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Lihendite loetelu

Liihend | Eesti keeles Inglise keeles

AAPH 2,2-asobis(2- 2,2'-azobis(2-methylpropionamidine)
metiilpropaanamidiin)divesinikkloriid | dihydrochloride

AE aukubiini ekvivalent aucubin equivalent

BKT bikalutamiid bicalutamide

DAD dioodrividetektor diode-array detector

EtOH etanool ethanol

F-C Folin-Ciocalteu Folin-Ciocalteu

GAE gallushappe ekvivalent gallic acid equivalent

AUC graafikualune pindala area under the curve

ORAC hapnikuradikaalide oxygen radical absorbance capacity
absorbeerimisvdime

o kontsentratsioon concentration

QE kvertsetiini ekvivalent quercetin equivalent

HPLC korgefektiivne vedelikkromatograafia | high-performance liquid chromatography

MeOH metanool methanol

ROS hapnikuradikaalid radical oxygen species

SD standardhalve standard deviation

TE Troloxi ekvivalent Trolox equivalent

UV-Vis ultraviolett-ndhtav ultraviolet-visible




Sissejuhatus

Paljude sajandite jooksul on inimesed kasutanud taimi oma igapdevaelus. Tanu oma kasulikele
omadustele on neid laialdaselt kasutatud ravimite ja toidulisanditena. Seetdttu kasutati taimi, mis
kasvasid inimese laheduses. Taimede kasulikud toimed on tingitud bioaktiivsete Uhendite
olemaolust, nende omaduste hulka kuuluvad pdletikuvastasus, antibakteriaalsus ja muud toimed.
Selliste omaduste tottu poodratakse tanapdeval rohkem tdhelepanu rahvaparimusest tuntud
ravimtaimede uurimisele, mida saaks potentsiaalselt kasutada ravimite loomisel.

Plantago perekond ehk teelehised on (ihed levinumad ravimtaimed Eestis. Kaks kdige levinumat
teelehte Eestis on suur teeleht (Plantago major) ja sistlehine teeleht (Plantago lanceolata). Need
taimed sisaldavad erinevate bioaktiivsete molekulide aineriihmi, nagu iridoidid, fenoolid ja
fenoolide derivaadid, flavonoidid ja fenililpropanoidgliikosiidid. Nendel Ghenditel on mitte ainult
antibakteriaalsed ja pdletikuvastased omadused, vaid ka antiokslidantne toime.

Analiitilise keemia meetodite abil on vdimalik uurida ravimtaimi ja nendest valmistatud
ekstraktide omadusi ja koostisosi tdpsemalt, mdarata nii ainerihmade kogusisaldusi kui ka
konkreetseid Ghendeid. Ekstraktide komponentide lahutamiseks ja tuvastamiseks kasutatakse
peamiselt gaaskromatograafiat, vedelikkromatograafiat ja kapillaarelektroforeesi. Lisaks neile
meetoditele kasutatakse laialdaselt ka varvusreaktsioone, mis on kiire ja mugav viis ainerihmade
kogusisalduse kvantitatiivseks maaramiseks. Kdesolevas t60s kasutati nimetatud analUutilistest
meetoditest vedelikkromatograafiat ning kolme erinevat varvusreaktsiooni Eestis kasvavate
teelehtede koostise analiilsimiseks. Taimeliigi fitokemikaalne koostis vdib varieeruda vastavalt
kasvukohale ning uuritavale taimeosale (leht, 8is, vars, juur). Selles t606s olid teelehtede lehed
peamiseks uurimisobjektis, sest teadusliku kirjanduse alusel on lehtedes suurem flitokemikaalide
sisaldus kui teistes taimeosades. Lisaks keemiliste analliliside abil taimede flitokemikaalse koostise
véljaselgitamisele, saab teaduslike meetodite abil kinnitada ka rahvaparimusest teadaolevaid
taimede terapeutilisi toimeid, mille hulka kuulub ka antioksiidatiivne toime. Antioksidantide
kontsentratsiooni taimeekstraktis saab maéarata naiteks hapnikuradikaalide absorbeerimisvéime
analliisi meetodi abil, mida kasutati ka kdesolevas t60s.

Kaesoleva t60 eesmaargiks oli maarata Eestis kasvavates teelehtedes bioaktiivseid Gihendeid nagu
fenoolsed (hendid, flavonoidid, iridoidid ja antiokslidandid, kasutades spektrofotomeetriat
varvusreaktsioonide alusel, fluorimeetriat hapnikuradikaalide absorbeerimisvéime anallisi
meetodi alusel ja korgefektiivset vedelikkromatograafiat dioodrividetektoriga. Antud t66s
anallsiti kahest erinevast liigist teelehe, suure ja sistlehise teelehe koostist. Omavahel vérreldi nii
lehtedest kui ka kogu taime maapelsest osast valmistatud ekstraktide ning ostetud ja ise korjatud
taimede fiitokemikaalide sisaldusi.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Teelehed

Plantago ehk teelehised on ravimtaimede perekond, mis kuulub Plantaginaceae sugukonda.
Plantago nimi parineb ladinakeelsest sdnast "planta", mis tahendab "jalatalda". See on viide
lehtede laiale suurusele. Plantago perekonda kuuluvad ligikaudu 275 liiki [1], mis on laialt levinud
parasvootme piirkondades ja troopikas [2].

Ule Eesti on levinud mitmed teelehed. Nende hulgas on rand-teeleht (Plantago maritima),
keskmine teeleht (Plantago media), Winteri teeleht (Plantago winteri), lodu-teeleht (Plantago
uliginosa), suur teeleht (Plantago major) ja sistlehine teeleht (Plantago lanceolata). Kaks viimast
liiki on kdige levinumad ja neid voib leida kogu Eesti territooriumil [3].

Rahvameditsiinis kasutati Plantago perekonna taimeliike erinevate haiguste raviks ja neid on
tarvitatud ka toiduks [4]. Selle pohjuseks on suure hulga bioaktiivsete komponentide sisaldus neis
taimedes. Suur teeleht oli traditsioonilises meditsiinis kasutatud anesteetikumi, viirusevastase,
poletikuvastase, valuvaigisti ja haavandivastase vahendina [5]. SUstlehist teelehte kasutati podagra
leevendamiseks, artriidi, ilemiste hingamisteede, suu, kurgu ja nahahaiguste raviks [6].

Teelehed sisaldavad flitokemikaale mitmetest erinevatest bioaktiivsete ihendite rihmadest nagu
fenoolsed Uhendid, sealhulgas fentilpropanoidgliikosiidid (kohvhappe derivaadid), fenoolsed
happed ja flavonoidid [7], lisaks iridoidid [8], rasvhapped, aminohapped ja tanniinid [5],
terpenoidid, estrid, alkaanid ja aldehttdid [9]. Suur teeleht sisaldab fenoolsetest hapetest
feruulhapet, kohvhapet ja vanilliinhapet [5], sistlehine teeleht aga lisaks vanilliinhappele ka
gallushapet, kaneelhapet ja klorogeenhapet [10]. Flavonoididest sisaldavad nii suur kui ka
sustlehine teeleht luteoliini ja luteoliin-7-gliikosiidi [6, 8, 10], suures teelehes leidub ka apigeniin-7-
glikosiidi [7] ning sistlehises teelehes apigeniini [10]. Fentulpropanoidglikosiididest sisaldavad
molemad nii verbaskosiidi kui ka plantamajosiidi [11, 12, 13]. Md&lemas teelehe liigis leiduvad ka
iridoidgliikosiidid, sealhulgas asperulosiid (ststlehine teeleht) [14], katalpool (sistlehine teeleht)

[11] ja aukubiin (ststlehine ja suur teeleht) [11, 14].

1.2. FUtokemikaalid

Fitokemikaalid on keemilised Ghendid, mis tekivad looduslikult taimedes (kreekakeelne sGna
“phyton” tahendab taime) [16]. Ravimtaimi on kasutatud sajandite jooksul. Praeguste teaduslike
meetoditega saab nendes taimedes sisalduvaid flitokemikaale tuvastada ja nende kasulikke

omadusi teaduslikult kinnitada. Samuti saab kindlaks teha, millised spetsiifilised ihendid, ihendite
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rihmad voi erinevate ihendite koostoime vastutab soovitud mdjude eest ja millistes taimeosades
on neid kdige rohkem.

Fiitokemikaalidel on palju kasulikke omadusi, nditeks poletikuvastane [15, 16], antibakteriaalne [18,
19] ja luu- ja kopsude vahivastane toime [20, 21]. Paljud fiitokemikaalid toimivad muude
mehhanismide hulgas ka antiokstdantidena [19, 22, 23]. Meditsiinilise keemia valdkonnas
kasutatakse sageli taimset paritolu molekule, et toota ravimeid mitmesuguste meditsiiniliste

probleemide lahendamiseks.

1.2.1. Fenoolsed thendid

Fenoolsed Uhendid on taimsed Uhendid, milles sisaldub aromaatne ring, kus on (ks v&i mitu
hidrokstilriihma. Enam levinud klassifikatsiooni kohaselt jagunevad fenoolsed thendid OH-

rihmade arvu jargi kolme rilhma: monofenoolid, difenoolid ja polifenoolid (Joonis 1) [25].

