

e Iridoidgliikosiidid
o lIridoidglikosiidide riihma kuuluvad naiteks asperuloosid, lamiid, aukubiin,

loganiin jt (Joonis 6).

i
O
| "
H—— =5 OH H
| -
S - | ]
o Y _ Q
)|\ A O —gliukoos i H .
H.C 1) HO O —gliukoos
Asperulosiid Aukubiin

Joonis 6. Asperulosiidi ja aukubiini struktuuri skeemid

e Sekoiridoidgliikosiidid
o Sekoiridoidglikosiidide tahtsamateks esindajateks on sekologaniin ja

gentiopikrosiid [9].

1.2.3. Flavonoidid

Flavonoidid kuuluvad taimedes vaga laialt levinud fenoolsete (ihendite ja nende gliikosiidide riihma.
Nende struktuuri aluseks on difenlilpropaanituum Cs — C3 — Cg, tapsemalt 2-feniililkromaan ehk

flavaan (Joonis 7) [9].

Flavaan

Joonis 7. Flavonoidi struktuuri alus
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Olenevalt omavahel kondenseerunud kolme tsiiklise fragmendi ehitusest ja okslideerumisest
jagatakse flavonoidid alariihmadesse:
e Katehhiinid (flavaan-3-oolid)
o Katehbhiinide struktuuris on kaks asimmeetrilist siisinikuaatomit (C; ja C3), mistottu
nad vdivad esineda nelja isomeerina (D-katehhiin, L-katehhiin, D-epikatehhiin, L-
epikatehhiin).
e Leukoantotsianidiinid (proantotsianidiinid, flavaan-3,4-dioolid)
o Rdhma titpiliseks esindajaks on leukotstanidiin.
e Antotslanidiinid
o Enam levinud on tstianidiini, pelargonidiini ja delfinidiini gliikosiidid.
e Flavanoonid ja flavanonoolid
o Flavanoonide esindajaks on naringeniin.
o Flavanonoolide titpilisteks esindajateks on taksifoliin ja aromadendriin.
e Flavoonid ja flavonoolid
o Tuntumad flavonoolid on kvertsetiin, kempferool, isoramnetiin, miritsetiin jt,
glikosiididest eriti rutiin (kvertsetiin-3-ramnogliikosiid), kvertsitriin (kvertsetiin-3-
ramnosiid) jt.
o Flavoonidest esineb taimedes sagedamini aglikoone apigeniini ja luteoliini, mis
analoogoliselt flavonoolidega on taimedes esindatud paljude gliikosiididena.
e Halkoonid ja dihiidrohalkoonid
o Tulpilisteks halkoonideks on naiteks isolikviritigeniin.
o Dihtdrohalkoonidest on tuntumaid floretiin ja floridsiin.
e Auroonid
e Isoflavoonid
o Tuntumateks nendest on genisteiin ja daidseiin, samuti viimase metoksiileerunud
derivaat formononetiin.
e Biflavanoidid [9]

Enamik flavonoide on tahked kristallilised ained, varvuselt kas kollased (flavoonid, flavonoolid,
halkoonid, auroonid) v&i varvusetud (katehhiinid, leukoantotsianidiinid, flavanoonid,
isoflavoonid). Kollane vérvus on intensiivsem suurema hiidroksliilrihmade arvuga tihenditel [9].

1.3. AnaliUsimeetodid

1.3.1. Bioaktiivide anallisi meetodid

Bioaktiivsete ainete maaramiseks kasutatakse erinevaid meetodeid. Tihti on kasutusel fotomeetria
ja kromatograafia. Fotomeetria nadited on fotoelektrokolorimeetria ja spektrofotomeetria.
Fotoelektrokolorimeetria — meetod, mis maarab aine sisaldust optilise tiheduse alusel
fotoelektrokolorimeetri abil [12][13]. Spektrofotomeetria — meetod, mis maarab aine sisaldust
neeldumisspektri alusel [14][2]. Kromatograafia on ainete segu komponentideks lahustamise
meetod. Koige levinumad liigid on gaasi- (mobiilne faas on gaas) [15] ja
korgsurvevedelikkromatograafia (mobiilne faas on vedelik) [16].
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1.3.2. Varvusreaktsioonid

Véarvusreaktsioone on mugav kasutada, kuna neid saab kiiresti ja lihtsalt teostada, lahused on
stabiilsed ning on v&imalik hinnata Uld- ja kogusisalduseid. Vastavalt vdrvusreaktsioonile on
voimalik hinnata mitmeid erinevaid ainerihmasid.

Iridoidide (tdpsemalt iridoid-gliikosiidide) madramiseks kasutatakse varvusreaktsiooni Trim-Hill
reagendiga, mis annab lahusele sinise varvuse [2][17]. Trim-Hill reagent koosneb kontsentreeritud
dadikhappest ja soolhappest, millele on lisatud vaike hulk CuSO, vesilahust. Reaktsioon baseerub
happe lagundamisel ja varviliste produktide moodustamisel. Iridoidide sisaldust maarati
erinevatest taimedes naditeks Korea ravimtaimedes [18], India traditsioonilistes taimedes [19] ja
Plantago liikides [20].

