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Lilhendite loetelu

Liihend Eesti keeles Inglise keeles

ats Atsetoon Acetone

CE Kapillaarelektroforees Capillary electrophoresis
EOF Elektroosmootne voog Electroosmotic flow
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LOQ Madaramispiir Limit of quantitation

ME Maatriksi efekt Matrix effect

RUE Rutiini ekvivalent Rutin equivalent

SH Standardhélve Standard devination

SSH Suhteline standardhalve Relative standard devination
UV-Vis Ultraviolett-ndhtav Ultraviolet-visible




Sissejuhatus

Inimkond on taimi ravivahendina kasutanud juba ammustest aegadest. Ka vanad eestlased tarvitasid
ravimtaimi kdikvéimalike haiguste puhul. Taimede sisemisest vdest loodeti abi saada nii erinevate
haiguste nagu langetdbi, réuged, vahk kui ka alkoholismi, tedretdahnide, ehmatuse ja luupainaja
korral.

Tanaseks on kaasaegne teadus ja etnomeditsiin kinnitanud taimede meditsiinilistel eesmarkidel
kasutamise tohusust. Taimede tervistparandavad omadused on tingitud nendes sisalduvatest
bioaktiivsetest ainetest nn fliitokemikaalidest, mille hulka kuuluvad ka poliifenoolid ja flavonoidid.

Kdesolevas t66s kasutati uurimisobjektina kahte Eestis kasvanud vesikanepi liiki: harilikku ja
ndgeselehist vesikanepit. Paljud selle taime liigid on leidnud kasutust rahvameditsiinis tile maailma.
Vaatamata laiale levikule ei ole ndgeselehise ja hariliku vesikanepi keemiline koostis siiani suures
mahus uuritud.

Taimede keemilise koostise tuvastamisel on laialt kasutusel kolorimeetrilisel meetodil p&hinevaid
varvusreaktsioonid tanu nende lihtsusele ja odavusele. Folin-Ciocalteu varvusreaktsioon véimaldab
madrata polifenoolide kogusisaldust uuritavas proovis ja varvusreaktsioon AICl; reagendiga
flavonoidide kogusisladust.

Keskkonnasdbraliku anallisi teostamiseks kasutatakse kapilaarelektroforeesi, mille peamisteks
eelisteks on suur lahutusvGime, vdike proovide ja puhverlahuste vajadus, kuid ka minimaalne
jaatmete teke. CE meetod vGimaldab efektiivselt analtitisida bioaktiivsed ained taimedes, sealhulgas
vesikanepite liikides sisalduvaid fenoolseid tGihendeid.

Kaesoleva bakalaureuset66 eesmargiks oli maarata viaheuuritud taimedes nagu harilik (Eupatorium
cannabinum) ja nogeselehine vesikanep (Eupatorium rugosum) kogufenoolide ja flavonoidide
sisaldus kasutades varvusreaktsioone Folin-Ciocalteu ja AICl; reagendiga. Vorrelda nende
flitokemikaalide kogust ekstraktides, mis olid valmistatud erinevatel aastatel kogutud taimedest
kasutades kahte erinevat solventi: etanooli ja atsetooni vesilahust. Lisaks identifitseerida ja
kvantitatiivselt madrata rutiini, klorogeenhappe, kohvhappe ja kvertsetiini sisaldused harilikus ja
nogeselehises vesikanepis kasutades kapilaarelektroforeesi.



1 Kirjanduse llevaade

1.1 Vesikanepid

Perekond vesikanepid (Eupatorium) kuulub Asteraceae sugukonda, moodustades (ihe 13st
hdimkonnast - Eupatorieae. See hélmab peaaegu 1200 liiki, mis on peamiselt levinud Ameerika
troopilistes piirkondades, Euroopas, Aafrikas ja Aasias [1].

Harilik vesikanep (Eupatorium cannabinum L.) on jameda, s6lmilise rulja risoomiga mitmeaastane
rohttaim, mis vGib kasvada kuni pooleteisemeetriseks (Joonis 1). Pistine vars on llemises osas
harunenud, peenevaoline, lihikarvane, voib omada punakat varjundit. Lehed vastakud, alt
heledamad ja nadrmekad. Vaikesed, rohkearvulised korvoisikud on koondunud tihedatesse
kdnnasjatesse liitdisikutesse. Oiekroon mairdunud-punakas v8i roosakas, harvemini valge [2].

Nogeselehine vesikanep (Eupatorium rugosum) on mitmeaastane podsastaim, millel on vastakuti
asetsevad sakiliste servadega pikad lehed (Joonis 1). Taime Gied on vaikesed, valged ja moodustavad
varte tippudes lamedaid klastreid [3]. NGgeselehine vesikanep on levinud USA idaosa metsades ja
ka kivistes piirkondades. Nendel taimedel on parem varjutaluvus, kui Glejadanud Eupatoriumi liikidel.
Seda taime kasutatakse ka dekoratiivtaimena [4].

Joonis 1. Harilik vesikanep ja ndgeselehine vesikanep [5], [6]

Ainsana kasvab Eestis looduslikult ainult harilik vesikanep [7]. Seda leidub korgete ja tihedate
kogumikena niiskemal pinnasel: niitudel, metsaservades, kraavikallastel [8].

1.1.1 Vesikanepite keemiline koostis ja kasutamine meditsiinis

Vesikanepi keemilist koostist on vorreldes teiste taimedega mdnevdrra vahem uuritud. Maailma
ravimtaimede entstiklopeedia [8] andmetel sisaldab selle lirt (Eupatorii cannabini herba) eeterlikku
Oli, seskviterpeene (seskviterpeenlaktoonid nagu eupatoriopikriin ja eupatoliid), saponiine,
purrolisidiinalkaloide, polisahhariide, flavonoide, tanniine ja klorogeenhapet. Juurikas (Eupatoori
cannabini rhizoma) sisaldab seskviterpeene, saponiine, rasvhappeid ja inuliini [8].

Eeterlikud &lid annavad suure panuse taime bioloogilisse aktiivsusse. E. cannabinum’i 6lide keemilist
koostist ja nende antibakteriaalset toimet uurinud Itaalia teadlased tuvastasid selles 59 (ihendit,



millest germakreen D oli peamine koostisosa, sellele jargnesid a-farneseen ja 6-2-kareen [9]. Leedus
kogutud E. cannabinum'i dlis leiti samuti enim germakreen D, sellele jargnesid neriilatsetaat, B-
bisaboleen ja B-lGlangeen [10].

Suure panuse taime bioloogilisse aktiivsusesse annavad ka fenoolsed Ghendid. Esimesena eraldasid
ja tuvastasid vesikanepi Urdist 1954. aastal Grzybowska ja Jerzmanowska rutiini, kui peamise
flavonoidi [11]. Aquino jt eraldasid ja tuvastasid kolm peamist Ghendit, nimelt kampferool-3-O-
rutinosiidi, kvertsetiin-3-O-rutinosiidi (rutiini) ja kvertsetiin-3-O-glikosiidi [12]. Samuti on leitud ka
teiste uurijate poolt hariliku vesikanepi trdist kampferool-3-rutinosiidi, hiiperosiidi, isokvertsetiini
ja rutiini [13].

Ohukese kihi kromatograafia uuringutega tuvastati vesikanepis flavonoididest rutiin ja hiiperosiid
ning fenoolsetest hapetest klorogeen- ja kohvhape [1].

Paljudel vesikanepi liikidel on lai spekter farmakoloogilisi toimeid, nagu tsltotoksilised,
seenevastased, insektitsiidsed, antibakteriaalsed, pdletikuvastased ja valuvaigistavad. Harilikku
vesikanepit on pikka aega kasutatud meditsiinilistel eesmarkidel tdnu selle mitmekilgsele
farmakoloogilisele toimele ja rikkalikule aktiivsete (ihendite sisaldusele [14]. Flavonoidide,
polisahhariidide, mittemirgiste alkaloidide, seskviterpeenlaktoonide esinemisest harilikus
vesikanepis tulenevad immunoloogiline, antibakteriaalne ja tsiitostaatiline toime [1]. E.
cannabinum’i erinevad ekstraktid inhibeerivad nii gram-positiivsete kui ka gram-negatiivsete
bakterite kasvu [9], [15].

Euroopas kasutatakse harilikku vesikanepit rahvameditsiinis sageli kolereetilise, lahtistava,
diureetilise ja hipokolesteroleemilise toimeainena. Samuti kasutatakse seda nahahaiguste, nagu
psoriaas, ekseem ja paisete raviks [1]. Bulgaarlased on kasutanud hariliku vesikanepi lirti maksa- ja
sapipOiehaiguse, kusepeetuse, gripi ja hingamisteede nakkuslike p&letike korral [8].

Kuigi teaduskirjanduses ei leidu E. cannabinum'i kohta Euroopa meditsiini agentuuri aruannet ega
kliinilisi uuringuid selle manustamiseks, on Lewis jt andmetel leitud aga vesikanepit kaubanduslikes
kreemides koos teiste looduslike komponentidega (kookosdli, palmidli, kastoordli, oliividli,
mesilasvaha, nisudli ja rapsiseemnedli) ning see on olnud tGhus vahend pdletusjargse siigeluse
vahendamiseks [16].

Rahvameditsiinis on leidnud kasutust ka teised vesikanepi liigid. Verev vesikanep (Eupatorium
purpureum) on hariliku vesikanepiga saranase koostisega ja samasuguste kasutusaladega. Kaelus-
vesikanepit (Eupatorium perfoliatum) kasutakse PGhja-Ameerikas rahvameditsiinis kdha- ja
kilmetushaiguste raviks. Hiina meditsiinis kasutatakse bronhiidi ja diisenteeria korral kolmetist
vesikanepit (Eupatorium fortunei) ja tahulist vesikanepit (Eupatorium lindleyanum). Hiina
vesikanepit (Eupatorium chinese) tarvitatakse difteeria ja reumatoidartriidi puhul [8]. Pdlised
ameeriklased kasutasid nogeselehelist vesikanepit ehk valget ussijuurt (Eupatorium rugosum)
palaviku ja kuseteede haiguste raviks, monikord aga ka pdleva taime suitsu minestanud inimese
elustamiseks [17].