OH

OH HO OH

OH OH

Joonis 1. Vasakult paremale: monofenool (p-hiidroksiibensoehape), difenool (protokatehhuhape),
poliifenool (floroglutsiin)

Fenoolsete Uhendite hulka kuuluvad lisaks fenoolidele naiteks ka fenoolsed happed ja
fenlilpropanoidid [26]. Suurem osa fenoolidest on looduses esindatud peamiselt glikosiidsel kujul
[26]. Fenoolgliikosiidid kujutavad endast Gihendeid, milles fenoolne osa (agliikoon) on seotud ihe
vOi mitme sama voi erineva sahhariidi molekuliga (glikooniga) [25].

Teelehtedest on leitud fenoolseid happeid nagu feruul-, kohv- ja vanilliinhape suures teelehes [5]
ning klorogeen-, kaneel- ja gallushape sistlehises teelehes [10] (Joonis 2). Gallus- ja vanillinhape
on bensoehappe derivaadid ning klorogeen-, feruul- ja kohvhape kuuluvad kaneelhappe
derivaadide hulka.

Fenoolsetel Ghenditel on palju kasulikke omadusi nagu antioksiidantne [27], vahivastane [21] ja
diabeedivastane [28] toime. See muudab taimed, milles on palju fenoolseid tihendeid, olulisteks

teaduslikeks uurimisobjektideks.



HO D)L/\@ Cf@/\)"\ OH
OH
OH HO

Klorogeenhape Feruulhape
Oy OH
B 0
\)LFH FD]O/\)L OH
|Ej\ Ho” N 0=
OH
Kaneelhape Kohvhape Vanillinhape
Joonis 2. Fenoolsed happed
1.2.1.1.  Fenillpropanoidglikosiidid
Fenidlpropanoidid on tavaliselt kaneel- vOi p-kumaarhappe derivaadid.

Feniilpropanoidglikosiidid (ka fenlilletanoidglikosiidid) on feniilpropanoidide derivaadid.
Teelehtede koostises on kdige levinumad neist verbaskosiid (ehk akteosiid) [11] ja plantamajosiid
[29] (Joonis 3). Nii verbaskosiid kui ka plantamajosiid on kohvhappe derivaadid, mis omakorda on

kaneelhappe derivaat.
Kirjanduse alusel on tuvastatud, et verbaskosiidil on antioksiidantsed [23] ja pdletikuvastased
omadused [17] ning plantamajosiidil antibakteriaalne toime [29].

OH OH

Verbaskosiid Plantamajosiid

Joonis 3. Fenliiilpropanoidgliikosiidid



1.2.1.2. Flavonoidid

Looduslikult esinevaid taimseid fenoolseid (ihendeid on umbes kaheksa tuhat ja ligikaudu pooled
neist Ghenditest kuuluvad flavonoidide aineriihma. Flavonoididel on vdga sarnased struktuurid, mis
pohinevad flavooni C;s heterotsiklilisel tuumal (Joonis 4) ja varieeruvad peamiselt fenoolsete,

metokslililsete ja teiste asendajate arvu poolest [26].

CY

Joonis 4. Flavonoidi struktuuri alus ehk flavoon

Flavonoidid jagatakse vastavalt keskse heterotsiikli okstidatsiooniastmele seitsmeks alariihmaks:
flavanoolid, antotslianidiinid, flavanoonid, flavonoolid, isoflavoonid, flavoonid ja kalkoonid [30].
Teelehtedest on leitud kahte flavooni ja kahte flavoon-0-gliikosiidi — vastavalt luteoliini ja apigeniini
ning luteoliin-7-O-gliikosiidi ja apigeniin-7-0-gliikosiidi (Joonis 5). Luteoliin ja luteoliin-7-O-glikosiid
on esindatud nii suures kui ka sistlehises teelehes [6, 8, 10]. Suures teelehes on lisaks leitud
apigeniin-7-0-glikosiidi [7], sUstlehises teelehes aga apigeniini [10].

Varasemalt on teaduslikult tdestatud, et flavonoididel on vahivastane (kopsuvdhk) [22],

antiokslidantne [24], pdletikuvastane [18] ja antibakteriaalne [19] toime.

Luteoliin-7-O-glikosiid Apigeniin-7-0-glukosiid

Joonis 5. Flavonoidid
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1.2.2. Iridoidid

Cio-Uhendeid, mis pohinevad pentanopiiranoidsel tsiklil, nimetatakse iridoidideks (teine nimi on
pseudoindikaanid). Iridoidid jaotakse kolme riihma: iridoidgliikosiidid, sekoiridoidgliikosiidid ja
mittegliikosiidsed iridoidid [24, 29]. Kdige levinumad on teelehtedes iridoidglikosiidid -
asperulosiid, aukubiin ja katalpool [11, 13] (Joonis 6).

Iridoidid, nagu teised juba mainitud fitokemikaalid, on antiokslidantse ja antibakteriaalse [20]

toimega thendid.

Asperulosiid Aukubiin Katalpool

Joonis 6. Iridoidgliikosiidid

1.2.3. Antiokstdandid

Vabad radikaalid on molekulid, mille valimises elektronkihis on vahemalt tks paaritu elektron, mis
muudab need vaga reaktiivseteks. Kehasse sattunud vabad radikaalid vbivad elektronide otsimisel
kahjustada kudesid ja pohjustada haigusi. Antioksiidandid on molekulid, mis on véimelised
neutraliseerima ja aeglustama vabu radikaale moodustavate ainete oksilidatsioonireaktsioone [32].
Vabad radikaalid, mis leiduvad inimkehas, tulenevad hapnikust (tahis ROS) ja lammastikust (tdhis
RNS). ROS méngib olulist rolli erinevates rakulistes funktsioonides. Vaikestes kogustes aitavad need
meie kehal efektiivselt toimida, kuid liigne ROS hulk vdib kahjustada olulisi rakukomponente,
sealhulgas DNA-d ja valke. Umbes 4-5% sissehingatavast hapnikust muutub ROS-ks. Rakud
toodavad vabu radikaale, kui nad kasutavad hapnikku energiaks, ja antiokstidandid kaitsevad rakke
radikaalide héavitava mdju eest. Samuti on vabade radikaalide allikad ka keskkonnasaaste,
suitsetamine ja toit [33]. Oksldatiivne stress on tasakaalutus oksiidantide, sealhulgas vabade
radikaalide ja ROS tootmise ja nende vastu voitlevate antiokslidantide vahel. Selline tasakaalutus
viib okslideerijate Uletekkimiseni [34]. Kuna ROS vo&ib kergesti reageerida lipiidide, valkude ja

DNA-ga, vOib ROS-i liigne tootmine pohjustada kahjustusi ja haigusi nagu sidame-veresoonkonna
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haigus [35], diabeet [36] ja Alzheimeri tObi [37]. Antioksldandid reageerivad vabade radikaalidega
mitme ahelreaktsiooni kdigus, mis viib stabiilsete Ghendite tekkimisele [38].

Antiokstidandid jagunevad Uldiselt antiokslidantseteks enstiimideks ja madala molekulmassiga
antioksiidantideks. Antiokslidantsete enslilimide naited on superoksiidi dismutaasid, katalaas ja
glutatioonperoksiidaas. Vaikemolekulaarsete antioksiidantide hulka kuuluvad C-, E- ja A-vitamiinid
[33]. Kirjanduse alusel on leitud, et antioksiidatiivne toime on korrelatsioonis fenoolsete Gihendite
ja flavonoidide sisaldusega taimsetes materjalides, kuna fenoolsed (ihendid omavad erineval

maaral antiokslidatiivset toimet [28].

1.3.  AnaltUsimeetodid

1.3.1. Bioaktiivide analGlUsimeetodid

Taimeekstraktide uurimiseks kasutatakse erinevaid anallitilisi meetodeid. Kvalitatiivseks ning
kvantitatiivseks anallilsiks kasutatakse tiilipiliselt gaaskromatograafiat, vedelikkromatograafiat ja
kapillaarelektroforeesi [39]. Gaaskromatograafiat kasutati naiteks alifaatsete alkoholide,
aldehiitidide ja ketoonide [40] ning iridoidgliikosiidide (katalpooli ja aukubiini) [41] anallilisiks
sustlehises teelehes. Suures teelehes on selle meetodiga tuvastatud aga rasvhappeid, fenoole,
terpenoide, amiine, amiide, siloksaane, estreid, alkaane, aldehiiiide ja benseeni derivaate [9].
Kapillaarelektroforeesi on kasutatud feniilpropanoid- ja iridoidglikosiidide maaramiseks. See
meetod aitas leida erinevates teelehtede liikides, nagu sustlehises teelehes, suures teelehes ja Aasia
teelehes (P. asiatica), fenlillpropanoidgliikosiide verbaskosiid ja plantamajosiid ning
iridoidgliikosiide katalpool ja aukubiin [42]. Kdige levinum anallldsimeetod on aga
vedelikkromatograafia, tdpsemalt kdorgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC). Taimedes nagu
Anatoolia teeleht (P. anatolica), sustlehine teeleht ja suur teeleht maarati HPLC abil fenoolsed
happed (klorogeen-, kohv- ja gallushape) [43]—-[45], rasvhapped (palmitiin- ja linoleenhape) [43],
flavonoidid  (apigeniin  ja  kampferool) [43]-[45] ja iridoidid (katalpool)  [45].
Fenlllpropanoidglikosiidide (verbaskosiidi ja plantamajosiidi) maaramiseks on kasutatud ka
dhukese kihi kromatograafiat [46]. Uhendiriihmade kvantitatiivseks maaramiseks kasutatakse tihti
varvusreaktsioone koos spektrofotomeetriaga [47]. Kdeolevad t66s on teelehtede ekstraktide
vastavateks uurimisobjektideks fenoolsed hendid, flavonoidid, iridoidid ja antiokstidandid.
Fenoolsete Uhendite maaramiseks suure teelehe ja Anatoolia teelehe liikides on kasutatud
reaktsiooni Folin-Ciocalteu reagendiga [37, 41, 42], flavonoidide jaoks alumiiniumkloriidiga [47] ja
iridoidide analtitsimiseks Trim-Hill reagendiga [48]. Meetodeid ekstraktide antiokslidantide
kogusisalduse voi antiokslidatiivsuse maaramiseks on palju, aga peamiselt kasutatakse rauaioonide