Polifenoolide maaramiseks kasutatakse varvusreaktsiooni Folin-Ciocalteu (F-C) reaktiiviga. Reaktiiv
on fosfovolframhappe (H3PW1,040) ja fosfomoliibdeenhappe (HsPMo012040) segu, mis fenoolide
okstideerimisel aluselistes tingimustes taandub ja moodustab sinise (PMoW11040)* kompleksi
[2][3]. Polifenoolide sisalduse maaramine F-C reagendiga on laialt levinud, seda on kasutatud
hidroksadlrihmade hindamiseks erinevates viljades nagu paprika [21] ja granadill [22], erinevates
jookides [23] ning ka ravimtaimedes [24].

Flavonoidide maaramiseks kasutatakse naiteks varvusreaktsiooni AICl; reagendiga, mis annab
lahusele kollast varvust parast [Al"(flavonoid — H),]* kompleksi moodustamist [2][25]. AlCls
reagendiga on maaratud flavonoidide kogusisaldust erinevates ravimtaimedes [24] ja jookides nagu
punane vein ja tee [26].

1.3.3. Spektrofotomeetria

Keemias on spektrofotomeetria flilisikalis-keemiline ainete uurimise meetod, mis tegeleb ainete
neeldumisspektritega ultraviolett-, ndhtava valguse ja infrapunakiirguse piirkonnas.
Spektrofotomeetriliste =~ mootmiste  automatiseeritud  instrumentide  hulka  kuuluvad
spektrofotomeetrid, mis méddavad erinevate Uihendite neelduvust ultraviolett-ndhtavas (UV-Vis)
vGi infrapunakiirguse (IR) vahemikus [27].

Kdesolevas t60s kasutati tGhekiirelist UV-Vis spektrofotomeetrit, mis maarab vedeliku neelduvust
ultravioletses (180-390 nm) ja ndhtavas (390-780 nm) lainepikkuste vahemikus [28].
Spektrofotomeetri koostisosad (Joonis 8):

1. Kiirgusallikas (lamp voi laser)

2. Monokromaator(id) vaoi filter

3. Proov

4. Detektor

Mona-

Kiirgus- Proov Detektor Arvuti
allikas E:> | kromaator | |:> |:> |::>

Joonis 8. Uhekiirelise UV-Vis spektrofotomeetri skeem
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Meetod pdhineb ultraviolett voi ndhtava elektromagnetkiirguse intensiivsuse muutumisel, kui see
labib lahust, mis on asetatud labipaistvasse kivetti. Allikast valjuv valgus eraldatakse
monokromaatoriga kitsasteks lainepikkusteks, lastakse proovi ldbi ja mdddetakse detektoriga[29].
Uuritava aine kontsentratsioon on lineaarses soltuvuses neelduvusega. Neelduvuse maiaramine
baseerub Beer’i (ka Bouguer-Lambert-Beer’i) seadusel [27].

A=elc

Vérrand 1. Bouguer-Lambert- Beer'i seadus; A — neelduvus (lihikuta suurus), L — kihi paksus (cm), ¢
— lahuse molaarne kontsentratsioon (mol L2), € — neeldumistegur (M*cm™) [27]

Kolorimeetrilisi reaktsioone kasutatakse laialdaselt UV-Vis spektrofotomeetrilise meetodiga, mida
on lihtne ja kiire teostada ning rutiinses laborikasutuses kergesti rakendatav [14]. Peamised
meetodi eelised ja puudused on toodud Tabelis 4.

Tabel 4. UV-Vis spektrofotomeetri eelised ja puudused

Eelised Puudused

Mitte destruktiivne [30] Ei ole selektiivne

On lihtne kasutada [30] Valguse hajumine [30]

Suhteliselt odav [30] Kalibreerimise vajadus

Mdootmised saab teha kiiresti[30] Sobiva lahjenduse leidmine v&tab palju aega
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2. Too eesmark

Kadesoleva bakalaureuse t66 eesmark oli erinevate madaraliikide tldfenoolide, flavonoidide ja
iridoidide kogusisalduste vérdlus varvusreaktsioonide alusel.

Tapsemalt olid eesmarkideks:

e Madrata Uldfenoolide sisaldus neljas erinevas madaraliigis.

e Maarata flavonoidide Gldsisaldust neljas erinevas madaraliigis.

e Madrata iridoidide kogusisaldust neljas erinevas madaraliigis.

e Madrata llalmainitud aineriihmade sisaldust erinevates lahustites.
e Vorrelda saadud tulemusi omavahel liigiti ning lahusti mgju.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Kasutatud kemikaalid

Uldfenoolide sisalduse méairamisel kasutati 2M Folin-Ciocalteu reagenti (fosfovolframhappe
(HsPW1,040) ja fosfomolibdeenhappe (H3PMo12040) segu, Sigma-Aldrich, Sveits), veevaba
naatriumkarbonaati (Na,COs, Sigma-Aldrich, Saksamaa). Standardlahuste valmistamiseks kasutati
gallushappe monohiidraati (C;H60s-H,0, Sigma-Aldrich, Hiina) ja etanooli (EtOH, Sigma-Aldrich,
Saksamaa, puhtus 96,7%) lahust.