1.2 Fenoolsed tihendid

Fenoolid on aromaatsed hiidroksi-iihendid, mille aromaatses tsiiklis asendab vesinikuaatomit
hiadrokstilrithm, v6i nende (hendite derivaadid (Joonis 2). Lihtsamaks fenooliks on
hidrokslibenseen ehk fenool [18].
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Benseen Fenool

Joonis 2. Aromaatne tstikkel (benseen) ja fenool

Enam levinud fenoolide klassifikatsiooni kohaselt jagunevad need hiidroksiilrihma arvu jargi
kolme riihma:

e Monofenoolid, ehk ihealuselised. Esindajaks on p-hiidroksiibensoehape.
e Difenoolid, ehk kahealuselised. Esindajaks on protokatehhiinhape.
e Poliifenoolid, ehk kolme- ja enamaaluselised. Esindajaks on florogliitsinool[18].

Farmakognostiline klassifikatsioon aga pdéhineb molekulis olevate tstiklite ja k&rvalahela
susinikuaatomite arvul. Nende tunnuste alusel jagunevad fenoolid 10 riihma (Tabel 1)[18].

Tabel 1. Taimsete fenoolide klassifikatsioon

Siisiniku- Uldvalem | Fenoolsete iihendite riihm

aatomite arv

6 Ce Lihtfenoolid

7 Ce-C1 Bensoehappe, bensaldehiiidi ja bensiilalkoholi derivaadid
8 Ce-Cy Fenilaadikhapped ja fenltletanoidid

9 Ce-Cs3 Kaneelhappe derivaadid, kumariinid, isokumariinid, kromoonid
10 Ce-Cs Naftokinoonid

13 Cs-C1-Co Bensofenoonid, ksatoonid

14 Cs-Co-Ce Stilbeenid, antrakinoonid

15 C6-C3-Cs Flavonoidid

18 (C6-C3)2 Lignaanid ja neolignaanid

30 (Cs-C3-C¢), | Biflavonoidid

Fenoolid ja nende derivaadid on taimedes kdige enam levinud sekundaarsete metaboliitide
rihmaks. Enamasti esinevad nad taimedes gliikosiididena vdi estritena [18]. Fenoolseid ihendeid
peetakse tervist soodustavateks flitokemikaalideks, kuna neil on naidatud in vitro antiokstidantset
aktiivsust ning neile on omistatud kasulikke antibakteriaalseid, anti-glikeemilisi, viirusevastasteseid,
vahivastaseid, pdletikuvastaseid ja veresooni laiendavaid omadusi [19].



1.2.1 Fenoolhapped

Fenoolhapped on benseenituuma omavad (ihendid, mille struktuuris on vahemalt ks
karboksuilrihm ja vahemalt ks hidroksillrihm. Fenoolhapped jagatakse kahte rithma
bensoehappe derivaadid (Cs-C1) ja kaneelhappe derivaadid (Ce-C3)[18].

Bensoehappe derivaadid on taimedes enamasti levinud vabal kujul, estrite v8i gliikosiididena. Uheks
esindajaks on gallushape (Joonis 3), mis kuulub hidrolllsuvate tanninide struktuuri [18].
Gallushape on peamine fenoolhape tees, kuid seda leidub suurtes kogustes ka kastanites ja
mitmesugustes marjades [20].

(e}

(o]
OH
OH OH
OH
Bensoehape
HO

Gallushape
Joonis 3. Bensoehape ja selle derivaat gallushape

Kaneelhappe derivaadid esinevad taimedes vabal kujul harva, valdavalt esinevad nad estritena.
Kaneelhappe derivaatide hulka kuuluvad p-kumaarhape, kohvhape (Joonis 4), feruulhape ja
sinephape [18]. Kohvhapet leidub suurtes kogustes mdnedes Urtides, eriti Louna-Ameerikas
kasvavas yerba mate's ja tiiimianis. On teatatud suurest hulgast looduslike taimede allikatest, mis
on rikkad p-kumaarhappe poolest nagu seened, maapahklid, tomatid, porgandid ja kiitislauk [20].
Eriti laialt on taimedes levinud kohvhappe derivaadid, eelkdige klorogeenhape (Joonis 4).
Klorogeenhapet leidub kohvipuu (Coffea spp.) rohelistes ubades, tubakalehtedes ja kaukaasia
mustika (Vaccinium arctostaphylos) lehtedes [18].

0 o)
@/\)L OH;@/\)‘\
OH OH

Kaneelhape Kohvhape

HO  CO,H
(0]
OH N
o} OH
OH
OH
Klorogeenhape

Joonis 4. Kaneelhape, kohvhape ja klororgeenhape
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Nii nagu polifenoolid, on ka fenoolhapped tugevad antiokslidandid ja omavad antibakteriaalset,
viirusevastast, vahivastast ja poOletikuvastast toimet [21]. Fenoolhapete puhul so6ltub
antiokstidantne aktiivsus hiidroksiiiilriihmade arvust ja asendist karbokstilriihma suhtes. Erinevalt
m-hidroksiibensoehappest puudub p-hiidroksiibensoehappel ja o-hidroksiibensoehappel
antioksldatiivne  aktiivsus.  Antiokslidantne  aktiivsus  suureneb  hidroksillimisastme
suurenemisega, nagu naiteks trihidrokstilitud gallushape, mis nditab korget antiokslidantset
aktiivsust. Hidroksuilriihmade asendamine metokslllrihmadega 3- ja 5-positsioonis aga
vahendab aktiivsust [22].

1.2.2 Flavonoidid

Flavonoidid on taimedes vaga laialt levinud fenoolsete Ghendite ja nende glikosiidide riihm.
Suuremates voi vaiksemates kogustes leidub neid kdikides kdrgemates taimedes. Struktuuri aluseks
on difentilpropaanituum (flavaan), mille 15 siisinukuaatomit on paigutunud kolme tsiiklisse (Cs-Cs-
Ce) , mida tahistatakse vastavalt A, C ja B (Joonis 5) [18].

O
C

Joonis 5. 2-fentitilkromaan ehk flavaan

Praeguseks on taimedest eraldatud ja struktuur kindlaks maaratud umbes 4000 flavonoidil, millest
enamik esineb taimedes gliikosiididena. Enamik flavonoide on tahked kristallilised ained, varvuselt
kas kollased voi varvusetud. Flavonoidede gliikosiidsed vormid ehk kdik flavonoidid vélja arvatud
katehiinid, leukoantotsiiaanid ja isoflavoonid, lahustuvad hasti vees, ei lahustu véi lahustuvad
raskesti aga apolaarsetes lahustites. Seevastu agliikoonid lahustuvad hadsti metanoolis, etanoolis,
atsetoonis, etlitilatsetaadis ja leelise lahustes [18].

Rutiinil, kvertsetiinil (Joonis 6) ja mitmetel teistel flavonoididel on antihemorraagiline aktiivsus, nad
toimivad kapilaarveresoonte tugevdajana. Flavonoididel esineb hepatoprotektiivne toime, mis on
teaduslikult uuritud ja t6estatud. Neid kasutatakse ka sapisekretsiooni suurendavate, diureetiliste,
antimikroobsete, viirusevastatse, fungitsiidsete ja hlipoglikeemiliste vahenditena [18].

Kvertsetiin

Joonis 6. Rutiini ja kvertsetiini struktuurvalemid
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1.3 Kapillaarelektroforees

Elektroforees on elektriliselt laetud osakeste liikumine vedelikus elektrivdlja mojul: positiivsed
osakesed liiguvad katoodile (-) ja negatiivsed osakesed anoodile (+). Kapillaarelektroforees (CE)
hélmab elektroforeetiliste lahutamistehnikate perekonda, mis kasutavad elektrivélja, et lahutada
analllte nende laengu ja suuruse jargi. PGhiprintsiip pShineb elektroforeesil, mis on elektriliselt
laetud osakeste liikumine vedelikus (elektroliitidis) elektrivalja m&jul [23].

Kui ioone sisaldavale lahusele rakendada elektripotentsiaali, hakkavad ioonid liikkuma. Positiivse
elektrilaenguga ioonid ehk katioonid liiguvad negatiivse elektroodi (katoodi) suunas ja negatiivse
elektrilaenguga ioonid ehk anioonid liiguvad positiivse elektroodi (anoodi) suunas. Erinevad ioonid
liiguvad erineva kiirusega, mis on maadratud nende massi ja laengu suhtega. Kui on tegemist
iooniseguga, siis on sellel segul kalduvus elektroforeetilise lilkkumise kaigus lahutuda erinevate
ioonide tsoonideks. CE-protsess soltub iooni liikuvusest ja taustelektroliitidi elektroosmoosse voo
kiirusest, mis omakorda séltuvad muudest teguritest [24].

1.3.1 Elektroforeetiline liikuvus

Liikuvus iseloomustab, kui kiiresti liigub ioon puhvri ja elektrivalja kindla tugevuse juures. See
laenguga osakese omadus on maaratud iooni laengu ja raadiuse suhtega. looni liikumiskiirus oleneb
kahest ioonile mdjuvast vastandlikust joust: tdmbejoust ja takistusjoust. Takistusjou maarab puhvri
viskoossus ja iooni raadius. Viskoossuse ja/vdi iooni raadiuse suurenemisel suureneb ka takistusjoud
iooni triivimisel |dbi lahuse, mis omakord aeglustab iooni liikuvust. Takistusjoud avaldatakse
jargmiselt:

Fr = 6nnrv
Kus n on puhvri viskoossus, r on iooni raadius ja v iooni liikumiskiirus [24].