redutseerimise vGime ehk FRAP analllsi (ingl. k. Ferric Reducing Antioxidant Power) [43],
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2,2-difentill-1-pikradlhidrasiilradikaali redutseerimise véime ehk DPPH analiilisi (ingl. k.
2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl Assay) [37, 42] ja hapnikuradikaalide absorbeerimisvéime analiiUsi
ehk ORAC meetodit (ingl. k. Oxygen Radical Absorbance Capacity) [49].

1.3.2. Varvusreaktsioonid

Varvusteste on mugav kasutada, kuna need véimaldavad kiiresti ja lihtsalt hinnata lahuste erinevaid
omadusi, sealhulgas on tdnu varvusreaktsioonidele v&imalik maarata mitme erineva
flitokemikaalide aineriihma kogusisaldusi taimeekstraktides.

Fenoolsete (ihendite madramiseks kasutatakse varvusreaktsiooni Folin-Ciocalteu (F-C) reagendiga.
F-C meetod pohineb reaktiivi (fosfovolframhappe ja fosfomolibdeenhappe segu) keemilisel
redutseerimisel, mis moodustab aluselistes tingimustes fenoolide oksiideerimisel sinise kompleksi
(PMoW11040)* [50].

Flavonoidide tuvastamiseks kasutatakse alumiiniumkloriidi (AICls) reagendiga varvusreaktsiooni,
mis annab lahusele parast Al(lll)-flavonoid kompleksi moodustumist kollase varvuse [51].
Iridoidide tuvastamiseks kasutatakse varvusreaktsiooni Trim-Hill reaktiiviga, mis annab lahusele
iseloomuliku sinise varvuse. Trim-Hilli reaktiiv koosneb kontsentreeritud &adikhappest ja
vesinikkloriidhappest, millele on lisatud vaike kogus vasksulfaadi (CuSO4) vesilahust [52].
Reaktsioon baseerub iridoidide lagundamisel happelises keskkonnas ja varviliste produktide

moodustumisel [53].

1.3.3. Spektrofotomeetria

Spektrofotomeetria on materjalide optiliste omaduste kvantitatiivne mootmine laias lainepikkuste
vahemikus, mis hdlmab ultraviolett- (UV), ndhtava (Vis) ja infrapunaspektri piirkondi [54].
Kdesolevas to0s kasutati Uhekiirelist UV-Vis spektrofotomeetrit vedelike optilise tiheduse

mootmiseks ultraviolettkiirguse (180-390 nm) ja ndhtava valguse (390-780 nm) spektrivahemikus.

Spektrofotomeetri péhikomponendid (Joonis 7) on jargmised:
1. Kiirgusallikas (tavaliselt kasutatakse volframlampi)
2. Monokromaator(id) vai filter

3. Proovi anum/kivett
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Monokromaator

|
[ | —]
Kiirgus- . . S )
allikas pilu  Dispersiconi- Pilu proovi kiivett  Detektor

element

Joonis 7. Uhekiirelise UV-Vis spektrofotomeetri skeem (muudetud) [55]

Modtmistehnika pdhineb ultraviolettkiirguse vdi ndhtava elektromagnetkiirguse intensiivsuse
muutustel, kui see labib l3bipaistvasse kiivetti asetatud lahust. Allikast tulev valgus labib
monokromaatori, kus see lahutatakse kitsasteks lainepikkuste vahemikeks, seejarel labib kiirgus
proovi, ning selle intensiivsus erinevatel lainepikkustel tuvastatakse detektori abil [56].

Neelduvuse maidramine baseerub Bouguer-Lambert-Beer’i seadusel, mille kohaselt on uuritava

lahuse neelduvus lineaarses soltuvuses neelava tihendi molaarsest kontsentratsioonist [56].

A= exLx*c

Vérrand 1. Bouguer-Lambert- Beer'i seadus; A — neelduvus ((ihikuta suurus), L — kihi paksus (cm),

¢ — lahuse molaarne kontsentratsioon (mol L?), € — neeldumistegur (M*cm™) [55]

Erinevate ihendirihmade spektrofotomeetriline anallilis pdhineb standardihendite kasutamisel.
Standardiihenditest valmistatud lahuste m&otmisel saadakse neeldumisvaartusi, moodtes teatud
kontsentratsiooniga lahuseid, mida parast kasutatakse kalibreerimiskdvera koostamisel. Seejarel
moddetakse uuritavate proovide neelduvust ja kasutatakse kalibreerimisvalemit, et maarata

Uhendiriihma sisaldus standardiihendi ekvivalentidena.

1.3.4. AntioksUdatiivsuse maaramine

Hapnikuradikaalide absorbeerimisvéime (ingl. k. Oxygen Radical Absorbance Capacity) analiils ehk
ORAC meetod on proovi antioksidatiivse aktiivsuse ehk antiokslidatiivsete omadustega
komponentide kogusisalduse madramise meetod, mis pohineb proovi fluorestsentsi intensiivsuse
mootmisel. ORAC anallilis pohineb 2,2-asobis(2-metiilpropaanamidiin)divesinikkloriidi (AAPH)
termilisel lagunemisel, mis tekitab C-kesksed vabad radikaalid, mis reaktsioonis hapnikuga
tekitavad peroksuilradikaale. Peroksuiilradikaal on véimeline reageerima fluorestseeruva prooviga

(milles fluorestseeruva ihendina kasutatakse k&ige tihedamini fluorestseiini), vdhendades proovi
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fluorestsentsi intensiivsust (Joonis 8). Fluorestsentsi intensiivsus ajas registreeritakse fluorimeetri
abil kuni fluorestsentsi kustumiseni. Kui proovis leidub lisaks ka antioksiidante, aeglustavad need
reaktsiooni ehk viivad proovi fluorestsentsi pikaajalisema sailitamiseni, mille erinevust nullproovist
véljendab graafiliselt suurem pindala fluorestsentsi intensiivsuse kdvera all (Joonis 9) [57].
Antiokslidantide standardihendiks kasutatakse tavaliselt (*)-6-htidroksii-2,5,7,8-
tetrametillkromaan-2-karbokstilhapet ehk Troloxit (vesilahustuv E-vitamiini analoog) (Joonis 10),
mille abil koostatakse kalibratsioonigraafik. Kalibratsiooni koostamiseks méddetakse nii nullproovi
kui erinevate Troloxi kontsentratsioonidega lahuste fluorestsentsi intensiivsust iga sekundi jarel
ning saadakse fluorestsentsi kustumise kdverad. Kalibratsioonigraafiku punktide leidmine toimub
graafikualuse pindala ehk AUC (ingl. k. area under curve) muudu leidmise alusel, kus igast AUC-st
lahutatakse tuhiproovi ehk nullproovi AUC. Proovide antiokslidatiivsuse leidmiseks lisatakse
reaktsioonisegusse Troloxi asemel taimeekstrakti lahjendus ning vastav antioksiidantide sisaldus

avaldatakse standardiihendi ekvivalentides.

CH; CHj; CH3
NH | | NH ,. NH |
S c—r:-=u—c—< 2176, Ce
HzN | | NH: H20 Hg” I
CH 1 AAPH CH, CH;,
CH; CH;,
NH | NH |
2 >—c- + 20, - 2 C—0—0 e
H2N | H N |
CH3, CH3
CH;, CH3
NH | NH |

_0_0 = anssssass Y ssssasssn ") asissssas
H2N>—c| e +FH FHN>_C 0 0 H+Fe

Fluorestseeruv proov |
CH: CH4

Fs = ArOH > FH + ArO

Antioksiidant Antioksiidandiga seotud
radikaal, vihem reaktiivne

Joonis 8. ORAC meetodi iildine skeem (muudetud) [57]
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Proov

Graafikualuse

pindala ehk
AUC muutus

Null-proov

Fluorestsentsi intensiivsus

Aeg

Joonis 9. Fluorestsentsi kustumise erinevus null-proovi ning antioksiidante sisaldava proovi puhul
ORAC meetodi kasutamisel (muudetud) [58]

HO

OH

O

Trolox E-vitamiin

Joonis 10. Troloxi ja E-vitamiini struktuurid

1.3.5. Kdrgefektiivne vedelikkromatograafia

Korgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC) on meetod, mida kasutatakse laialdaselt erinevate
proovide komponentide eraldamiseks ja tuvastamiseks. HPLC on eelistatud selle tundlikkuse,
optimeerimise voimalikkuse, automatiseerimise lihtsuse ja erinevate ainete lahustamiseks sobivuse
tottu. Seda kasutatakse laialdaselt erinevates teadusvaldkondades ja toostuses, et anallilisida
selliseid aineid nagu aminohapped, valgud ja erinevad anorgaanilised Ghendid [59].