Uldflavonoidide maaramisel kasutati alumiiniumkloriidi (AICls, Fluka, Sveits). Standardlahuste
valmistamiseks kasutati kvartsetiini (CisH1007, Lachema/Chemapol, puhtus 99%) ja metanooli
(MeOH, Honeywell, USA).

Iridoidide kogukontsentratsiooni maaramiseks kasutati Trim-Hill reagenti, mis koosnes veevaba
dadikhapet (CHsCOOH, Sigma-Aldrich, Saksamaa, puhtus 99,8%), 37%-st soolhapet (HCI,
Honeywell/Fluka, Austria) ja vasksulfaat pentahudraati (CuSO45H,0, Sigma-Aldrich).
Standardlahuste valmistamiseks kasutati asperulosiidi (C1sH22011, MedChemExpress).

Lisaks kasutati ultrapuhast vett (MQ.cm < 18,2, Millipore Corporation, USA) ning atsetooni
(Honeywell, USA).

3.2.  Kasutatud aparatuur

Proovide peenestamiseks kasutati kohviveskit (Bomann KSW 445 CB, Hiina). Proovide kaalumiseks
oli kasutatud analiiiitiline kaal (Mettler Toledo AB207-S, Sveits) ning tehniline kaal (Mettler Toledo
PB1502-S/FACT, Sveits). Ekstraheerimiseks kasutati ultrahelivanni (Bandelin Sonorex Digital 10 P,
Saksamaa) ning loksutit (Orbital Shaker DOS-20M, Lati). Proovide tsentrifuugimiseks oli kasutusel
tsentrifuug Hettich Zentrifugen EBA 200 S, Saksamaa.

Katsete labiviimisel kasutati Varian Cary 50 Bio UV-Vis spektrofotomeetrit (Agilent Technologies,
USA). Lisaks oli kasutatud 1,5 mL plastkiivetid (NovaNatura, Itaalia) Folin-Ciocalteu reagendi jaoks,
1,5 mL plastkiivetid (Plastibrand, Saksamaa) AICl; reagendi jaoks ja 0,7 mL kvartskiivett (Hellma,
Saksamaa) Trim-Hill reagendi jaoks.

3.3. Standardlahuste valmistamine

Uldfenoolide mé&idramiseks kasutati standardlahustena gallushappe lahuseid erinevate
kontsentratsioonidega. Selleks kaaluti analiiitilise kaaluga mddtekolbi vajalik kogus gallushappe
monohudraadi pulbrit ning lisati EtOH, et saadi kontsentratsioon 5000 mg/L. Edasi valmistati
kalibratsiooniks 5000 mg/L gallushappe standardlahusest vajalikud 10; 25; 50; 75; 100 mg/L lahused
EtOHs.

Flavonoidide maadramiseks kasutati standardlahustena kvartsetiini lahuseid erinevate
kontsentratsioonidega. Selleks kaaluti anallitilise kaaluga modtkolbi vajalik kogus kvertsetiini
pulbrit ning lisati MeOH, et saada 2000 mg/L kontsentratsiooniga lahust. Edasi lahjendati seda
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lahust 10 korda, et saada 200 mg/L kontsentratsiooniga lahus. Seejarel valmistati kalibratsiooniks
200 mg/L-sest kvartsetiini standardlahusest vajalikud 2; 5; 10; 20; 40 mg/L lahused MeOHs.

Iridoidide  madramiseks kasutati standardlahustena asperulosiidi  lahuseid erinevate
kontsentratsioonidega. Kdigepealt pipeteeriti Eppendorfi vajalik kogus asperulosiidi lahust ning
lisati sobivat lahustit, et oli kontsentratsioon 1000 mg/L. Edasi valmistati kalibratsiooniks 1000 mg/L
standardlahusest vajalikud 100; 200; 400; 800; 1000 mg/L lahused proovile vastavas solvendis.

3.4. Taimne materjal ja proovi ettevalmistamine

Kasutusel oli nelja erineva madara kuivatatud taimne materjal (Joonis 9):
e Hobumadar (Galium Verum) (Kubja Urditalu, Eesti) — terve taim
e Hobumadara iirt (Galium Verum) (OU NORMAN RAVIMTAIMED, Eesti) — Siene (irt
e Roomav madar (Galium Aparine) koduaiast (Saaremaa, Eesti)

e Tundmatu (Saaremaa) madar koduaiast (Saaremaa, Eesti)
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c) d)
Joonis 9. Erinevad t66s kasutatud madarad, kus a — Saaremaa madar, b — roomav madar, ¢ —
hobumadara diene lirt, d — hobumadara terve taim

Valmistati 50% (v/v) atsetooni, 50% (v/v) EtOH ja 80% (v/v) EtOH lahused taimse massi
ekstraheerimiseks. Kdik madarad peenestati kohviveski abil ning kaaluti tehnilise kaaluga 1,00£0,05
g. Seejarel lisati 20 ml sobivat lahustit (50% ats, 50% EtOH v&i 80% EtOH) ja asetati tops loksutile
ning segati 30 minutit 250 rpm (podret minutis) juures. Edasi té6deldi proovi ultrahelivannis 30
minutit (350 kHz), parast tsentrifuugiti 10 minutit 8000 rpm juures ja eraldati supernatant uude
topsi. Ekstraktsioonid taimsest materjalist tehti kolmes paralleelis, millest Ghe valmistas t66 autor.