Tombejoud on elektrivalja tugevuse ja iooni summaarse laengu funktsioon. looni lilkkumine on seda
kiirem, mida suurem on viljatugevus ja/vdi iooni laeng. Témbejdud viljendatakse kujul:

FL = qE
Kus g on iooni laeng ja E on elektrivalja tugevus [24].

Tasakaaluolekus on molemad joud vordsed ja saab leida iooni liikumise kiirust. Liikumiskiiruse
madrab iooni laeng, pinge ja keskkonna viskoossus.

V= E= E
6T HEp

Kus pep on iooni liikuvus, ehk elektroforeetiline mobiilsus[24].
1.3.2 Elektroosmootne voog

Teine tegur, mis kontrollib lahusti migreerumist, on elektroosmootne voog (EOF). Laengu
puudumisel eeldatakse, et neutraalsed osakesed peaksid jddma paigale. Siiski liigub puhverlahus
tavalistes tingimustes ka katoodi suunas [23].

Elektroosmoos tekib sellepéarast, et kapilaartoru seinad on elektriliselt laetud. Rani kapillaartoru
pind sisaldab suurt hulka silanoolriihmi (Si-OH). pH-tasemel suurem kui kaks vG&i kolm,
deprotoneeruvad silanoolriihmad negatiivselt laetud silanaatioonideks (Si-O7). Puhverlahuse

12



katioonid tdmbuvad silanaationide poole ja modned neist katioonidest seovad tihedalt
silanaatioonidega, moodustades sisemise ehk fikseeritud kihi (Joonis 7). Teised katioonid on
Iddvemalt seotud, moodustades valise ehk mobiilse kihi. Need kihid koos moodustavad kaksikkihi.
Valiskihis olevad katioonid liiguvad katoodi poole. Kuna need katioonid on solvateerunud, tdmbavad
nad kaasa kogu puhvri, tekitades elektroosmoosse voo [25].
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Joonis 7. Elektroosmoosse voo tekkimine

Elektroosmootne voog on enamasti kiirem kui ioonide liikkumine, mis markimisvaarselt mojutab
kdiki lahutatavaid ioone. Kuna EOF on normaaltingimustes suunatud anoodilt katoodile, suurendab
see nahtus katioonide liikumiskiirust. EOF viib neutralsed osakesed lihtsalt kaasa, kuid need tthendid
ei lahutu elektroforeesis. Kuna EOF tugevus Uletab tavaliselt anioonide t6mbejéu anoodile, siis
hakkavad ka anioonid lilkkuma katoodi suunas vaiksema kiirusega, kui on EOF kiirus [24]. Vaikesed,
suurema laenguga katioonid valjuvad esimesena enne suuri vdiksema laenguga katioone. Neile
jargnevad neutraalsed molekulid liiguvad EOF-iga kaasa. Jargmisena valjuvad suuremad anioonid,
millel on vaiksem laeng ning viimaks suurema laenguga vaiksed anioonid, mille vdljumisaeg on kdige
pikem[23].

Peamisteks elektroosmootset voolu mdjuvateks teguriteks on taustelektroliidi/puhvri pH ja
rakendatud elektriline potentsiaal. Madalatel pH vaartustel on EOF vaike kuna deprotoneerunud
hidroksttlrihmi on vahe, alates pH-st 4 kasvab EOF-i kiirus lineaarselt, kuni see saavutab pH 7
platoo, kus kdik hiidroksttlriihmad on deprotoneerunud. Elektrosmoosi kiirus avaldub jargmise
valemiga:

v = — =
EOF 4mn 1 HEoF
kus € on keskkonna dielektriline labitavus, ¢ dzeeta-potentsiaal, n taustelektroltitdi/puhvri

viskoossus, U puhvrile rakendatud pinge ja | elektroodidevaheline kaugus, Ueor elektroosmootne
mobiilsus [24].
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1.3.3 Aparatuur

Kapillaarelektroforeesi pdhiseade koosneb kdrgepingeallikast elektrivalja tekitamiseks, kapillaarist,
anoodist ja katoodist koos puhvrianumatega ja viaalist, mis sisaldab uuritavat proovi ning detektorist
(Joonis 8) [25].

Kapillaar
Detektor
Anood (+) Y Katood (-)
| 17 ]
I ", 1
Sisend Viljund
puhvrianum  prgov puhvrianum

Korgepingeallikas

Joonis 8. Kapillaarelektroforessi aparatuur [25]

Pingeallikas peab hoidma stabiilset pinget 0-25 kV v6i andma sellele pingele vastavat stabiilset
voolu, mille tugevus on enamasti 10-100 pA. Pinge juhitakse plaatinaelektroodide kaudu puhvri
anumasse [24].

Proovi sisestamiseks asendatakse puhvri anum moneks ajaks proovi anumaga. P&hilised proovi
sisestamismeetodid on gravitatsiooniline, pneumaatiline ja elektrokineetiline [24].

Gravitatsioonilise meetodi korral tdstetakse proovi anum, mille sees on kapillaari esimene ots,
kdrgemale nivoole vdrreldes puhvri anumaga, kus on kapillaari teine ots. RGhkude vahe t&ttu voolab
osa proovist kapillaari. Selle meetodi puhul on sisestamise aeg lihike, et mitte péhjustada tsooni
laienemist. Selle meetodi puuduseks on see, et ei saa seda kasutada viskoossete puhvrite voi
kapillaargeelelektroforeesi korral [24].

Elektrokineetilise meetodi korral toimub proovi sisestamine elektroosmoosi teel, proovi anumale
rakendatakse 5-10 s kdrgepinget. Elektrokineetiline sisestamine diskrimineerib vaiksema liikuvusega
ioone, sest neid satub sisestamise valtel kapillaari vahem [24].

CE kapillaariks on enamasti poliamiidiga kaetud kvarts voi klaastoru, mille siseldbim&6t on 10-75
um ja valislaboot umbes 350 um. Koige olulisemad kapillaari parameetrid on sisediameeter,
kogupikkus ja kapilaari pikkus anoodilt detektorini (efektiivne pikkus) [23].

Kbige enam kasutatakse CE slisteemides UV-detektoreid. Kapillaar asetatakse ldabi detektori raku nii,
et polliamiididst puhastatud osa satuks UV-kiirguse ja fotoelemendi vahele. Mdnikord kasutatakse
ka fluorestsentsdetektoreid, kuid kuna paljud ained ei fluorestseeru, siis on proovi komponente vaja
eelnevalt derivatiseerida [24]. Kuid aga anorgaaniliste katioonide ja anioonide puhul, mis ei neela
UV-kiirgust voi ei fluorestseeru, kasutatakse kontaktivaba juhtivusdetektorit. Kontaktivaba
juhtivusdetektor koosneb kahest elektroodist, mis on paigutatud limber kapillaari (puudub otsene
kontakt taustelektroliiidiga) ja toimivad nagu kaks silindrilist kondensaatorit. Juhtivusdetektorid
nduavad madala juhtivusega taustelektroltite [26].
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1.3.4 Moisted seotud kapilaarelektroforeesiga

Lahutuvus naditab CE-s piikide eraldatust, mis on kromatograafilise kolonni kvaliteedi tahtsaim
naitaja. Lahutuvus defineeritakse kui

tr1 — tr2
wy + wy

R=2

Kus tr1 ja tr; On ainete migratsiooniajad, wi ja w; on piikide lauised poolkdrgusel [24].

Selektiivsus kromatograafias madratakse kahe lahustuva aine jaoks mahtfaktorite suhtena.
Selektiivsus avaldub kui

UEP1

a =
UEP2

Kus Hep1 and pep2 0n mSlema ainete elektroforeetiline mobiilsus. Selektiivsust saab sageli parandada
puhverlahuse pH vaartuse reguleerimisega [25].

Efektiivsus CE-s iseloomustatakse teoreetilise taldrikute arvuga, mida maaratakse vérrandiga

_ (ugp + Hgor)V

N
2D

Kus D on lahustatud aine difussioonikoefitsient, V on pinge, uep elektroforeetiline mobiilsus ja peor
elektroosmootiline mobiilsus. Valemist on ndha, et effektiivsus tduseb pinge suurenemisega. Samas
tGstab elektroosmoosse voo mobiilsuse suurendamine efektiivsust, kuid vahendab lahutuvust [25].

1.4 UV-Vis spektrofotomeetria

Spektrofotomeetria on kvantitatiivse anallisi meetod, mis véimaldab uurida materjalide optilisi
omadusi laias lainepikkuste vahemikus, nii ultravioletses kui ka nahtavas ja infrapunases spektrialas
[27].

Ultravioletne-ndhtav (UV-Vis) spektrofotomeetria on md&&tmismeetod elektromagnetkiirguse
intensiivsuse muutumise hindamiseks, kui see labib proovi vGi peegeldub proovi pinnalt
elektromagnetilise spektri ultravioletses (180-390 nm) ja nahtavas (390-780 nm) spektrialas.
Neeldumismddtmised vdivad toimuda Uhel lainepikkusel véi pikemas spektraalvahemikus [28].

Anallldi kontsentratsiooni lahuses saab maadrata mdotes absorbtsiooni teatud lainepikkusel ja
rakendades Beer-Lamberti seadust [28].

A =¢ebC

Beer-Lamberti seaduse valemis A on neelduvus, € on neeldumistegur, b on optiline teepikkus ja C
on lahuse molaarne kontsentratsioon. Uuritava aine kontsentratsioon on lineaarses séltuvuses
neelduvusega [28].