Vedelikkromatograafias kasutatakse liilkuvat ehk mobiilset faasi (vedel solvent, mis sisaldab proovi
lahustunud ainete seguna) ja lilkkumatut ehk statsionaarset faasi, mis on sageli valmistatud
silikageelist. Kromatograafilise lahutamise protsess pdhineb ainete jaotumise erinevusel sorbendi
(statsionaarne faas) ja eluendi (mobiilne faas) vahel. Proov viiakse mobiilse faasiga statsionaarse
faasiga tdidetud kolonni ja kolonni ldbimise jooksul hakkavad proovi komponendid jagunema

mobiilse ja statsionaarse faasi vahel. Aine jagunemise suhe kahe faasi vahel séltub proovi molekuli
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ja faaside molekulide vahelistest interaktsioonidest. Molekulidevahelised joud vdivad olla tingitud
dipoolmomentidest voi sellest, kas molekul on hea prootoni doonor voi aktseptor, nii et ta
moodustab teiste molekulidega vesiniksidemeid. Molekulid vdivad mdjutada teineteist ka norkade
dispersioonijoudude kaudu [60]. Elueerimise tllbid jagunevad kaheks meetodiks - isokraatne, kus
lilkuva faasi koostis anallilsi jooksul ei muutu, ja gradientne, misjuhul liikuva faasi koostist
elueerimisprotsessi joosul muudetakse [61]. Neutraalsete molekulide analiiisil kasutatakse
erinevaid kromatograafia tiilipe nagu normaalfaasi (statsionaarne faas eelistab polaarseid aineid)
ja pooratud faasi kromatograafiat (statsionaarne faas eelistab mittepolaarseid aineid) [60].

HPLC aparatuur koosneb solventide mahutitest, pumpadest, degasaatorist, proovi

sisestussiisteemist, kolonnist ja detektorist (Joonis 11).

Solvendid

Degasaator

Pumbad

Sisestus Kolonn

Detektor

Joonis 8. Vedelikkromatograafia aparatuur

Solventide mahutid sisaldavad analiilsiks kasutatavaid eluente. Enim kasutatavad eluendid on
metanool, atsetonitriil ja vesi. Enamiku vedelikkromatograafiliste kolonnide pikkus on 5-25 cm.
Analutiliste kolonnide siseldabim6t on sageli 3-5 mm; pakkematerjali kdige tavalisem osakeste
suurus on 3 vGi 5 um. K&ige tupilisemad kolonnid on 10 v6i 15 cm pikad, 4,6 mm siseldbim6dduga
ja tdidetud 5 um osakestega. Seda tllpi kolonnide efektiivsus on 40 000—70 000 taldrikut meetri
kohta [28, 30]. Kromatograafias jagatakse kolonn teoreetilisteks osadeks, mida nimetatakse
taldrikuteks. Iga taldrik omab teatud pikkust, kus proovi komponendid saavutavad tasakaalu liikuva
ja statsionaarse faasi vahel. Seega, mida suurem on kolonnis taldrikute arv, seda rohkem on
tasakaalupunkte, mis suurendab lahutamise efektiivsust. Peale taldrikute arvu kasutatakse analiiisi

iseloomustamiseks ka teisi olulisi parameetreid nagu retentsiooniaeg, efektiivsus, ja selektiivsus.
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Retentsiooniaeg on aeg alates proovi slistimisest kuni aine piigi maksimumi ilmumiseni. Efektiivsus
naitab piikide laiust (mida kitsam, seda korgem efektiivsus) ja selektiivsus naitab, kui hasti piigid on
eraldunud. Vastavalt statsionaarse ja liikuva faasi interaktsioonidele vastab teatud retentsiooniaeg
konkreetses slisteemis konkreetsele Ghendile. Konkreetsete (ihendite retentsiooniaega siisteemis
saab maadrata standardihendite abil. Neid andmeid saab seejarel kasutada kontrollimiseks, kas
anallisitavas proovis on moéni neist Gihenditest. Lisaks retentsiooniajale, saab (ihendi tuvastamiseks
kasutada ka dioodrividetektori ja mass-spektromeetrilise detektori andmeid ehk vastavalt
neeldumisspektrit ja massispektrit.

Kdige sagedamini kasutatav detektor organiliste Ghendite tuvastamise jaoks, mida saab rakendada
enamikule  kromatograafilistele  seadistustele,  pdhineb  UV-Vis  spektrofotomeetril.
Dioodrividetektor (DAD, ingl. k. diode-array detector) on modifitseeritud spektrofotomeeter, mis
tootab dioodrivi abil, et tuvastada ja md&Gta valguse intensiivsust samaaegselt erinevatel
lainepikkustel (Joonis 12). Kui proov labib detektorit, interakteerub see valguskiirega. Proovis
olevad molekulid neelavad osa valgusest, mille tulemuseks on valguse intensiivsuse vahenemine.
Valguse neeldumine séltub proovi komponentide kontsentratsioonist ja nende spetsiifilistest
neeldumisomadustest erinevatel lainepikkustel. Dioodrivi koosneb mitmest dioodist, millest igatliks
on tundlik erineva valguse lainepikkuse suhtes. Kui proov elueerub kolonnist, mdddab detektor
valguse intensiivsust igal lainepikkusel kogu spektri ulatuses (vahemikus 190 — 800 nm) iheaegselt,
seega salvestatakse pidevalt neeldumisspektrit ning kromatogrammi saab genereerida valitud
lainepikkusel. Dioodrividetektori Uks peamisi eeliseid on selle voime koguda kiiresti koguspektri
andmeid. Lisaks, kuna see kogub andmeid erinevatel lainepikkustel, vGimaldab see proovi
komponentide tdpsemat tuvastamist ja kvantifitseerimist vGrreldes thel lainepikkusel to6tavate

detektoritega.

UV-lamp Difraktsioonivére
Vis-| Detektor P
I Voolurakk il >
;‘

Dioodrivi

Joonis 9. Dioodrividetektori ehituse skeem (muudetud) [62]
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2. Too eesmark

Kdesoleva magistritod eesmark oli erinevates Eestis kasvavates teelehtede liikides, suures ja

slstlehises teelehes, sisalduvate flitokemikaalide tuvastamine ja vordlemine.
Tapsemalt olid t06 eesmarkideks:

e Ekstraheerida kolm suure teelehe ning kolm sistlehise teelehe proovi.

e Madrata fenoolsete ihendite kogusisaldus erinevates teelehtede liikides kasutades Folin-
Ciocalteu varvusreaktsiooni.

e Madrata flavonoidide kogusisaldus erinevates teelehtede liikides kasutades AICl3
varvusreaktsiooni.

e Madrata iridoidide kogusisaldus erinevates teelehtede liikides kasutades Trim-Hill
varvusreaktsiooni.

e Madrata antioksiidantide kogusisaldus erinevates teelehtede liikides kasutades ORAC
meetodit.

e Madrata kvantitatiivselt peamised flitokemikaalid erinevate teelehe liikide ekstraktides
kasutades kdorgefektiivset vedelikkromatograafi koos dioodrividetektoriga.

e Analiisida saadud tulemusi, et leida peamised sarnasused ja erinevused teelehtede liikide

ja erinevate proovide vahel.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Kasutatud kemikaalid

Fenoolsete Uhendite kogusisalduse maaramisel oli kasutatud 2 M Folin-Ciocalteu reagenti
(fosfovolframhappe (H3PW1,040) ja fosfomoliibdeenhappe (H3PMo01,040) segu, Sigma-Aldrich,
Sveits), veevaba naatriumkarbonaati (Na,COs, Sigma-Aldrich, Saksamaa). Standardlahuste
valmistamiseks kasutati gallushappe monohiidraadi (C;H¢Os-H20, Sigma-Aldrich, Hiina) ja etanooli

(EtOH, Magnum Veterinaaria, Eesti, puhtus 96,7%) lahust.

Flavonoidide kogusisalduse maaramisel kasutati alumiiniumkloriidi (AICls, Fluka, Sveits).
Standardlahuste valmistamiseks kasutati kvartsetiini (C1sH1007, Lachema/Chemapol, puhtus 99%)

ja metanooli (MeOH, Honeywell, USA).

Iridoidide kogukontsentratsiooni maaramiseks kasutati Trim-Hill reagenti, mis koosnes veevabast
dadikhappest (CH3COOH, Sigma-Aldrich, Saksamaa, puhtus 99,8%), 37% soolhappest (HCI,
Honeywell/Fluka, Austria) ja vasksulfaatpentahiidraadist (CuSO4-5H,0, Sigma-Aldrich, Saksamaa).