Edasi valmistati proovid supernatandist sobiva lahjendusega, et tulemus jaaks kalibratsiooni
vahemikku. Kui tulemus jai vahemikust valja, siis valmistati uuesti vastavalt suurema voi vdiksema
lahjendusega. Kui maarati Gldfenoole, siis sobivad lahjendused olid: 15x (korda) 50% atsetooni
ekstraktidel, 15x 50% EtOH ekstraktidel ning 10x 80% EtOH ekstraktide korral. Kui ma&adriti
Uldflavonoide, siis sobivad lahjendused olid 10x iga lahusti kohta (ja kolme tlilipi madara kohta) ja
30x iga lahusti kohta (G. Verum diese lirdi kohta). Kui maérati iridoide, siis sobivad lahjendused olid:
5x 50% ats ekstrakti puhul, 5x 50% EtOH ekstrakti korral ning 2x 80%EtOH ekstrakti korral.

3.5. Varvusreaktsioonide Idbiviimine

Poliifenoolide maadramiseks valmistati kiimne kordne lahjendus (1:9 Folin-Ciocalteu
reagent:ultrapuhas vesi, 1,2 M) ning 10% Na,COs (w/v) vesilahus, milleks kaaluti 10 g Na>COs, mis
segati 100 mL destilleeritud veega ning kuumutati lahus keemiseni. Anallisiks segati 1 ml
lahjendatud Folin-Ciocalteu lahust ja 0,2 ml proovi/kalibratsioonilahust ja jaeti 5 min reageerima.
Seejarel lisati 0,8 ml 10% Na.COs lahust ning jaeti reageerima toetemperatuuril 1 h pimedas, aeg-
ajalt segades. Tulemus moddeti spektrofotomeetriliselt 760 nm juures.

Valmistati 2% AICl; lahus MeOHs tdmbekapi all. Flavonoidide madramiseks segati 2% AICl; ja
analGlsitav  proov vahekorras 1:1, wvastavalt 600 pL AICl; ja 600 pL madarate
ekstrakt/kalibratsioonilahus, jdeti 30 minutit reageerima toetemperatuuril pimedas. Tulemus
moddeti spektrofotomeetriliselt 415 nm juures.
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Iridoidide maaramiseks valmistati Trim-Hilli reagent. Trim-Hill reagendi koostises oli dadikhape,
kontsentreeritud HCl ja 0,2% CuSO4-5H,0. Nimetatud Ghendid segati vastavalt vahekorras 10:0.5:1.
Anallitsiks segati valmistatud reagent ja anallilisitav proov vahekorras 10:1 vastavalt (600 pL + 60
pL), asetati sooja veevanni ning jaeti 15 min reageerima. Tulemus moddeti spektrofotomeetriliselt
609 nm juures.

Iga varvusreaktsiooni viidi 1abi kolm korda (n=3) ning tulemused anti nende keskvaartusena (x) ja
arvutati standardhalve (SD) ja suhteline standardhalve (RSD) vastavalt valmitele:

7= Xataptotin

n ’

kus X on keskmine vaartus, x; — esimese katse vaartus, x; — teise katse vaartus, n — katsete number

SD
X
Lisaks arvutati tulemused timber kasutatud kuivmassi peale vastavalt valemile:

mg
mg\_ _ G
C(g)_ 0,02 (L) * 1 (g)

kus c on kontsentratsioon.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. Uldfenoolide sisaldus

Uldfenoolide mé&iramiseks koostati kalibratsioonigraafikud F-C reaktsiooni alusel kasutades
standardainena gallushapet. Uldfenoolide kalibratsioonigraafiku abil (Joonis 10) oli arvutatud
Uldfenoolide kogusisaldus erinevate madarate jaoks ja teisendatud mg GAE/g kuivaine peale.
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Joonis 10. Kalibreerimisgraafik (ildfenoolide jaoks

Tabelis 5 on toodud (ildfenoolide sisaldus roomavas madaras erinevate lahustite jaoks. Roomavas
madaras on fenoolide sisaldus 50% ats ja 50% EtOH ekstraktides sarnane — atsetoonis 16,0 mg
GAE/g ja 50% EtOH 16,8 mg GAE/g. Lahustiga, milles etanooli kontsentratsioon oli suurem ehk 80%
EtOH, oli ekstraheerimine halvem ning fenoolide sisaldus oli margatavalt vaiksem.