Kuigi iga spektri piirkond ja iga konkreetne té6tamisviis nGuab omaenda spetsiifilisi mooduleid, on
igas spektrofotomeetris pOhiosad samad: kiirgusallikas, proov, monokromaator, detektor ja
protsessor (Joonis 9) [29].

15



Monokromaator

A

v

Kiirgus Sisend Dispergeeriv Viljund

: . . Proov Detektor
allikas  pilu element pilu

Joonis 9. UV-Vis spektrofotomeetri ehitus [30]

1.5 Varvusreaktsioonid

Varvusreaktsioonide abil anallitis pdhineb kolorimeetrilisel meetodil, mis véimaldab kvantitatiivselt
maadrata komponendi sisaldust proovis varviliste lahuste valguse neeldumise mddtmise pdhjal
nahtavas spektri osas [31].

Folin-Ciocalteu varvusreaktsioon voimaldab maarata poliifenoolide kogusisaldust uuritavas proovis.
Fenoolriihmad okslideeritakse Folin—Ciocalteu reaktiiviga, mis sisladab fosfomoliibdeen-
(HsPMO1,040) ja fosfovolframhapet (HsPW1,040), moodustades 765 nm juures tuvastatava rohekas-
sinise (PmoW11040)* kompleksi [32]. Fenoolide analiiiisi valdkonnas rakendati Folin-Ciocalteu
varvusreaktsiooni algselt veinide uurimiseks, kuid see on niid saanud vérdlusmeetodiks, et
maarata ja kvantifitseerida fenooliihendeid mitmesugustes toiduainetes ja bioloogilistes proovides
tanu selle lihtsusele ja odavusele [33].

Flavonoidide lldsisalduse maaramiseks kasutatakse varvusrealtsiooni AlCl; reagendiga. Flavonoidid,
mis sisladavad C-3 voi C-5 hiidrokstilriihmi, moodustavad alumiiniumkloriidiga happekindlad
kompleksid, lisaks moodustuvad happe labiilsed kompleksid flavonoididega, mis sialduvad orto-
dihtdroksulsiisteeme. Tekkinud kollast varvi kompleksiihendeid saab tuvastada 415 nm juures
[34].

1.6 Ekstraktsioon

Ekstraktsiooni all mdistakse protseduuri, kus orgaaniline vGi vesilahus, ehk solvent, viiakse kontakti
prooviga, nii et huvi pakkuv proovi komponent lahustub solvendis. Segajad vGi (lejaanud
komponendid, mis ei paku huvi, jadvad proovi koostisesse. Tahketest proovidest komponentide
eraldamine toimub solvendiga segades, seejarel segu loksutatakse, filtreeritakse ja anallitsitakse
[24].

1.6.1 Soxhleti ekstraktsioon

Orgaaniliste Uhendite, sealhulgas pestitsiidide, politsikliliste aromaatsete siisivesinike ja fenoolide
ekstraheerimine tahkest faasist (naiteks muldadest, reovee setetest, juurviljadest, taimedest) on
ajalooliselt toimunud kasutades Soxhleti ekstraktsiooni. Eksisteerivad ka Soxhleti ekstraktsioonile
alternatiivsed meetodid, mille hulka kuuluvad mehaaniline loksutamine voi ekstraktsioon ultraheli
abil kasutades ultrahelivanni v6i sondi. Kuigi ultraheli abil ekstraktsioon on kahtlemata kiirem
meetod, peetakse Soxhleti sageli standardiks, millega k&iki teisi ldhenemisviise vorreldakse [35].
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Soxhleti ekstraktor (ehk Soxhleti aparaat) on laboratoorne seade vdahe v6i méddukalt lahustuvate
komponentide eraldamiseks tahkest materjalist sobivalt valitud solvendiga. Soxhleti ekstraktsiooni
aparatuur koosneb destillatsioonikolvist, ekstraktoriosast, elektrilisest kuumutusallikast ja
tagasivoolu jahutist vee sisse- ja viljavoolu otstega. On olemas kaks aparatuuri varianti. Uhel juhul
valjub solvendi aur seadmest, teisel juhul valgub solvent tagasi ekstraktori osasse. Soxhleti
ekstraktsioonis kasutatakse erinevaid orgaanilisi solvente, et eraldada orgaanilisi komponente
tahketest maatriksitest [35].

Ekstraheeritav proov pannakse koos poorse anumaga ekstraktorisse, mille alla paigutatakse
destillatsioonikolb solvendiga ja peale pannakse tagasivoolu jahuti. Solventi keedetakse,
kondenseerunud solvent valgub tahke materjaliga taidetud ekstraktoriosasse ja voolab labi proovi
tagasi alumisse kolbi. Mdne aja jooksul rikastub solvent anallilsitavate komponentiga [24].

1.6.2 Ultraheli ekstraktsioon

Ultraheli ekstraktsioonis kasutatakse kdrgsagedusheli laineid (20 kHz), et segada proovi anumas, mis
sisaldab ka orgaanilist solventi. On olemas kaks vGimalikku moodust ultraheliga to6tlemiseks:
ultrahelivann voi ultrahelisond [35].

Parast teatud koguse tahke proovi (tavaliselt 0,5-5 g) asetamist sobivasse klaasanumasse lisatakse
piisavas koguses orgaanilist lahustit, et katta proov vedelikukihiga. Seejarel t66deldakse proovi
umbes 3-30 minutit kdrgsagedusheli lainetega. Siis eraldatakse ekstrakti sisaldav solvent proovist
tsentrifuugimise ja/vai filtreerimise teel ning lisatakse varske solvent. Protsessi korratakse veel kaks
korda ja kdik ekstrakti sisladavad solvendid Ghendatakse. Ultraheli to6tlemise tottu véib solvent voi
proov kergelt soojeneda [35].
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2 Too0 eesmark

Kdesoleva bakalaureuset6d eesmargiks oli vorrelda polifenoolide ja flavonoidide sisaldust
erinevatel aastatel kogutud hariliku (Eupatorium cannabinum) ja ndégeselehise vesikanepi
(Eupatorium rugosum) Urtides kasutades erinevaid ekstrahente.

e Uurida erinevate ekstrahentide mdju vesikanepi proovides sisalduvate fenoolsete Ghendite
ekstraktsiooni saagistele.

e Madérata fenoolsete ihendite ja flavonoidide kogusisaldused kasutades varvusreatsioone.

e Madrata valitud fenoolsete Uhendite sisaldus ekstraktides kasutades
kapillaarelektroforeesi.
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3 Ekspertimentaalne osa

3.1 Kasutatud kemikaalid ja materjalid

Taimsete proovide ekstraheerimiseks kasutati etanooli (EtOH 96,7%, Magnum Veterinaaria, Eesti) ja
atsetooni vesilahuseid (CsHeO, Honeywell, Saksamaa).

Fenooliihendite madramisel kasutati 2M Folin-Ciocalteu reagenti, mis on fosfomolibdeen-
(HsPMO1,040) ja fosfovolframhapete (H3PW1,040) segu  (Sigma-Aldrich, Sveits) ning
naatriumkarbonaati (Na,COs, Sigma-Aldrich, Saksamaa). Kalibratsioonilahuste valmistamiseks
kasutati gallushapet (C;HgOs, Sigma-Aldrich, Saksamaa, puhtus 97%) ja etanooli (EtOH, Magnum
Veterinaaria, Eesti).

Flavonoidide maaramisel kasutati alumiiniumkloriidi (AICls, Fluka, Sveits) ja metanooli (MeOH,
Honeywell, USA). Kalibratsioonilahuste valmistamiseks kasutati rutiini trihGidraati (C27H30016 - 3H20,
Alfa Aesar, Saksamaa).

Komponentide analililsimisel kapillaarelektroforeesi abil kasutati naatriumhtdroksiidi lahust
(NaOH, Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja naatriumtetraboraati (Na;B4O; - 10H,0, Riedel-de Haén,
Saksamaa). Standardlahusena ja maatriksi efekti madramiseks kasutati rutiini trihidraati (C27H30016
3H,0, Alfa Aesar, Saksamaa), klorogeenhapet (CisH1509, Sigma-Aldrich, Hiina), kohvhapet (CsHgOs,
Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja kvertsetiini dihldraati (C1sH1007 - 2H,0, Alfa Aesar, Saksamaa).

Lisaks kasutati ultrapuhast vett (MQ, Millipore Corporation, USA).
3.2 Kasutatud aparatuur

Vesikanepite peenestamiseks kasutati kohviveskit (Bomann KSW 445 CB, Hiina). Ekstraheerimiseks
kasutati loksutit (Orbital Shaker DOS-20M, Lati) ja ultrahelivanni (Bandelin Sonorex Digital 10 P,
Saksamaa). Ainete kaalumiseks kasutati anallittilist kaalu (Mettler Toledo AB204-S, Sveits) ja
tehnilist kaalu (Mettler Toledo PB1502-S/FACT, Sveits). Ning proovide tsentrifugeerimiseks kasutati
tsentrifuuge 8000 p/min (Hettich Zentrifugen EBA 200 S, Saksamaa) ja 14 000 p/min (Biosan
Microspin 12, Lati).

Katsete analtlsimiseks kasutati Varian Cary 50 Bio UV-Vis spektrofotomeetrit (Agilent Tecnologies,
USA) ja polustireenist kiivette.

Toos kasutati CE seadet (Agilent Technologies G7100A, Saksamaa), mis oli varustatud DAD
detektoriga. Analiilitide eraldamiseks kasutati poliimiidkattega kvartskapilaari (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA).

3.3 Taimsete proovide valmistamine

Kaesolevas t66s uuriti kahte vesikanepi liiki: harilik vesikanep (Eupatorium cannabinum L.) ja
nogeselehine vesikanep (Eupatorium rugosum).