Standardlahuste valmistamiseks kasutati aukubiini (CigH22011, MedChemExpress).

Antiokstidantide sisalduse anallisiks kasutati 2,2-asobis(2-metiilpropionamidiin)divesinikkloriidi
([=NC(CH3)2C(=NH)NH2]2-2HCI, Sigma-Aldrich, Saksamaa), fluorestsiini naatriumsoola (CH10Na;0s,
Fluka, puhtus 98,5%) ja fosfaatpuhvrit, mis koosnes naatriumvesinikfosfaadist (Na;HPQ,) ja
naatriumdivesinikfosfaadist (NaH,POQ,). Standardlahuste valmistamiseks kasutati Troloxit (C14H150a4,

Sigma-Aldrich, puhtus 97%).

Taimeekstraktide vedelikkromatograafilises anallitsis kasutati eluentidena atsetonitriili (C;HsN,
Honeywell, Germany) ja ultrapuhast vett (MQ.cm < 18,2, Millipore Corporation, USA).
Sisestandardiks kasutati bikalutamiidi (BKT) (C1sH14FsN204S, LGC GmbH, Saksamaa, puhtus 99,8%).
Standardiihenditena kasutati verbaskosiidi (CxH36015, MedChemExpress), plantamajosiidi
(C29H36016, MedChemExpress), apigeniini (CisH100s, Sigma-Aldrich, Saksamaa, puhtus 95%),
luteoliini (CisH100s, Sigma-Aldrich, puhtus 98%) ja klorogeenhapet (CigHis0s, Sigma-Aldrich,

Saksamaa).

KGigi vesilahuste valmistamiseks kasutati ultrapuhast vett (MQ.cm < 18,2, Millipore Corporation,

USA).
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3.2. Kasutatud aparatuur ja té6vahendid

Taimsete proovide peenestamiseks kasutati kohviveskit (Bomann KSW 445 CB, Hiina). Proovide
kaalumiseks kasutati analutilist kaalu (Mettler Toledo AB207-S, Sveits) ning tehnilist kaalu (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.

Varvuskatsete labiviimisel kasutati Varian Cary 50 Bio UV-Vis spektrofotomeetrit (Agilent
Technologies, USA). Lisaks kasutati 1,5 mL plastkiivette (NovaNatura, Itaalia) Folin-Ciocalteu
reagendi jaoks, 1,5 mL plastkiivette (Plastibrand, Saksamaa) AICl; reagendi jaoks ja 0,7 mL

kvartskivetti (Hellma, Saksamaa) Trim-Hill reagendi jaoks.

Antioksidatiivsuse katsete jaoks kasutati fluorimeetrit Hitachi F-7000 (Hitachi High-Technologies
Corporation, Jaapan), mis oli varustatud termostaadiga Hitachi (Hitachi High-Technologies

Corporation, Jaapan), ning 3,5 mL kvartskivetti (Hellma, Saksamaa) magnetsegajaga.

Taimeekstraktide flitokemikaalide kvantitatiivne anallitis viidi |abi HPLC-DAD slisteemi abil, mis
koosnes vedelikkromatograafist Agilent Technologies 1260 Infinity ja DAD detektorist 1260 DAD VL
G1315D. HPLC oli varustatud Agilent Poroshell 120 kolonniga (EC-C18, 4,6 x 100 mm, osakeste

suurus 2,7 um, USA).

3.3. Standardlahuste valmistamine

Uldfenoolide kvantitatiivseks mairamiseks kasutati gallushappe standardlahuseid erinevates
kontsentratsioonides. Algselt kaaluti gallushappe monohiidraadi pulbrit analttiliste kaalude abil
modtekolbi. Seejarel lisati EtOH, et saavutada kontsentratsioon 5000 mg/L. Seejarel valmistati
sellest 5000 mg/L standardlahusest kalibreerimiseks EtOH lahused kontsentratsioonides 10; 25; 50;
75 ja 100 mg/L.

Flavonoidide hindamiseks kasutati erineva kontsentratsiooniga kvertsetiini standardlahuseid.
Sellelks kaaluti kvertsetiini pulbrit mootekolbi analtitiliste kaalude abil. Seejarel lisati MeOH, et
saavutada lahuse kontsentratsioon 2000 mg/L. Seda lahust lahjendati jargnevalt kimnekordselt, et
saavutada kontsentratsioon 200 mg/L. Parast seda valmistati 200 mg/L kvertsetiini

standardlahusest kalibreerimiseks lahused kontsentratsiooniga 2; 5; 10; 20 ja 40 mg/L MeOH-s.

Iridoidide anallitisimiseks kasutati aukubiini standardlahuseid erinevates kontsentratsioonides.

Selleks pipeteeriti tapne kogus Eppendorfi aukubiini lahust ja EtOH, et saavutada kontsentratsioon
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1000 mg/L. Seejarel valmistati sellest 1000 mg/L standardlahusest kalibreerimiseks EtOH lahused
kontsentratsioonides 100; 200; 400; 800 ja 1000 mg/L.

Antioksidantide maadramiseks kasutati standardlahustena Troloxi lahuseid erinevate
kontsentratsioonidega. Selleks valmistati 30 mM Troloxi standardlahus 100 mM fosfaatpuhvris.
Kbigepealt lahjendati 30 mM Troloxi lahust kiimnekordselt 100 mM fosfaatpuhvris, et saada
toolahus kontsentratsioon 300 uM. Edasi valmistati kalibratsiooniks 300 uM Troloxi lahusest
vajalikud 0,5; 2; 4; 6; 8; 10 uM lahused fosfaatpuhvris. 100 mM fosfaatpuhver oli tehtud 200 mM
naatriumvesinikfosfaadi (Na;HPQO,) lahusest, 200 mM naatriumdivesinikfosfaadi (NaHPO4)

lahusest ja veest vahekorras 0,405:0,095:0,5.

HPLC-DAD anallilsiks kasutati klorogeenhappe, luteoliini, apigeniini, verbaskosiidi ja
plantamajosiidi standardlahuseid koos sisestandardi BKT-ga. Korogeenhappe/luteoliini/apigeniini
lahuste valmistamiseks pipeteeriti vajalik kogus 1 mg/mL klorogeenhappe/luteoliini/apigeniini
lahust EtOH-s, 2 g/L BKT EtOH-s ning EtOH, et saada kontsentratsioonid 5; 50; 100; 150; 200; 250
mg/L. Verbaskosiidi standardlahuste valmistamiseks kasutati vajalik kogus 2 mg/mL lahust EtOH-s,
millele lisati etanooli ja 2 g/L BKT, et saada lahused kontsentratsiooniga 10; 100; 200; 300; 400;
500 mg/L. Plantamajosiidi vajalik kogus lahustati kdigepealt EtOH-s, et saavutada kontsentratsioon
1 mg/mL. Pérast seda pipiteeriti 1 mg/mL standardlahust, EtOH ja BKT, et saada lahused
kontsentratsioonides 5; 50; 100; 150; 200; 250 mg/L.

3.4.  Taimne materjal ja proovi ettevalmistamine

Ekstraktid valmistati kahe erineva teelehe liigi 6hkkuivast (niiskussisaldus ligikaudu 5%) taimsest

materjalist. Proovidele anti jargnevad lihinimetused:

e PMM —suure teelehe (P. major) lehed Matsalust, Eestist

e PMKv - suure teelehe (P. major) lehed Kubja Urditalust, Eestist — vidike pakk
e PMKs —suure teelehe (P. major) iirt Kubja Urditalust, Eestist — suur pakk

e PLM —sustlehise teelehe (P. lanceolata) lehed Matsalust, Eestist

e PL —sustlehise teelehe (P. lanceolata) lehed Jalgimaelt, Eestist

e PLS —sistlehise teelehe (P. lanceolata) lirt Salusest, Saksamaalt

Valmistati 60% (v/v) EtOH lahus taimse massi ekstraheerimiseks. Koik teelehed peenestati
kohviveski abil ning kaaluti tehnilise kaaluga 1,5+0,05 g. Seejdrel lisati 30 mL 60% EtOH ja asetati

viaal loksutile ning segati 30 minutit 250 rpm (p66ret minutis) juures, automaatselt iga 99 poorde
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jarel suunda muutes. Edasi téddeldi proovi ultrahelivannis 30 minutit (350 kHz), parast tsentrifuugiti
10 minutit 8000 rpm juures ja eraldati supernatant uude viaali. Ekstrakte hoiti katsete vahelisel ajal

pimedas, 4 °C juures.

Varvusreaktsioonide labiviimiseks valmistati proovid ekstraktidest sobiva lahjendusega 60%
EtOH-s, et tulemus jaaks kalibratsioonivahemikku. Kui tulemus jai vahemikust vilja, siis valmistati
uuesti vastavalt suurema voi vdiksema lahjendusega. Fenoolsete lhendite maaramiseks olid
sobivad lahjendused 15x (korda) PLS, PMKv ja PMKs ekstraktide jaoks, 30x PMM ja PLJ ekstraktide
ning 40x PLM ekstrakti puhul. Kui maariti flavonoide, siis sobiv lahjendus oli 20x kdikide
taimeekstraktide puhul. Kui maarati iridoide, siis sobivad lahjendused olid: 5x PLM ekstrakti puhul,
teisi kasutati lahjendamata kujul. Kui maarati antiokslidante, siis kasutati 500x lajendust 100 mM
fosfaatpuhvris kdigi ekstraktide puhul. HPLC-DAD analtitsidel oli kasutusel 2x lahjendus ultrapuhtas

vees koikide ekstraktide korral.