Tabel 5. Uldfenoolide sisaldus roomavas madaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg GAE/g RSD, %

50% ats 16,0+1,3 7,8
50% EtOH Roomav madar 16,8+ 1,3 7,4
80% EtOH 12,5+0,7 5,7

Tabelis 6 on toodud Saaremaa tundmatu madara Uldfenoolide sisaldus. Tabelist on nédha, et
Saaremaa madarale sobis kdige rohkem 50% ats solvent, mis andis tulemuse 25,1 mg GAE/g. Teised
solvendid andsid vdiksemad tulemused, vastavalt 23,1 ja 17,6 mg GAE/g 50% EtOH ja 80% EtOH
puhul.

Tabel 6. Uldfenoolide sisaldus Saaremaa madaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg GAE/g RSD, %
50% ats 25,1+0,8 3,0
Saaremaa
50% EtOH 23,1+0,5 2,1
madar
80% EtOH 17,6 £ 0,5 3,0
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Suurim dldfenoolide kogusisaldus oli terves hobumadaras (Tabel 7) 50% ats solvendi kasutamisel,
mis oli 18,3 mg GAE/g, kuid samuti oli méargatav ka selle RSD 13%. Kui kasutati 50% EtOH, siis
polifenoolide sisaldus oli 16,8 mg GAE/g, aga ka selle RSD vaartus oli tle 12%. 80% EtOH sobis
ekstraktsiooniks kdige halvemini, kuna Gldfenoolide sisalduseks saadi vahem kui 12 mg GAE/g.

Tabel 7. Uldfenoolide sisaldus terves hobumadaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg GAE/g RSD, %
50% ats 18,3+2,3 12,5
Hobumadar,
50% EtOH 16,8+ 2,0 12,1
terve
80% EtOH 11,5+0,6 4,9

Uldfenoolide ekstraktsioon hobumadara Sitest (Tabel 8) on tundlik solventide suhtes. Sisalduse
vaartus 50% ats korral oli 27,2 mg GAE/g, 50% EtOH puhul 20,7 mg GAE/g ning 14,8 mg GAE/g 80%
EtOH kasutamisel. 80% EtOH andis mitte ainult vaiksem sisaldus, vaid ka suurim RSD, mis oli suurem
kui 20%.

Tabel 8. Uldfenoolide sisaldus hobumadara éites

Lahusti Taim Sisaldus, mg GAE/g RSD, %

50% ats 27,2+1,5 5,5
50% EtOH Hobumadar, ois 20,7+1,4 6,7
80% EtOH 148+3,4 22,9

Tulemuste pohjal saab jareldada, et 50% atsetoon sobib rohkem {ildfenoolide ekstraheerimiseks,
sest katsed selle lahustiga andsid paremaid tulemusi. 80% etanooli lahustiga saadi halvimaid
vaartusi. Vorreldes koiki tulemusi, tldine sisaldus varieerub 11 ja 27 mg GAE/g vahel erinevates
madarates. Kirjanduse alusel Gldfenoolide sisaldus hobumadaras varieerub 2,44 mg ja 86 mg GAE/g
vahel [2][31][1] ning 1,3 ja 111 mg GAE/g vahel vddrastes madarates [2][8], mis on vdga suur
vahemik. Sellest saab jareldada, et on oluline mis madar see on, kus ta kasvatas ja millal oli kogutud.

4.2.  Flavonoidide kogusisaldus

Flavonoidide maaramiseks koostati kalibratsioonigraafikud AICIs reaktsiooni alusel kasutades
standardainena kvertsetiini. Flavoniodide kalibratsioonigraafiku abil (Joonis 11) oli arvutatud
flavonoidide kogusisaldus erinevate madarate jaoks ja teisendatud mg QE/g kuivaine kohta.
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Joonis 11. Kalibreerimisgraafik flavonoidide jaoks

Roomavas madaras (Tabel 9) ei tletanud flavonoidide kogusisaldus 3 mg QE/g ning k&ige suurema
kontsentratsiooniga tulemisi saadi 80% EtOH lahustiga, milleks oli 2,6 mg QE/g. 50% ats ja 50% EtOH
solventidega saadi Ghesugused tulemused, milleks oli 2,1 mg QE/g.

Tabel 9. Flavonoidide kogusisaldus roomavas madaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg QE/g RSD, %

50% ats 2,10,2 9,4
50% EtOH Roomav madar 2,1+0,03 1,6
80% EtOH 2,6+0,1 3,5

Saaremaa madaras (Tabel 10) oli flavonoidide Uldsisaldus umbes 3 mg QE/g iga lahusti korral. Sellest
vOib jareldada, et solvendil ei olnud erilist m&ju flavonoidide ekstraheerimisel. Samuti oli RSD
vaartus koigil tulemustel alla 9%.