Ekstraktid valmistati jargmistest vesikanepi proovidest:

e Harilik vesikanep (Eupatorium cannabinum L.), kogutud 2022. aasta augustis Viljandimaalt,
Kdpu piirkonnast.

e Harilik vesikanep (Eupatorium cannabinum L.), kogutud 2023. aasta septembris
Viljandimaalt, Kdpu piirkonnast.
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e NOogeselehine vesikanep (Eupatorium rugosum), kogutud 2022. aasta septembris
Voérumaalt.
e Nogeselehine vesikanep (Eupatorium rugosum), kogutud 2023. aasta augustis Vorumaalt.

Kogutud taimed kuivatati toatemperatuuril hasti ventileeritud ruumis 6hu kades. Taimede maapealne
osa (lrt) peenestati kasutades kohviveskit. Kuna meie grupi eelnevate uuringute [36] p&hjal on
kindlaks tehtud, et etanooli ja atsetooni vesilahuses lahustuvad hésti nii fenoolsed happed kui ka
flavonoidid ja nende gliikosiidid, siis ekstraktsioonisolvente antud td6s ei optimeeritud. Uhele
grammile jahvatatud vesikanepi ja négeselehise kanepi urdile lisati 20 mL vastavalt 60% (v/v) EtOH
ja 60% (v/v) atsetooni lahust. Parast solvendi lisamist segati , orbital shaker” loksutiga 30 minutit
250 rpm juures. Seejarel ekstraheeriti ultraheli vannis 30 minutit temperatuuril 35°C. Parast
sonikeerimist supernatant dekanteeriti ja tsentrifuugiti 10 min 8000 p/min. Allesjadnud taimsete
osakeste eraldamiseks ekstraktist kasutati vaakumfiltrit. Ekstraktid sdilitati kilmkapis.

3.4 Standardlahuste valmistamine

Gallushapet kasutati standardainena polifenoolide maaramiseks. Valmistati gallushape alglahus
konstentratsiooniga 5 g/L, mille jaoks analltilistel kaaludel kaaluti vajalik kogus gallushapet ja
lahustati see esmalt 1 mL etanoolis ning seejarel lisati ultrapuhast vett kuni soovitud
kontestratsioonini. Alglahusest valmistati kalibratsioonilahused konstentratsioonidega 10; 25; 50;
75; 100 mg/L.

Rutiini kasutati standardinainena flavonoidide maé&aramiseks. Valmistati rutiini alglahus
konstentratsiooniga 0,2 g/L, mille jaoks anallitilistel kaaludel kaaluti vajalik kogus rutiin trihtidraati
ja lahustati see metanoolis. Alglahusest valmistati kalibratsioonilahused konstentratsioonidega 2; 5;
10; 20; 40 mg/L.

3.5 Varvusreaktsioonide ldbiviimine

Polifenoolide sisalduse mé&aramiseks kasutati Folin-Ciocalteu meetodit [36]. 2 mL-sse viaali
pipeteeriti 1 mL Folin Ciocalteu reaktiivi (lahjendatud 1:10 ultrapuhta veega), lisati 200 L solventi,
kalibratsioonilahust vdi taimeekstrakti ja lasti 8 minutit reageerida. Seejarel lisati 800 uL 10% Na,COs;
lahust ja jdeti pimedasse reageerima Uheks tunnniks, aeg-ajalt segades. Lahuste neelduvus
(absorptsioon) moddeti lainepikkusel 760 nm kasutades polistiireenist mikrokiivette. Tulemused
véljendati mg gallushappe ekvivalentides liitri ja grammi kuiva taimse materjali kohta (mg GAE/L ja
mg GAE/g).

Flavonoidide madaramiseks valmistati 2% AICl; lahus metanoolis. Reaktsiooni labiviimiseks segati 600
uL 2% AICl; lahust ja 600 uL solventi, kalibratsioonilahust v&i taimeproovi, mis seejarel pandi 30
minutiks pimedasse reageerima, aeg-ajalt segades. Lahuste neelduvus mdddeti lainepikkusel 415
nm kasutades polistireenist mikrokiivette. Tulemused valjendati mg rutiini ekvivalentis nii liitri kui
ka grammi kuiva taimse materjali kohta (mg RUE/L ja mg RUE/g).

Koikidest ekstraktidest tehti vajalikud lahjendused nii, et nende neelduvus jaaks
kalibratsioonigraafiku lineaarsesse alasse.

3.6 Kapillaarelektroforeesi labiviimine ja tingimused

Katsete labiviimiseks kasutati 50 um sisediameetriga kvartskapillaari, mille kogupikkus oli 65 cm ja
efektiivne pikkus 56,5 cm. Proov sisestati hiidrodiinaamiliselt 10 sekundit réhul 50 mbar. Kasseti
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temperatuur oli 25 °C ja rakendatav pinge 25 kV. Fenoolsete ihendite anallilsiks kasutati
taustelektroliiidina 33 mM naatriumtetraboraadi (Na,B;07 - 10H,0) lahust, pH 9,3.

Esmakordsel kapillaari kasutamisel pesti seda 5 min 5% &aadikhappe, vee ja seejarel kapillari
aktiveerimiseks 30 min 1 M NaOH lahusega. Enne igat katset pesti kapillaari 1M NaOH lahusega (3
min), veega (2 min) ja taustelektroltitidiga (5 min).

Kalibratsioonigraafikute koostamiseks valmistati kalibreerimislahused, mis sisaldasid nelja uuritavat
fenoolset Uhendit: rutiini, klorogeenhapet, kohvhapet ja kvertsetiini. Esiteks valmistati
standardainete emalahused kontsentratsiooniga 5 g/L. Selleks kaaluti analtittiliste kaalude abil
vajalik kogus vastavat analiiiti ja lahustati EtOH-s, vélja arvutud rutiin, mille lahus valmistati MeOH-
s, kuna see oli etanoolis halvasti lahustuv. Seejarel valmistati kalibratsioonilahused 50% EtOH-s, kus
iga analGiudi kontsentratsioon oli 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 ja 0,5 mg/mL. Iga kontsentratsiooniga
tehti kolm paralleelmdotmist paevas kolme pdeva jooksul.

Rutiini ja klorogeenhappe sisalduse maaramiseks taimsetes proovides tehti kolm paralleelm&&tmist
iga uuritava ekstraktiga. Maatriksi efekti madramiseks valiti proovid, mis olid kogutud 2022. aastal
ja ekstraheeritud 2023. aastal. Taimsetesse proovidesse lisati rutiini ja seejarel klorogeenhappe
lahust, nii et analtlitide I1dppkontsentratsioon oleks 0,25 mg/mL.

IUPAC’i definitsiooni jargi nimetatakse maatriksi efektiks valimi kdikide komponentide, valja arvatud
anallidi, koosmoju kontsentratsiooni mdétmisele. Maatriksi efekt (ME) arvutatakse jargmise
valemi abil:

A ik— A
ME(%) — spaik ekstrakt " 100'
Akalib

kus Aspaik 0N ainele vastava piigi pindala ekstraktis, kuhu on lisatud juurde selle aine standardit teatud

koguses, Aeckstrakt ON ainele vastava piigi pindala ekstraktis ja Awib On ainele vastava piigi pindala
kalibratsioonilahuses [37].

3.7 Valideerimine

Metoodika valideerimine on protsess, mille kaigus selgitatakse vélja, kas metoodika sobib
anallilsiks, milleks seda kasutatakse. Metoodika lineaarne ala on mododtepiirkond, kus anallitilise
signaali ja analliidi kontsentratsiooni vaheline séltuvus on lineaarne [38].

Avastamispiir (LOD) on vdhim anallGldi sisaldus proovis, mida on v&imalik detekteerida.
Maaramispiir (LOQ) on aga vahim anallGidi sisaldus proovis, mida saab usaldusvaarselt
kvantitatiivselt maarata [39].

Kordustapsus iseloomustab kindlaksmaaratud tingimustel samade proovide korduvate mddtmiste
tulemusel saadud vaartuste kokkulangevust. Seda valjendatakse tavaliselt absoluutse voi suhtelise
standardhalbe, dispersiooni vdi variatsioonikordajana [40].

Korduvuse korral sooritatakse korduvmddtmised lihikese aja valtel samas laboris, sama inimese
poolt ja samadel tingimustel. Korratavuse korral sooritatakse korduvmd&dtmised pikema aja valtel,
eri laborites, eri tootajate poolt vdi muul moel erinevatel tingimustel [38].

Standardhiélve (SH) ja suhtelise standardhalve (SSH) on korduvuse kui ka korratavuse kvantitatiivne
valjendaja ja neid arvutatkse jargmiste valemite jargi:
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SH
SHH = 3 * 100%,

kus x; on i-nda mddtmise tulemus, X on mddtmiste aritmmeetiline keskmine ja n on mddtmiste arv
[38].
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4 Tulemused ja arutelu

4.1 Polifenoolide kogusisaldus

Fenoolide (ldsisaldust uuritavates proovides maarati Folin-Ciocalteu varvusreaktsiooni abil.
Standardainena kasutati gallushapet ning selle pdhjal koostati kalibratsioonikdverad (Joonis 10),
mille jargi arvutati fenoollihendite kogusisaldus taimedes. Saadud tulemused teisendati
gallushappe ekvivalentidesse kuivmassi kohta, kasutades jargnevat valemit:

mg GAE C(m)*O,OZ(L)
C< g )= Ll(g) '

kus C on kontsentreatsioon kuivaine kohta ja ¢ on konstentratsioon, mis on saadud kasutades
kalibreerimisgraafikut.