3.5.  Varvusreaktsioonide labiviimine

Polifenoolide madramiseks valmistati lahjendatud Folin-Ciocalteu reagent (1:9 Folin-
Ciocalteu:ultrapuhas vesi, 0,2 M) ja 10% Na,COs; vesilahus. Na,COs lahust valmistati 10 g Na,COs3
lahustamisega 100 ml destilleeritud vees, mis seejarel kuumutati keemiseni. Analliisiks segati 1 mL
lahjendatud Folin-Ciocalteu lahust 0,2 mL proovi voi kalibreerimislahusega, lastes neid 5 minutit
reageerida. Seejarel lisati 0,8 mL 10% Na,COs lahust ja segu jdeti 1 tunniks toatemperatuurile
reageerima pimedas, vahelduvalt segades. Saadud lahust m&&deti seejarel spektrofotomeetriliselt

760 nm juures.

Tombekapi all valmistati 2% AICl3 lahus MeOH-s. Flavonoidide anallisimiseks segati 2% AICl3 lahust
ja proovi voi kalibreerimislahust vahekorras 1:1, vastavalt 600 uL 2% AICl; lahust ja 600 pL teelehe
ekstrakti lahjendust voi kalibreerimislahust. See segu jaeti seejarel 30 minutiks pimedasse
toatemperatuurile reageerima. Parast moodeti saadud lahust spektrofotomeetriliselt 415 nm

juures.

Iridoidide hindamiseks valmistati Trim-Hill reagent, mis koosnes dadikhappest, kontsentreeritud
HCl-st ja 0,2% CuSO04-5H,0 lahusest, segades komponendid vastavalt 10:0,5:1 vahekorras.
Analiusiks segati ettevalmistatud reaktiiv ja uuritav proov véi kalibratsioonilahus vahekorras 10:1
(600 pL reaktiivi + 60 pL proovi). See segu asetati seejarel kuuma veevanni ja jaeti 15 minutiks

reageerima. Parast mddeti saadud lahust spektrofotomeetriliselt 609 nm juures.
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Véarvusreaktsioone korrati kolm korda (n = 3) ja seejarel arvutati keskvaartus (i), standardhélve (SD)

ning saadud tulemus teisendati kuivmassi kohta jargmiste valemite abil (Tabel 1):

Tabel 1. Valemid virvusreaktsioonide jaoks

Valem Tahistused
_ x1+x2+"'+xn
x =
n
X — keskmine vaartus
Sp = X1 — esimese katse vaartus
X2 — teise katse vaartus
n — katsete arv
mg
mg ¢ (T) *0,02 (L) . , ¢ — kontsentratsioon
— )= * lahjenduskordaja
g 1(9)

3.6. Ekstraktide antiokstUdatiivsuse maaramine

Reaktsiooniks valmistati AAPH lahus ja fluorestsiini lahus. AAPH lahuse jaoks kasutati 813,57 mg
AAPH, millele lisati 5 mL 100 mM fosfaatpuhuvrit, et saada lahus kontsentratsiooniga 600 mM.
0,5 nM fluorestsiini lahuse valmistamiseks valmistati esmalt 2,425 mM fluorestsiini lahus
fosfaatpuhvris, mida lahjendati 4850 korda ehk pipeteeriti 10,31 pL 2,425 mM fluorestsiini lahust
fosfaatpuhvrisse kogumahuni 50 mL. Analldsiks segati 2,7 mL 0,5 nM fluorestsiini lahust ja 100 pL
proovi vGi kalibratsioonilahust kivetti, millesse lisati magnetsegaja, et segu anallilisi véltel
homogeenne pisiks. Seejarel oodati 3 minutit, et segu soojeneks termostaadis 37 °C-ni, et hilisemal
AAPH lisamisel see termiliselt laguneks ja peroksiilradikaale tekitaks. Seejarel lisati 200 uL 600 mM
AAPH lahust. Proovi fluorestsentsi intensiivsust méddeti kord sekundis kuni fluorestsentsi taieliku
kustumiseni. Kolme paralleelm&6tmise alusel ekstrakti ning vastava kuivaine antiokslidatiivsuse

keskvaartuse ning standardhalbe leidmiseks kasutati valemeid tabelist 1.

3.7. FUtokemikaalide kvantitatiivne maaramine

Kasutatud HPLC-DAD slisteemi parameetrid olid jargnevad: slistimismaht 5 pL, voolukiirus

0,6 mL/min, kolonni temperatuur 28 °C. Gradientelueerimisel kasutatud eluentide vahekorrad on
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toodud tabelis 2. Kromatogrammid salvestati lainepikkusel 254 nm. Saadud kromatogrammidel

maarati piikide retentsiooniaeg ja pindala. Piikide neelduvusspektritelt loeti neelduvusmaksimumid

ja miinimumid.

Tabel 2. Kasutatud HPLC gradient

Aeg, min A (H20), % B (ACN), %
0 95 5
20 50 50
25 5 95
30 5 95
30,01 95 5
35 95 5

Standardiihendite klorogeenhappe, plantamajosiidi, verbaskosiidi, luteoliini ja apigeniini
kalibratsioonigraafikute koostamisel leiti vastavate piikide suhtelised pindalad ehk standardiihendi
pindala jagati sisestandardi pindalaga. Ekstraktide kromatogrammidel tuvastati standardiihendid
nii retentsiooniaja kui neelduvusspektri alusel. Kuna kdikide kvantifitseeritavate piikide jaoks ei
leidunud standardiihendeid, p&hines kvantitatiivne maiaramine neeldumisspektrite vordlemisel
standardiihenditega ja sisalduste valjendamises nende kalibratsioonivérrandite abil. Kdesoleva t66
raames maarati kvantitatiivselt vaid piigid, mille suhteline pindala Uletas 0,2 vdahemalt (hel
ekstraktide kromatogrammidest. Piigid suhtelise pindalaga 0,1 kuni 0,2 loeti tuvastatuks alla
madramispiiri (<LoQ) ning piigid, mille suhteline pindala jdi alla 0,1, jaid alla avastamispiiri (<LoD)

ehk neid ei maaratud kvalitatiivselt.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. Varvusreaktsioonide ja antioksldatiivsuse madramise tulemused

Fenoolsete Gihendite kogusisalduse maaramiseks ekstraktides koostati kalibratsioonigraafikud F-C
reaktsiooni  alusel, kasutades  standardainena  gallushapet. Saadud  gallushappe
kalibratsioonigraafiku v&rrandi abil (V6rrand 2) arvutati fenoolsete ihendite kogusisaldus kdigis
erinevates teelehtede ekstraktides ihikutes milligramm gallushappe ekvivalenti Ghe liitri kohta ehk
mg GAE/L ja teisendati seejarel thikutesse milligrammi gallushappe ekvivalenti he grammi

kuivaine kohta ehk mg GAE/g.

y=0,0101x+0,0847, R*=0,9956

Vérrand 2. Kalibratsioonigraafiku vérrand fenoolide jaoks

Flavonoidide kogusisalduse madramiseks ekstraktides koostati kalibratsioonigraafikud AlCl;
reaktsiooni alusel, kasutades standardainena kvertsetiini. Saadud flavoniodide
kalibratsioonigraafiku vérrandi abil (Vorrand 3) arvutati flavonoidide kogusisaldus kdigis erinevates
teelehtede ekstraktides Gihikutes milligramm kvertsetiini Ghe liitri kohta ehk mg QE/L, mis teisendati

Ghikutesse milligrammi kvertsetiini ekvivalenti the grammi kuivaine kohta ehk mg QE/g.

y=0,0201x+0,0896, R*= 0,9515

Vérrand 3. Kalibreerimisgraafiku vorrand flavonoidide jaoks

Iridoidide kogusisalduse madramiseks ekstraktides koostati kalibratsioonigraafikud Trim-Hill
reaktsiooni alusel, kasutades standardainena aukubiini. Saadud iridoidide kalibratsioonigraafiku
vorrandi abil (V6rrand 4) arvutati iridoidide kogusisaldus kdigis erinevates teelehtede ekstraktides
Uhikutes milligramm aukubiini the liitri kohta ehk mg AE/L ja teisendati seejarel (hikutesse

milligrammi aukubiini ekvivalenti ihe grammi kuivaine kohta ehk mg AE/g.

y=0,0004x+0,005, R*= 0,9975

Vérrand 4. Kalibreerimisgraafiku vorrand iridoidide jaoks

Antiokstidantide kogusisalduse maaramiseks ekstraktides koostati kalibratsioonigraafikud ORAC
meetodi abil, kasutades standardainena Troloxit. Kalibratsioonipunktide leidmisel viidi omavahel
vastavusse AUC muut nullproovist ning Troloxi kontsentratsioon (Joonis 13). Saadud

kalibratsioonigraafiku voérrandi abil (Vorrand 5) arvutati antiokslidantide kogusisaldus koigis
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erinevates teelehtede ekstraktides, kasutades lahjendatud proovide AUC vaartuste erinevust
nullproovist, esmalt Ghikutes milligramm Troloxi Ghe liitri kohta ehk mg TE/L, mis teisendati seejarel

Uhikutesse milligrammi Troloxi ekvivalenti Gthe grammi kuivaine kohta ehk mg TE/g.