Tabel 10. Flavonoidide kogusisaldus Saaremaa madaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg QE/g RSD, %

50% ats 2,9+0,2 6,9
50% EtOH Saaremaa madar 3,0+£0,3 8,7
80% EtOH 3,0£0,2 7,9

Tabelis 11 on toodud tulemused terve hobumadara kohta. Flavanoidide sisaldus oli suurim 50% ats
lahustiga, mis andis tulemuseks 2,8 mg QE/g. 50% ja 80% EtOH korral saadi tihesugused tulemused
(2,6 mg QE/g), aga 80% EtOH kasutamisel oli RSD ile 26%.

Tabel 11. Flavonoidide kogusisaldus terves hobumadaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg QE/g RSD, %
50% ats 2,8+0,3 10,2
Hobumadar,
50% EtOH 2,6+0,1 3,9
terve
80% EtOH 2,6+0,7 26,2
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Tabelis 12 on toodud tulemused hobumadara dite kohta. 80% EtOH saadi vdiksem flavonoidide
sisaldus (4,6 mg QE/g) ja kdige suurem RSD, mis Uletas 30%. Natuke suurem sisaldus oli 50% EtOH
kasutamisel (5,6 mg QE/g) ja kdige parem tulemus saadi 50% ats korral, mis oli Gle 7 mg QE/g.

Tabel 12. Flavonoidide kogusisaldus hobumadara dites

Lahusti Taim Sisaldus, mg QE/g RSD, %

50% ats 7,3+0,5 7,4
50% EtOH Hobumadar, dis 5,6+0,5 8,2
80% EtOH 46+14 31,7

Tulemustest saab jareldada, et kéikides kasutatud madarates vélja arvatud hobumadara dites, kus
oli flavonoidide kogusisaldus umbes 3 mg QE/g. Hobumadara &ites varieerub kontsentratsioon 4 ja
7 mg QE/g vahel. Kirjanduses varieerub flavonoidide lldsisaldus erinevates madarates 2 ja 23 mg
QE/gvahel [2] ning 20 ja 70 mg rutiini ekvivalendis/g kuivmassi kohta [8]. On naha, et sisaldus rutiini
ekvivalendis on suurem kui QE, sellest jareldub, et erinevate ekvivalentide kasutamisel muutub ka
sisalduse vaartust.

Mis lahusti sobiks flavonoidide ekstraheerimiseks kdige paremini, ei saa Uheselt OGelda.
Ekstraheerimiseks roomavast madarast sobib kdige rohkem 80% EtOH, Saaremaa madarast 50%
EtOH ning hobumadarast 50% atsetoon.

4.3. Iridoidide Uldsisaldus

Iridoidide maaramiseks koostati kalibratsioonigraafikud Trim-Hill reaktsiooni alusel kasutades
standardainena asperulosiidi. Iridoidide kalibratsioonigraafiku abil (Joonis 12) oli arvutatud
iridoidide kogusisaldus erinevate madarate jaoks ja teisendatud mg AE/g kuivaine peale. Uldiselt
kasutatakse ekvivalendina aukubiini, aga selles t66s kasutati asperulosiidi, kuna see on madaratele
omane iridoidgliikosiid.
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Tabelist 13 on naha iridoidide kogusisaldust roomavas madaras, mille vaartused varieerusid 14-20
mg AE/g vahel. KBige suurema ja viiksema kontsentratsiooniga tulemused saadi vastavalt 50%
EtOH ja 50% ats lahustitega.

Tabel 13. Iridoidide kogusisaldus roomavas madaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg AE/g RSD, %

50% ats 139+1,2 8,7
50% EtOH Roomav madar 20,3+0,4 1,9
80% EtOH 15,2+0,2 1,4

Tabelis 14 on toodud iridoidide sisaldused Saaremaa madaras erinevate solventide korral, mille
vaartused varieerusid 20-22 mg AE/g vahel. K&ige suurem iridoidide sisaldus saadi 50% EtOH
lahustiga (21,8 mg QE/g). Kdige vaiksem tulemus oli 80% EtOH kasutamisel, mis andis vaartuseks
20,6 mg AE/g, samuti oli nimetatud solvendis suurim RSD, lle 15%.

Tabel 14. Iridoidide kogusisaldus madaras Saaremaalt

Lahusti Taim Sisaldus, mg AE/g RSD, %

50% ats 20,6 £0,7 3,2
50% EtOH Saaremaa madar 21,8+0,9 4,3
80% EtOH 19,8 +3,0 15,1

Terve hobumadaraga katsete tulemused on toodud tabelis 15. Iridoidide kogusisaldus oli
vahemikus 17-23 mg AE/g, kdige sobivam lahusti oli 50% EtOH. Viikseim tulemus (17,4 mg AE/g)
saadi kasutades 80% EtOH, mille standardhalve oli lile 15%. 50% ats kasutamisel saadi keskmine

tulemus ning ka selle RSD oli suurem kui 15%.