1.4

y =0.0112x + 0.0328
R? = 0.9934

Absorptsioon, A= 760 nm
o o o o e
N H (o)} (o] = N

o

0 20 40 60 80 100 120
Kontsentratsioon, pg/mL

Joonis 10. Gallushappe kalibreerimisgraafik pollifenoolide kogusisalduse maaramiseks

Poliifenoolide sisaldused taimedes, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti samal aastal, on toodud
tabelis 2. Andmetest on naha, et hariliku vesikanepi ekstraktid sisaldavad 12-15% rohkem
polifenoole vorreldes ndgeselehise vesikanepiga. 60% atsetooni ekstraktis vastavalt 2280 ja 1705
mg GAE/L ning 60% EtOH ekstraktis 1835 ja 1434 mg GAE/L. Seejuures on m&lema taime puhul
atsetooni ekstraktides poliifenoolide sisaldus suurem.

Tabel 2. Poliifenoolide kogusisaldus taimedes, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti 2022. aastal

Taim ja lahusti Poliifenoolide sisaldus | Poliifenoolide sisaldus | SSH, %
+ SH, mg GAE/L + SH, mg GAE/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% | 1835 + 84 36,71 +1,68 4,59

Eupatorium cannabinum L. ats 60% 2280+111 45,59 £ 2,23 4,89

Eupatorium rugosum EtOH 60% 1434 + 49 28,68 £ 0,97 3,39

Eupatorium rugosum ats 60% 1705+ 62 34,11 +1,25 3,66
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Ekstraktid, mis valmistati 2023. aastal, nditasid sarnast polifenoolide sisaldust (Tabel 3)
ekstraktidega, mis valmistati 2022. aastal. Suurim poliifenoolide sisaldus oli hariliku vesikanepi
ekstraktidel nii etanooli ja astetooni solvendi kasutamisel, vastavalt 1923 ja 1942 mg GAE/L.
Nogeselehelise vesikanepi atsetooni ekstraktide puhul saadi 1801 mg GAE/L ja etanooli puhul
vaiksem sisaldus, ehk 1347 mg GAE/L.

Tabel 3. Poliifenoolide kogusisaldus taimedes, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti 2023. aastal

Taim ja lahusti Poliifenoolide sisaldus | Poliifenoolide sisaldus | SSH, %
+ SH, mg GAE/L + SH, mg GAE/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% | 1923 + 85 38,47 +£1,70 4,42

Eupatorium cannabinum L. ats 60% 1942 +74 38,83 +1,49 3,83

Eupatorium rugosum EtOH 60% 1347 + 89 26,95+1,78 6,60

Eupatorium rugosum ats 60% 1801 +121 36,03 +2,41 6,70

Tabelis 4 on toodud poliifenoolide sisaldus taimedes, mis koguti 2023. aastal. On margata, et hariliku
vesikanepi puhul on poliifenoolide kogused tunduvalt vaiksemad kui 2022. aastal kogutud taimede
ekstraktides, 60% etanooli ekstraktis 458,5 mg GAE/L ja 60% atsetooni ekstraktis 483,3 mg GAE/L.
Nogeselehise vesikanepi puhul aga suuremad, kus etanooli puhul saadi tulemuseks 1727 mg GAE/L
ja atsetooni puhul 2241 mg GAE/L.

Tabel 4. Poliifenoolide kogusisaldus taimedes, mis koguti 2023. aastal ja ekstraheeriti 2023. aastal

Taim ja lahusti Poliifenoolide sisaldus | Poliifenoolide sisaldus | SSH, %
+ SH, mg GAE/L + SH, mg GAE/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% | 458,5 + 34,5 9,17 £ 0,69 7,52

Eupatorium cannabinum L. ats 60% 483,3+18,7 9,67 +0,37 3,87

Eupatorium rugosum EtOH 60% 1727 £ 67 34,53+1,34 3,87

Eupatorium rugosum ats 60% 2241 +£ 26 44,83 £ 0,53 1,17

Vastavalt saadud andmetele voib jareldada, et poliifenoolide sisaldus vesikanepi liikides varieerub
markimisvaarselt aastast aastasse. Kui hariliku vesikanepi kogufenoolide sisaldus 2022. aasta
proovides oli 38,83 mg GAE/g, siis 2023. aastal kogutud proovides ainult 9,67 mg GAE/g.
Vastupidiselt tousis aga ndgeselehise vesikanepi kogufenoolide sisaldus 2023. aastal kogutud
proovides vGrreldes 2022. aastaga ligikaudu 20% (vastavalt 36,03 ja 44,83 mg GAE/g). Seejuures
osutus 60% atsetooni lahus paremaks ekstrahendiks kui 60% etanooli lahus.

Kirjanduses leidub vahe andmeid nende taimede fenoolsete ihendite kogusisalduse kohta. Indias

tehtud katsed hariliku vesikanepiga néitasid sisaldust 64,82 mg GAE/g, mis on suurem, kui selles
t606s saadud kogused [41].
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4.2 Flavonoidide kogusisaldus

Flavonoidide kogusisaldused maarati uuritavates taimeproovides kasutades varvusrealtsiooni AlCl3
reagendiga. Standardainena kasutati rutiini ning selle pdhjal koostati kalibratsioonikdverad (Joonis
11), mis vGimaldasid arvutada flavonoidide kogusisaldust uuritavates taimedes. Saadud tulemused
teisendati rutiini ekvivalentidesse kuivmassi kohta.

0.7

y =0.0165x - 0.0027
0.6 R*=0.9997

0.5
0.4
0.3

0.2

Absorptsioon, A= 415 nm

0.1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Kontsentratsioon, ug/mL

Joonis 11. Rutiini kalibreerimisgraafik flavonoidide kogusisalduse maaramiseks

Tabelis 5 on toodud flavonoidide sisaldused taimedes, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti samal
aastal. Sarnaselt polifenoolide kogusisaldustega olid ka flavonoidide sisaldused hariliku vesikanepi
ekstraktides suuremad kui ndgeselehise vesikanepi puhul. 60% EtOH ekstraktides vastavalt 671,9 ja
534,7 mg RUE/L ning 60% atsetooni ekstraktides 803,3 ja 643,3 mg RUE/L.

Tabel 5. Flavonoidide kogusisaldus taimedes, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti 2022. aastal

Taim ja lahusti Flavonoidide sisaldus | Flavonoidide sisaldus | SSH, %
+ SH, mg RUE/L + SH, mg RUE/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% | 671,9 £ 21,1 13,44 +0,42 3,15

Eupatorium cannabinum L. ats 60% 803,3+50,8 16,07 £1,02 6,32

Eupatorium rugosum EtOH 60% 534,7+41,6 10,69 £ 0,83 7,78

Eupatorium rugosum ats 60% 643,3+39,8 12,87 £ 0,80 6,19

Ekstraktid, mis valmistati 2023. aastal, naitasid sarnast flavonoidide sisaldust (Tabel 6) ekstraktidega,
mis valmistati 2022. aastal. Mdlema vesikanepi liigi puhul oli 2023. aastal tehtud ekstraktides
mo&nevorra suurem flavonoidide sisalduse vaartus, kui eelmisel aastal tehtud ekstraktides. EtOH
kasutamisel oli harilikus vesikanepis flavonoidide sisaldus 768,2 mg RUE/L ja atsetooni kasutamisel
826,0 mg RUE/L. Ndgeselehise vesikanepi flavonoidide sisaldused olid etanooli ja atsetooni
vesilahustes vastavalt 616,8 ja 868,7 mg RUE/L.
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Tabel 6. Flavonoidide kogusisaldus taimedes, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti 2023. aastal

Taim ja lahusti Flavonoidide sisaldus | Flavonoidide sisaldus | SSH, %
+ SH, mg RUE/L + SH, mg RUE/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% | 768,2 + 43,1 15,36 £ 0,86 5,61

Eupatorium cannabinum L. ats 60% 826,0+ 18,8 16,54 £ 0,38 2,27

Eupatorium rugosum EtOH 60% 616,8 + 10,9 12,34 £0,22 1,76

Eupatorium rugosum ats 60% 868,7+17,1 17,37 £0,34 1,97

Tabelis 7 on toodud flavonoidide kogusisaldused taimedes, mis koguti 2023. aastal. Harilikus
vesikanepis jdid sisaldused tunduvalt vaiksemateks, kui 2022. aastal kogutud taimedes, ehk 60%
EtOH puhul 443,4 mg RUE/L ja 60% atsetooni puhul 600,1 mg RUE/L. Ndgeslehises vesikanepis oli

60% EtOH korral vaiksem sisaldus 879,1 mg RUE/L, kui atsetooni korral 1015 mg RUE/L.

Tabel 7. Flavonoidide kogusisaldus taimedes, mis koguti 2023. aastal ja ekstraheeriti 2023. aastal

Taim ja lahusti Flavonoidide sisaldus | Flavonoidide sisaldus | SSH, %
+ SH, mg RUE/L + SH, mg RUE/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% | 443,4 + 8,3 8,87+0,17 1,86

Eupatorium cannabinum L. ats 60% 600,1+10,0 12,00+ 0,20 1,67

Eupatorium rugosum EtOH 60% 879,1+6,7 17,58 £0,13 0,76

Eupatorium rugosum ats 60% 1015+ 24 20,29+ 0,48 2,35

Tulemustest on naha, et vorreldes polifenoolidega ei erine flavonoidide sisaldused vesikanepi
liikides 2022. ja 2023. aastal kogutud taimedes nii margatavalt. Siiski on ndha, et hariliku vesikanepi
flavonoidide sisaldus vahenes ja ndogeselehise vesikanepi flavonoidide sisaldus suurenes.