450
400
2 350
= —— Null proov
2 300
g 0,5 uM trolox
£ 250
3 2 uM Trolox
S 200
@ 4 uM Trolox
v 150
5 6 UM Trolox
S 100
w 8 UM Trolox
50
——10 uM Trolox
0 —
0 500 1000 1500
Aeg, s

Joonis 10. Kalibreerimisgraafiku koostamine antioksiidantide sisalduste leidmiseks

y=21069x+22609, R*=0,9798

Vérrand 5. Kalibreerimisgraafiku vérrand antioksiidantide jaoks

Tabelis 3 ja Joonisel 14 on toodud fenoolsete Ghendite, flavonoidide, iridodidide ja antiokstidantide

kogusisaldused erinevates teelehtede liikides.

Tabel 3. Varvusreaktsioonide ja antiokstidatiivsuse madramise tulemused

Fenoolsete iihendite Flavonoidide Iridoidide Antioksilidantide
Proov sisaldus, sisaldus, sisaldus, sisaldus,
mg GAE/L mg QE/L mg AE/L mg TE/L
PMM 1641,98 + 95,64 414,01+ 12,13 276,70 + 43,06 629,68 + 18,65
PMKv 1013,61 + 15,61 292,95 + 29,23 112,28 + 16,69 254,57 + 38,65
PMKs 1300,50 + 89,00 306,54 = 19,66 571,17 + 46,55 501,25+ 107,54
PLM 2819,15 + 207,20 618,41 + 57,56 1169,09 + 228,45 765,29 + 131,49
PLJ 2309,93 + 24,03 701,95 = 35,20 517,97 £+ 103,41 615,40 + 143,24
PLS 1206,37 + 54,87 220,52 £ 13,75 712,85 + 67,55 410,45 £ 100,55
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Joonis 11. Suure teelehe ja siistlehise teelehe proovide fenoolsete (ihendite, flavonoidide ning iridoidide kogusisaldused ning vastavad antiokslidatiivsed
aktiivsused, mg standardiihendi ekvivalenti g kuivaine kohta (fenoolsed (ihendid — GAE, flavonoidid — QE, iridoidid — AE)
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Uldiselt jiid erinevate teelehtede proovide fenoolsete iihendite sisaldused vahemikku 19,67+0,69
kuni 55,49%4,79 mg GAE/g. Suurim fenoolsete Gihendite sisaldus oli proovis PLM ehk Matsalu
sustlehises teelehes (55,49+4,79 mg GAE/g), madalaim aga proovis PMKv ehk Kubja suure teelehe
lehtedes (19,67+0,69 mg GAE/g). Flavonoidide kogusisaldus erinevates proovides jai vahemikku
4,4140,27 kuni 14,04+0,70 mg QE/g. Kdige suuremas kontsentratsioonis leidus flavonoide
proovides PLJ ja PLM ehk sustlehise teelehe lehtedes Jalgimaelt ja Matsalust (14,04+0,70 ja
12,37+1,15 mg QE/g vastavalt) ning madalaima sisaldusega oli proov PLS ehk siistlehise teelehe lirt
Saluselt (4,41+0,27 mg QE/g). Iridoidide kogusisaldused erinevates teelehtedes jaid vahemikku
2,25+0,33 kuni 23,38+4,57 mg AE/g. Kdige suurema ja viiksema kontsentratsiooniga tulemused
saadi vastavalt proovidest PLM ehk sistlehise teelehe lehtedest Matsalust ja PMKv ehk suure
teelehe lehtedest Kubjalt. Suurte ja slstlehiste teelehtede proovide antiokslidantide sisaldus jai
vahemikku 152,74+23,19 kuni 459,17+78,9 mg TE/g. Suurim antioksiidantide sisaldus oli ststlehise
teelehe lehtedes Matsalust ehk proovis PLM, k&ige madalam aga suure teelehe lehtedes Kubjalt

lehtes ehk proovis PMKv.

Kui vorrelda kahte liiki omavahel, siis fenoolseid Uhendeid oli rohkem sistlehises teelehes
(keskmiselt ligikaudu 42 mg GAE/g) kui suures teelehes (keskmiselt ligikaudu 26 mg GAE/g). Samuti
oli stistlehise teelehe proovides ka suurem flavonoidide sisaldus (ligikaudu 10 mg QE/g keskmiselt)
kui suure teelehe omades (ligikaudu 7 mg QE/g keskmiselt). Sustlehise teelehe proovides oli iridoide
keskmiselt ligikaudu 16 mg AE/g ning suure teelehe proovides 6 mg AE/g. Kahte liiki vorreldes leiti,
et slstlehises teelehes oli ka suurem antiokslidantsete Ghendite kogusisaldus (ligikaudu 358 mg

TE/g keskmiselt) kui suures teelehes (ligikaudu 277 mg TE/g keskmiselt).

Lehtedest valmistatud ekstraktides PMM, PMK(v ja PLJ oli flavonoidide sisaldus suurem kui iridoidide
sisaldus (Joonis 14). Proovides PMKs ja PLS ehk teelehtede Urtidest valmistatud ekstraktides oli
vastupidiselt iridoidide sisaldus suurem kui flavonoidide sisaldus. Erandiks oli proov PLM, mille
ekstrakt oli valmistatud teelehe lehtedest, kuid milles iridoide oli rohkem kui flavonoide. Veel
erinesid fitokemikaalide sisaldused ise kogutud ja ostetud taimse materjali vahel. Proovides, mis
olid ise korjatud (PMM, PLM ja PU), oli flitokemikaale rohkem kui ostetud materjalides (PMKyv,
PMKs ja PLS). Lisaks, Uldise tendentsi kohaselt oli proovidel, milles maarati varvusreaktsioonide

alusel suurem fenoolsete ihendite kogusisaldus, ka krgem antiokstidatiivne vGime (Joonis 15).
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Joonis 12. Teelehtede proovide fenoolsete lihendite kogusisalduse ja antioksiidatiivsuse
korrelatsioon

4.2. Futokemikaalide kvantitatiivne analtis

4.2.1. Kvantitatiivselt maaratavate Uhendite valim

Ekstraktide kromatogrammidelt maarati koik piigid, mis vastasid LoD ja LoQ
kvantifitseerimiskriteeriumidele. Need kriteeriumid tagasid, et kvantifitseeritavate piikide arv
hdélmas nii olulisemaid kromatograafilistele profiilidele iseloomulikke piike kui ka iseloomulikumaid
vaiksemaid piike, kusjuures piikide koguarv jai alla 50. Iga tuvastatud piigi jaoks registreeriti
retentsiooniaeg ja neeldumisspektri ekstreemumpunktid. Seejarel vorreldi neid piike erinevate
ekstraktide vahel, et kontrollida, kas sama retentsiooniaja ja neeldumisspektriga tGhendi piigi
suhteline pindala oli lle ma&aramispiiri, Gle avastamispiiri voi alla avastamispiiri. Kokku
kvantifitseeriti 40 erinevat Uhendit, mille neeldumisspektrid on toodud lisades (Lisad 1-41).
Tapsemalt, PMM ekstraktis kvantifitseeriti 13 erinevat Ghendit, PMKv ekstraktis 6 Ghendit, PMKs

ekstraktis 8 ihendit, PLM ekstraktis 13 Gihendit, PLJ ekstraktis 23 Gihendit ja PLS ekstraktis 7 Ghendit.

4.2.2. Standardihendite valik kvantitatiivseks maaramiseks

Algselt analtusiti HPLC-DAD slisteemi abil mitmeid erinevaid standardiihendeid aineklassidest,
mida varasemalt on teelehtedest tuvastatud. Standardihenditeks olid apigeniin, aukubiin,
kamferool, klorogeenhape, kohvhape, luteoliin, luteoliin-7-O-glikosiid, plantamajosiid, rutiin ja
verbaskosiid. Kdigist testitud standarditest ainult kaks Ghendit — plantamajosiid ja verbaskosiid —

leiti ekstraktidest (ile maadramispiiri, kontrollides nende retentsiooniaegu ja neeldumisspektreid
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(ning kinnitamiseks massispektrit). Standardiihendite hulgast valiti valja osad, mis sobisid koigi
Glejaanud piikide kvantifitseerimiseks. Kuna analiisitud Ghendid kuulusid teelehtedes leiduvate
Ghendirihmadesse ja arvestades neeldumisspektrite sarnasust sarnaste molekulaarstruktuuridega
ainete puhul, valiti kvantifitseerimiseks standardihendeid, mida vastasid tundmatute piikide
neelduvusspektritele voimalikult tdpselt. Seega valiti kvantitatiivse analiilsi jaoks vélja viis

standardihendit: apigeniin, klorogeenhape, luteoliin, plantamajosiid ja verbaskosiid.