Tabel 15. Iridoidide kogusisaldus terves hobumadaras

Lahusti Taim Sisaldus, mg AE/g RSD, %
50% ats 19,1+3,0 15,6
Hobumadar,
50% EtOH 22,7+1,6 7,2
terve
80% EtOH 17,4+2,6 15,2

Iridoidide sisaldus hobumadara &ites (Tabel 16) oli kdigi solventidega suurem kui 20 mg AE/g. Kdige
suurem sisaldus, mis oli 40,8 mg AE/g, saadi 50% ats kasutamisel. Kdige vaiksem iridoidide
kontsentratsioon, mis oli 27,2 mg AE/g, saadi 80% EtOH kasutamisel, kuid saadud tulemuse RSD oli
suurem kui 20%.

Tabel 16. Iridoidide kogusisaldus hobumadara dites

Lahusti Taim Sisaldus, mg AE/g RSD, %

50% ats 40,8+2,9 7,1
50% EtOH Hobumadar, Ois 36,6 2,2 6,0
80% EtOH 27,2%5,6 20,6
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Tulemuste alusel saab 6elda, et iridoidide sisaldus oli tervetes taimedes oli sarnane, umbes 20 mg
AE/g. Oites saadud (ldsisaldus varieerus 27-40 mg AE/g vahel. Katsed 80% EtOH lahustiga andsid
suure suhtelise standardhalve, mis (iletas 15% kolme taime korral, vihjates iridoidide ebaihtlasele
ekstraheerimisele nimetatud solvendiga. Kirjanduses varieeruvad iridoidide sisalduse vaartused 59
ja 461 mg aukubiini ekvivalenti/g vahel [2]. Sellest vdib jareldada, et I6ppsisalduste vaartused
muutuvad kui kasutada erinevaid ekvivalentainet ning neid omavahel vorrelda ei tasu.

4 4. Liikide vaheline vordlus

Kui vorrelda lldfenoolide sisaldust erinevates madarates (Joonis 13), siis on ndha, et Saaremaa
madar ja hobumadara died on rikkama sisaldusega kui roomav ja terve hobumadar. Hobumadara
Oites on sisaldus 15-27 mg ja Saaremaa madaras 17-25 mg. Veel on margata tendentsi, et
Gldfenoolid eelistavad 50% atsetooni lahustit ning kdige vahem ekstraheeruvad 80% EtOH
kasutamisel. Kui vaadata hobumadarat, siis 6ites on suurem tldfenoolide sisaldus kui terves taimes.
Sellest voib jareldada, et on hobumadar heterogeenne taim ja suurem osa Uldfenoolidest asub
Oites.
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Roomav madar  Saaremaa madar Hobumadar, terve Hobumadar, Gis

;] o (3}

Uldfenoolide sisaldus, mg GAE/g

o

W 50% ats m50% EtOH 80% EtOH

Joonis 13. Uldfenoolide sisalduse vérdlus erinevates madarates

Joonisel 14 on toodud flavonoidide kogusisalduse vordlus. Jooniselt on hasti ndha, et hobumadara
Oied sisaldavad kdige rohkem flavonoide. Roomava, Saaremaa ja hobumadara keskmine
flavonoidide koguvéartus jdi 2-3 mg QE/g vahele, kuid hobumadara dites oli see kaks korda kdrgem,
4,6-7,3 mg QE/g. Roomav madar, Saaremaa madar ja terve hobumadar andsid enam-vihem
samasuguselt tulemused kdikide solventidga. Hobumadara ditest ekstraheerusid flavonoidid kdige
paremini 50% atsetooniga, edasi 50% EtOH ja kdige vahem 80% EtOH kasutades. Vdrreldes teiste
madaratega oli ka RSD kdige suurem hobumadara dite ekstraheerimisel, kus suurimaks vaartuseks
oli lle 31%.
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Flavonoidide kogusisaldus, mg QE/g

Roomav madar Saaremaa madar Hobumadar, terve  Hobumadar, &is
B 50% ats ®50%EtOH ™ 80% EtOH

Joonis 14. Flavonoidide sisalduse vordlus erinevates madarates

Sarnaselt flavonoidide sisaldusega, oli kdige suurem iridoidide kogusisaldus hobumadara dites ning
sobivaim solvent oli 50% ats Gite jaoks ja 50% EtOH tervete madarate jaoks (Joonis 15). K&ige
iridoidide vaesem taim nende hulgast oli roomav madar, mille keskmine sisaldus jai 16,5 mg AE/g
solventide keskmisena, kui hobumadara ie korral oli see 34,8 mg AE/g.

Roomav madar Saaremaa madar Hobumadar, terve Hobumadar, dis
W 50% ats ®W50% EtOH m 80% EtOH
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1
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Iridoidide kogusisaldus, mg AE/g

o

Joonis 15. Iridoidide sisalduse vdrdlus erinevates madarates

Nendest kolmest joonisest saab jareldada, et hobumadara Gied sisaldasid kdiki kolme aineriihma
suuremas proportsioonis kui teised uuritud madarad. Samuti vdib sellest omakorda jareldada, et
suurem osa bioaktiivsetest ainetest asus madarate ites. Uldfenoolide sisaldus oli sarnases
suurusjargus iridoidide kogusisaldusega kolmes madaras - roomav, Saaremaa ja terve hobumadar
— mis varieerub 20 mg ekvivalendi/g imber. Flavonoidide uldsisaldus oli palju vdiksem kdikides
madarates vorreldes Gldfenoolidega, mis on loogiline, kuna nad kuulavad uldfenoolide riihma alla.