Markimisvaarselt suuremad flavonoidide sisaldused saadi kasutades ekstrahendina 60% atsetooni
vorreldes 60% etanooliga. Kirjandusest leitud andmetega vorredes jai antud t66s uuritud hariliku
vesikanepi flavonoidide sisaldus natuke vaiksemaks (vastavalt 17,39 ja 25,5 mg RUE/g) [41].

4.3 Kapillaarelektroforees:
maaramispiirid

kalibreerimisgraafikud, avastamis- ja

Toetudes kirjandusandmetele valiti neli vesikanepites enamlevinud fenoolset (hendit, mille
sisaldust maarata [1]. Kalibratsioonik&verate moodustamiskes valmistati kalibratsioonilahused nelja
erineva polifenooli jaoks: rutiin, klorogeenhape, kohvhape ja kvertsetiin. Igast ainest tehti kuue
erineva kontsentratsiooniga kalibreerimislahused (0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 ja 0,5 mg/mL).
Kahjuks oli madalate kontsentratsioonide puhul kvertsetiini lahus ebastabiilne (lagunes), mist&ttu
usaldusvaadrsete andmete saamine ei olnud vdimalik. Iga kontsentratsiooniga tehti iheksa katset.
Kalibratsioonigraafikute koostamiseks mdddeti elektroferogrammil valjunud anallitide piikide
pindalad (Joonis 12). KalibratsioonikGverad esitatud lisas 1-3.
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Joonis 12. Standardainete (0.25 mg/mL) elektroferogramm

Kalibratsioonigraafikute pohjal saadud kalibreerimisvérrandid, korrelatsioonikordajad ning
avastamis- ja madramispiirid on toodud tabelis 8.

Tabel 8. Kalibratsioonikdverate parameetrid

Aine Sirge vorrand R? LOD, ug/mL | LOQ, pg/mL | Lineaarne ala,
pg/mL

Rutiin y=781,1x-3,12 0,9980 | 4,22 12,78

Klorogeenhape | y=779,6x —5,26 0,9996 | 4,23 12,82 10,0 -500,0

Kohvhape y =2300x— 14,10 0,9997 | 1,43 4,35

Avastamis- ja maaramispiiri maaramiseks on mitu vdimalikku laehenemisviisi, olenevalt sellest, kas
protseduur on mitteinstrumentaalne voi instrumentaalne. Kdesolevas t60s arvutati LOD ja LOQ
standardhalbe ja sirge tdusu pdhjal, kasutades valemeid:

3,30
LOD = S

100
LOQ = <

kus o on vastuse standardhalve ja S on kalibratsioonikdvera tus [42].
4.4 Korduvuse ja korratavuse hindamine, maatriksi efekt

Meetodi kordustapsuse hindamiseks maarati korduvus ja korratavus. Kordustdapsuse maaramiseks
teostati katsed rutiini ja klorogeenhappega, kasutades samu kontsentratsioone nagu
kalibratsioonikdverate koostamisel. Korduvuse hindamiseks tehti kolm paralleelkatset (ihe paeva
jooksul, jargides samu tingimusi. Korratavuse hindamiseks tehti kokku tGheksa katset kolme paeva
jooksul. Korduvuse ja korratavuse viljendamiseks arvutati ainete piikide pindalate suhtelised
standardhélbed (tabel 9).

Tabel 9. Korduvus ja korratavus

Aine Kontsentratsioon, mg/mL Korduvus, SSH % Korratavus, SSH%
0,01 0,9 3,7
0,025 2,0 10,2
Rutiin 0,05 0,3 8,1
0,1 4,6 6,9
0,25 3,7 5,1
0,5 0,5 8,2
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0,01 1,0 5,0
0,025 1,6 5,25
Klorogeenhape 0,05 L5 7,82
0,1 7,6 7,0
0,25 5,9 6,48
0,5 2,0 6,98

Rutiini piikide pindalade suhtelised stabdardhdlbed korduvuse maadramisel olid vahemikus O,3-
4,5%, korratavuse madramisel aga 3,7-10,2%. Klorogeenhappe piikide pindalate suhtelised
standardhalbed korduvuse maaramisel olid vahemikus 1,0- 7,6%, ning korratavuse maaramisel 5,0-
7,82%

Teiste komponentide mdju maaramiseks huvipakkuvate analiiitide kontsentratsioonide
mootmistele arvutati maatriksi efekt, mis annab informatsiooni meetodi tapsuset. ME maaramiseks
kasutati taimede ekstrakte, mis koguti 2022. aastal ja ekstraheeriti 2023. aastal. Selleks rikastati
proove rutiini ja seejarel klorogeenhape standarditega I&pp kontsentratsiooniga 0,25 mg/mL (Tabel
10).

Maatriksi efekt, mis on lahedane 100%-le naditab maatriksi mdju puudumist. Mida lahemal on ME
vaartus 100%, seda vaiksem on efekt. Kui ME vaartus on suurem kui 100%, siis maatriksi efekt
véimendab signaali ja kui vaiksem, siis efekt vahendab signaali. Maatriksi efekti vaartust + 15% voib
lugeda olematuks [37]. Kui maatriksi efekt lletab 120%, siis ei saa anallidi sisaldust proovis
usaldusvaarselt moota ilma vastava eeltdotluseta voi tuleks teha maatriksis vastav kalibratsioon.

Tabel 10. Maatriksi efekt

Ekstrakt Analiiit ME, %
Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% RUtiin 87,07
Eupatorium cannabinum L. ats 60% 115,9
Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% 103,4
Eupatorium cannabinum L. ats 60% Klorogeenhape 100,5
Eupatorium rugosum EtOH 60% 99,44
Eupatorium rugosum ats 60% 81,34

Klorogeenhappe sisalduse maaramisel atsetooni ekstraktis ndgeselehise vesikanepi puhul esineb
vaike maatriksi effekt 81,34%. Rutiini sisalduse maaramisel atsetoon annab ainult vaikse ME
115,90%. Etanooli ekstraktide puhul puudub maatriksi efekt.

4.5 Rutiini ja klorogeenhappe analiiiis

Kdesolevas t66s uuriti rutiini, klorogeenhappe, kvertsetiini ja kohvhappe sisaldust harilikus ja
ndgeselehises vesikanepis. Proovi kvalitatiivne analiiiis pdhineb asjaolul, et erinevad ained labivad
kapillaari erinevate antud tingimustel iseloomulike kiirustega. Seega on aine identifitseerimisel
oluline selle ja standardaine piikide valjumisaegade (migratsiooniaegade) kokkulangevus, kuid
Uksnes see ei ole piisav. Valitud ainete tuvastamiseks lisati taimeekstrakti uuritavate standardainete
segu ning vorreldi tekkinud elektroferogrammi algse ekstrakti elektroferogrammiga. Lisaks vorreldi
ka vastavate ainete UV spektreid (Lisa 4, 5). Joonisel 13 ja 14 on esitatud puhta Eupatorium
cannabinum’i ja Eupatorium rugosum’i ekstraktide elektroferogrammid ning standardainete segu
elektroferogramm (kontsentratsiooniga 0.25 mg/mL). Joonistelt 13 on ndha, et kolm standardaine
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piiki kattuvad hariliku vesikanepi ekstraktis sisalduvate ainete piikidega. Nendeks on rutiin,
klorogeenhape ja kvertsetiin, kuid ndgeselehise vesikanepi puhul kattub ainult klorogeenhappe piik.

A

&

Chl

Rut { ‘W

10

Que

B A
B s

Caf

2

Joonis 13. Elektroferogramm valitud ainete tuvastamiseks harilikus vesikanepis. A — standardainete segu, B — Eupatorium

cannabinum L. EtOH 60% lahus.

Chl

Joonis 14. Elektroferogramm valitud ainete tuvastamiseks harilikus vesikanepis. A — standardainete segu, B — Eupatorium

Proovi

Seejarel moddeti

kvantitatiivne analidis

ekstraktides

rugosum EtOH 60% lahus.

pohineb elektroferogrammil

rutiini  ja

klorogeenhappe

piikide pindalade mdd&tmisel.
P6himotteliselt on aine sisaldus proportsionaalne temale vastava piigi pindalaga. Rutiini ja
klorogeenhappe sisalduse madramiseks vesikanepites teostati iga ekstraktiga kolm paralleelkatset.

piikide

pindalad

ning

kalibratsioonigraafikute vérrandite abil leiti ainete kontsentratsioonid. Tabelites 11 ja 12 on toodud
vastavalt rutiini ja klorogeenhappe sisaldused vesikanepi ja ndgeselehise vesikanepi proovides.

Tabel 11. Rutiini sisaldus uuritavates taimedes

Taim/solvent Taime kogumise/ | Rutiini sisaldus * SH, | SSH, %
estraheerimise aasta | mg/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% 1,74 +£0,13 7,68

- - 2022/2022*
Eupatorium cannabinum L. ats 60% 2,43+0,21 8,57

; - o A
Eupator/.um cannabl.num L. EtOH 60% 2022/2023 5,17 +0,39 7,61
Eupatorium cannabinum L. ats 60% 5,30 +£0,07 1,32
Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% 2023/2023 1,09+0,16 14,57
Eupatorium cannabinum L. ats 60% 0,96 +0,18 18,49
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Tabel 12. Klorogeenhappe sisaldus uuritavates taimedes

Taim/solvent Taime kogumise/ | Klorogeenhappe sisaldus | SSH, %
estraheerimise aasta | + SH, mg/g

Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% 3,97 £0,49 12,23
Eupatorl:um cannabinum L. ats 60% 2022/2022* 5,06 £0,37 7,40
Eupatorium rugosum EtOH 60% 10,45 +1,01 9,62
Eupatorium rugosum ats 60% 15,76 £ 0,81 5,13
Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% 8,10+0,71 8,77
Eupator/.um cannabinum L. ats 60% 2022/2023 9,35+0,22 2,37
Eupatorium rugosum EtOH 60% 14,75 +0,14 0,93
Eupatorium rugosum ats 60% 17,55 0,77 4,40
Eupatorium cannabinum L. EtOH 60% 0,43+0,04 8,28
Eupator/'um cannabinum L. ats 60% 2023/2023 0,45 +£0,03 5,55
Eupatorium rugosum EtOH 60% 16,21 +1,46 8,98
Eupatorium rugosum ats 60% 24,16 + 1,56 6,46

*Ekstrakt analUUsitud 2024. aastal.
4.6 Saadud tulemuste analiiiis ja vordlus kirjandusandmetega

Vesikanepite atsetooni eksraktid sisaldasid rohkem fenoolseid (ihendeid ja flavonoide kui etanooli
ekstraktid. Samuti olid CE meetodil maaratud rutiini ja klorogeenhappe kogused suuremad nendes
ekstraktides, kus solvendina oli kasutatud atsetooni. Kuid selle solvendi puhul oli natuke suurem
maatriksi efekt.