Tulemused néitavad, et kdige rohkem oli Gldfenoole véimalik ekstraheerida Saaremaa madarast voi
hobumadara Gitest 50% ats solvendiga ning flavonoide ja iridoide sai maksimaalselt ekstraheerida
hobumadara ditest 50% ats solvendiga.
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Kokkuvote

K&esoleva t66 eesmargiks oli maarata bioaktiivseid Ghendid (ildfenoolid, flavonoidid ja iridoidid),
erinevatest Eestis kasvanud madaratest kasutades spektrofotomeetrilist ~meetodit
varvusreaktsioonide alusel ja vOrrelda saadud aineriihmade sisaldust séltuvalt taimest ja kasutatud
solvendist. Nende madaramine on oluline, kuna nad mdjuvad kasulikult inimese kehale.
Uldfenoolide, flavonoidide ja iridoidide kogusisalduste mairamiseks kasutati vastavalt Folin-
Ciocalteu reaktiivi, AICI3 reaktiivi ja Trim-Hill reaktiivi. Taimedest kasutati roomavat madarat,
Saaremaa madarat, tervet hobumadarat ja hobumadara Gisi.

K&ikides madarates jaid uldfenoolide sisaldused 11 ja 27 mg GAE/g vahemikku, flavonoidide
kogusisaldused 3 ja 7 mg QE/g vahemikku ning iridoidide kogusisaldused varieerusid 20-40 mg AE/g
vahel. Kdige suurema saagisega oli vdimalik ekstraheerida lldfenoole, flavonoide ja iridoide 50%
atsetooni vdi 50% EtOH kasutades.

Hobumadara Gites leidus kdige rohkem madratud bioaktiivseid UGhendeid. Selle pd&hjal tasub
edasistes uuringutes pigem kasutada madarate disi, mitte tervet taime, kui soovitakse saada suurim
kontsentratsioon (ihendeid. Samas tuleb meeles pidada, et dite voi ebasobiva solvendi kasutamisel
vOib suhteline standardhélve olla rohkem kui 20%.

Saadud tulemused langesid Uldiselt kokku kirjanduses toodud vaartustega, kuid vastavalt
aineriihmale olid kirjanduses saadud vahemikud Usna suured. Sellest voib jareldada, et taimede
metabolism on vaga tundlik ning bioaktiivsete ainete sisaldust vdivad md&jutada mitmesugused
tegurid nagu taime kogumise aastaaeg v0i toitainete sisaldus mullas. Tahelepanu tasub poorata ka
ekvivalentainetele, kuna tulemused sdltuvad margatavalt kasutatud ihendist.

Spektrofotomeetriline meetod varvusreaktsioonide alusel on hea meetod, et kiiresti maarata
ligikaudseid bioaktiivsete ainete sisaldusi. See meetod on mugav kui on vaja hinnata bioaktiivsete
Uhendite olemasolu taimedes.
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Abstract

The purpose of this work was to determine and compare the total concentration of bioactive
compounds such as total phenols, flavonoids and iridoids, using a spectrophotometric method
based on colorimetric analysis. Determinations of total phenolic, flavonoid and iridoid content were
done using the Folin-Ciocalteu reagent, AlCl; reagent and Trim-Hill reagent, respectively. The plants
used in this work were Galium Aparine, an unknown Galium from Saaremaa, Galium Verum (entire
plant and blossoms) of the Rubiaceae species.

In all of the madders, the total phenolic content ranged from 11 to 27 mg GAE/g, the flavonoid
content ranged from 3 to 7 mg QE/g, and the iridoid content ranged from 20 to 40 mg AE/g. The
highest recoveries for total phenols, flavonoids and iridoids were in 50% acetone or 50% ethanol.

G. Verum blossoms contained the most bioactive compounds overall. It demonstrates that in
further studies it would be better to use the blossoms rather than the entire plant to achieve the
highest concentration of the compounds. However, it should be borne in mind that when using
blossoms or an unsuitable solvent, the relative standard deviation may be more than 20%.

The obtained results coincided with the literature concentration ranges, although the ranges were
dependant on the bioactive compound class. From this it can be concluded that plants are very
sensitive and the content of bioactive substances can be influenced by various factors such as the
season at which the plant was collected or the content of nutrients in the soil. Attention should also
be placed on the substances used as equivalents as they greatly impact the results obtained.

The spectrophotometric method, which is based on colorimetric analysis, is a good method for
rapidly determining the approximate content of various bioactive substances. This method is
convenient when it is necessary to find the presence of bioactive compounds in plants.
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Tanuavaldused

T606 autor avaldab tdnu oma juhendajale abi eest t606 kirjutamisel, katsete labiviimisel ja keele
korrektuuril.
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