Suuremad ainete sisaldused harilikus vesikanepis olid proovis, mis koguti 2022. aastal ja
ekstraheeriti 2023. aastal. Rutiini sisaldus selles proovis oli 5,17 mg/g EtOH lahuses ja 5,30 mg/g
atsetooni lahuses ning klorogeenhappe sisaldus vastavalt 8,10 mg/g ja 9,35 mg/g. Nogeseleheses
vesikanepis oli analoogses proovis klorogeenhappe sisaldus 14,75 mg/g ja 17,55 mg/g. Samade
ekstraktide anallilisimisel 2024. aastal saadi 1,5 — 2 korda vidiksemad tulemused kui 2023. aastal
valmistatud ja koheselt anallisitud ekstraktides. See vGéib tuleneda sellest, et 2022. aastal
valmistatud ekstraktis sisalduvad bioaktiivsed ained vdisid aja jooksul laguneda.

2023. aastal kogutud harilikus vesikanepis sisaldus markimisvaarselt vahem rutiini ja
klorogeenhapet: ainult 0,96-0,43 mg/g rutiini ja 0,43-0,45 mg/g klorogeenhapet (soltuvalt
ekstrahendist). Nogeselehisel vesikanepil oli aga selle aasta proovis suurim klorogeenhappe sisaldus
16,21 mg/g EtOH lahuse ja 24,16 mg/g atsetooni lahuse puhul.

Katseandmete pohjal vdib teha jarelduse, et nii poliifenoolide kui ka flavonoidide sisaldus taimedes
soltub tugevalt kogumise aastast (ilmastikutingimustest) ja kogumise ajast. Taimede kogumine
erinevatel kuudel oli tingitud asjaolust, et taimed alustasid ditsemist erinevatel aastatel erinevatel
aegadel.

Fraisse jt tehtud katsete jargi oli klorogeenhappe sisaldus hariliku vesikanepi proovis 14,67 mg/g,
mis on vorreldes selles t66s saadud tulemustega suurem kogus, kui mdlemal aastal kogutud taimes
[43]. Sarnaselt lonita jt poolt analtsitud hariliku vesikanepi rutiini sisaldus oli 7,63 mg/g, mis on
vorreldes selles t66s mdlemal aastal kogutud taime rutiini sisaldusega suurem [1].
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Kokkuvote

Kaesoleva t606 kaigus uuriti fenoolsete Gihendite (fenoolhapped, flavonoidid) sisaldust kahe Eestis
kasvanud vesikanepi liigi, hariliku vesikanepi ja ndgeselehise vesikanepi Urdis. Fenoolsete ihendite
uurimine on oluline nende tervisele kasulike omaduste tdttu. Analiilsimiseks valiti 2022. ja 2023.
aastal kogutud taimed, mille ekstraheerimiseks kasutati 60% etanooli ja 60% atsetooni lahuseid.

Poliifenoolide ja flavonoidide kogusisalduse maadramiseks kasutati varvusreaktsioone Folin-
Ciocalteu ja AICl; reagendiga. Hariliku vesikanepi poliifenoolide sisalduseks taimedes, mis koguti
2022. aastal, saadi etanooliga ekstraheerimisel 36,71 mg GAE/g ja atsetooni puhul 45,59 mg
GAE/g. 2023. aastal kogutud taimedes aga oli poltfenoolide sisaldus tunduvalt vdiksem, vastavalt
9,17 ja 9,67 mg GAE/g. Pollifenoolide sisaladused ndgeselehises vesikanepis jaid vahemikku 26,95-
44,83 mg GAE/g. Flavonoidide kogusisaldused harilikus vesikanepis jaid vahemikku 8,87 - 16,54 mg
RUE/g ning nBgeselehises vesikanepis 10,69 - 20,29 mg RUE/g .

Kapilaarelektroforeesi meetodit kasutati, et identifitseerida rutiini, klorogenhapppe, kvertsetiini ja
kohvhappe olemasolu vesikanepite liikides ja maarata nende sisaldust. Valitud vesikanepites
enamlevinud fenoolsete (ihenditega koostati kalibreerimisgraafikud m&é&tes ka nende avastamis- ja
madramispiirid. Meetodi kordustdpsuse hindamiseks tehti korduvuse ja korratavuse katsed rutiini ja
klorogeenhappega.

Harilik vesikanep sisaldas rutiini, klorogeenhapet ja vaikeses koguses kvertsetiini. Harilik vesikanep,
mis oli kogutud 2022. aastal sisaldas rutiini vahemikus 1,74-5,30 mg/g ja klorogeenhapet 3,97-9,35
mg/g. 2023. aastal kogutud harilikus vesikanepis oli anallitide sisaldus vaiksem: 0,96-1,09 mg/g
rutiini ja 0,43-0,45 mg/g klorogeenhapet. N&geselehisest vesikanepist leiti vaid klorogeenhapet,
2022. aastal kogutud taimes 10,45-15,76 mg/g ja 2023. aastal kogutud taimes 14,75-24,16 mg/g.
Maatriksi efekti m&ju hinnati, rikastades taimseid ekstrakte rutiini ja klorogeenhappe standarditega.
Oluline maatriksi m&ju puudus ja analttdi sisaldust proovis oli voimalik usaldusvaarselt moGta.

Saadud katseandmete pdhjal vGib jareldada, et nii polifenoolide kui ka flavonoidide sisaldus
taimedes soltub tugevalt kogumisaastast ja -ajast. Atsetooni 60% lahuse kasutamine ekstrahendina
andis markimisvaarselt suuremaid fenooliihendite sisaldusi kdikide analtiisimeetodite puhul.
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Abstract

The aim of this Bachelor's thesis was to determine the content of phenolic compounds (phenols,
flavonoids) in the herbs of two Eupatorium species commonly found in Estonia, hemp-agrimony
(Eupatorium cannabinum L.) and white snakeroot (Eupatorium rugosum). The study of phenolic
compounds is important due to their beneficial health properties. Plant samples collected in 2022
and 2023 were selected for analysis, and 60% ethanol and 60% acetone were used as extraction
solvents.

To determine the total content of polyphenols and flavonoids, colorimetric analyses with Folin-
Ciocalteu and AICI; reagents were used. The polyphenolic content in hemp-agrimony collected in
2022 was 36.71 mg GAE/g when extracted using 60% ethanol, and 45.59 mg GAE/g when 60%
acetone was used. However, in the plant samples collected in 2023, the polyphenolic content was
significantly lower, 9.17 and 9.67 mg GAE/g, respectively. The polyphenolic content in the white
snakeroot samples ranged from 26.95 to 44.83 mg GAE/g. The total flavonoid content in hemp-
agrimony samples ranged from 8.87 to 16.54 mg RUE/g, and in white snakeroot samples from 10.69
to 20.29 mg RUE/g.

Capillary electrophoresis was used to determine and quantify the content of rutin, chlorogenic acid,
guercetin, and caffeic acid in the Eupatorium species. Calibration curves were prepared with the
most common phenolic compounds found in the Eupatorium herbs. The detection and
guantification limits were determined for all compounds used. To assess the precision of the
method used, repeatability and reproducibility tests were conducted with rutin and chlorogenic
acid.

Hemp-agrimony was found to contain rutin, chlorogenic acid, and small amounts of quercetin. The
rutin content in hemp-agrimony collected in 2022 ranged from 1.74 to 5.30 mg/g, and its
chlorogenic acid content from 3.97 to 9.35 mg/g. Hemp-agrimony collected in 2023 contained lower
concentrations of rutin and chlorogenic acid, 0.96 to 1.09 mg/g and 0.43 to 0.45 mg/g, respectively.
White snakeroot samples were found to contain only chlorogenic acid, its content in plants collected
in 2022 ranged from 10.45 to 15.76 mg/g, and in plants collected in 2023, from 14.75 to 24.16 mg/g.
The matrix effect was evaluated by enriching plant extracts with rutin and chlorogenic acid
standards. There was no significant matrix effect detected, allowing reliable measurement of the
analyte content in the sample.

Based on the experimental data obtained, it can be concluded that the content of both polyphenols
and flavonoids in the plants strongly depends on the year and date of plant collection. Using a 60%
acetone solution as an extraction solvent resulted in significantly higher phenolic compound
contents for all analysis methods used.
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Tanuavaldused

Tanu kdesoleva bakatdo juhendajale Merike Vaherile abi ja juhendamise eest. Tema panus toetuseks
t60 kirjutamisel oli t66 autori jaoks vaga oluline.

To6 teostati Taltechi teadus- ja arendusprojekti SS22004 “Taimeekstraktide antioksiidatiivse ja
antibakteriaalse aktiivsuse hindamine” raames.
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Lisa 2. Klorogeenhappe kalibreerimisgraafik
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Lisa 3. Kohvhappe kalibreerimisgraafik
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