Klorogeenhappe retentsiooniaeg (Rt) oli 8,2 min, spektri miinimum 264 nm ja maksimumid 218 ja
326 nm; apigeniini Rt = 18,33 min, spektri miinimumid 246 ja 280 nm ning maksimumid 212, 266 ja
338 nm; luteoliini Rt = 16,4 min, spektri miinimumid 236, 262 ja 282 nm ning maksimumid 214, 252,
266 ja 348 nm; verbaskosiidi Rt = 11,65 min, spektri miinimum 264 nm ja maksimumid 218 ja 330

nm; plantamajosiid Rt = 11 min, spektri miinimum 262 nm ja maksimumid 218 ja 328 nm.

4.2.3. Ekstraktides leiduvate fUtokemikaalide sisalduste leidmine

Valitud standardiihenditega koostati kalibratsioonigraafikud (Vorrandid 6-10).

y=0,0129x+0,0227, R*=0,9981

Vérrand 6. Kalibratsioonigraafiku vérrand klorogeenhappe jaoks

y=0,0424x+0,0177, R>=0,9919

Vérrand 7. Kalibratsioonigraafiku vérrand luteoliini jaoks

y=0,0355x+0,0571, R*= 0,9967

Vérrand 8. Kalibratsioonigraafiku vérrand apigeniini jaoks

y=0,0062x+0,016, R*= 0,9940

Vérrand 9. Kalibratsioonigraafiku vérrand plantamajosiidi jaoks

y=0,0073x+0,0433, R*=0,9946

Vérrand 10. Kalibratsioonigraafiku vorrand verbaskosiidi jaoks

Lisaks madrati valitud standardiihendite neeldumisspektrite ekstreemumid kolmel erineval
kontsentratsioonil, et jalgida erineva kontsentratsiooniga neeldumisspektrite kuju muutusi

(Joonised 16-20). Seda tehti selleks, et tagada tdpseim otsus nii suuremate kui ka vaiksemate piikide
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kvantfitseerimisel. Joonistelt 16-20 on naha, et standardihendi erinevatel kontsentratsioonidel

vOib tekkida vaike ekstreemumite nihe.

Joonis 13. Plantamajosiidi kalibratsioonispektrid: 5 mg/L vasakul, 100 mg/L keskel ja 250 mg/L
paremal

Joonis 14. Verbaskosiidi kalibratsioonispektrid: 10 mg/L vasakul, 200 mg/L keskel ja 500 mg/L
paremal

0 30 20 W0 X0 30 M X0 M e

Joonis 15. Klorogeenhappe kalibratsioonispektrid: 5 mg/L vasakul, 100 mg/L keskel ja 250 mg/L
paremal

eoer o tiheiiivondiecniibute o iilhasesiimaed]

© X0 W X0 W 30 W0 W =

Joonis 16. Luteoliini kalibratsioonispektrid: 5 mg/L vasakul, 100 mg/L keskel ja 250 mg/L paremal
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Joonis 17. Apigeniini kalibratsioonispektrid: 5 mg/L vasakul, 100 mg/L keskel ja 250 mg/L paremal

Ekstraktides tuvastati standardiihendite abil kaks kdige iseloomulikumat piiki - plantamajosiid ja
verbaskosiid (Joonis 21), mis on feniilpropanoidgliikosiidid. Teisi kvantifitseerimiseks kasutatud
standardiihendeid kas ei esinenud ekstraktides voi vastavate piikide suhteline pindala jai alla
avastamispiiri. Ulejddnud ihendite kvantitatiivseks maaramiseks kasutati (iht standardiihenditest,
millel oli tundmatule piigile sarnaseim UV-neelduvusspekter. Kdik 40 piiki kvantifitseeriti, mddtes
nende suhtelised pindalad kolmes paralleelkatses saadud kromatogrammidelt, leides nende
keskvaartuse ja standardhalbe ning kasutades standardiihendite kalibratsioonivérrandeid, et leida
esmalt flitokemikaali sisaldus ekstraktis ning seejarel teisendada see sisalduseks kuivaine grammi

kohta. Tabelis 4 on toodud kdikide kvantifitseeritud ihendite sisaldused kummagi teelehe liigi

koigis ekstraktides.

Iga ekstrakti kdigi kvantifitseeritud UGhendite summana leiti fitokemikaalide kogusisaldused nii
ekstraktides (Tabel 5) kui ka vastava taimse materjali grammi kohta (Joonis 22). KGige suurem
fitokemikaalide kogusisaldus oli proovis PLM ehk Matsalu sistlehise teelehe lehtedes,
kogukontsentratsiooniga 93,88+17,94 mg/g, sealhulgas 13 erinevat flitokemikaali. Kogusisalduselt
teisel kohal oli proov PU ehk sistlehise teelehe lehed Jalgimaelt, kontsentratsiooniga
81,50+3,49 mg/g (23 piiki) ning kolmandal proov PMM ehk suure teelehe lehed Matsalust,
kontsentratsiooniga 58,68+9,82 mg/g (13 piiki). K&ige vaiksem flitokemikaalide kogusisaldus saadi
proovis PMKv ehk Kubja suure teelehe Ilehtedes, kus maarati 6 fltokemikaali
Uldkontsentratsiooniga 22,0+5,85 mg/g. Kubja suure teelehe lrdis (PMKs) ja slistlehise teelehe
Urdis Saluselt (PLS) olid kogusisaldused vastavalt 31,46+7,75 mg/g (8 piiki) ja 25,37+7,28 mg/g (7
piiki). Sellest jareldub, et ainete mitmekesisuse poolest rikkaim ekstrakt oli valmistatud Jalgimae

sustlehise teelehe lehtedest (PU), Gldkontsentratsiooni poolest aga Matsalu sistlehise teelehe

lehtedest (PLM).
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Joonis 18. Kaks korda lahjendatud ekstraktide kromatogrammid; piik nr 1 — plantamajosiid, nr 2 — verbaskosiid; nr 3 — sisestandard bikalutamiid (40 mg/L)
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Tabel 4. Ekstraktides kvantitatiivselt médratud fiitokemikaalid

Piigi R UV-neelduvusspekter Stand'ardf'.‘ihend Sisaldus ekstraktis (mg/L)
nr. (min) ' - “- - kvantltf't'u\'lseks
Maksimum(id) Miinimum(id) analiiiisiks PMM PMKv PMKs PLM PLJ PLS

1 5,41 214, 252,292 234,276 apigeniin 8,13 +0,56 <LoQ <LoQ 16,11 +0,18 14,71 +£0,96 <LoQ

2 5,6 234 212 luteoliin 15,35+0,93 <LoD <LoQ <LoD <LoD <LoQ

3 8,89 216, 324 262 apigeniin <LoD <LoD <LoD <LoQ 10,61 + 0,43 <LoD

4 9,07 216, 300, 326 262, 304 apigeniin <LoD <LoD <LoD <LoD 9,89 £ 0,56 <LoD

5 10,89 218,328 262 plantamajosiid | 1693,03 * 65,43 <LoQ 100,30 + 5,56 562,18 + 34,79 681,10 + 11,88 72,37 £4,27
6 10,97 212,272,332 260, 282 verbaskosiid <LoD <LoD <LoQ <LoQ 98,32 +5,17 <LoD

7 11,09 248, 268, 348 242, 262, 284 luteoliin 11,80 £ 0,40 <LoD <LoD 54,40 + 3,15 93,59 +11,14 <LoD

8 11,11 268, 340 254,294 apigeniin <LoD <LoD 50,43 £ 4,54 <LoD <LoD 22,17 £0,56
9 11,22 218,328 262 plantamajosiid <LoQ <LoD 100,04 £ 9,70 88,71 +5,99 126,36 + 11,29 77,40 £ 6,44
10 11,52 218, 330 264 verbaskosiid 807,93 + 25,78 773,67 £67,94 | 1150,32 £ 29,50 | 3309,03 + 248,89 | 1652,55+ 162,31 | 1004,32 + 71,16
11 11,71 216, 284,334 256, 302 apigeniin 10,40 £ 0,35 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD

12 11,77 214, 266, 342 262, 282 luteoliin <LoD <LoD 25,92 +1,81 <LoD <LoD 14,44 £ 0,89
13 11,78 254, 266, 348 262,294 luteoliin <LoD 88,57 +7,84 <LoD <LoD <LoD <LoD

14 11,84 218,328 262 plantamajosiid 145,25 + 5,46 <LoD <LoD 169,76 + 11,18 <LoD <LoD

15 11,85 216, 328 262 plantamajosiid <LoD <LoD <LoD <LoD 181,35+ 17,26 <LoD

16 11,91 216, 328 262 plantamajosiid <LoD <LoD <LoD <LoD 86,59 + 5,88 <LoD

17 11,92 216, 284,342 262,304 apigeniin <LoD 21,92+1,93 <LoD <LoD <LoD <LoD

18 12,05 214, 274, 338 262, 298 apigeniin 34,91+ 0,98 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD

19 12,08 218,328 262 plantamajosiid <LoD <LoD <LoD <LoQ 57,58 + 8,39 <LoD
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20 12,14 218, 328 262 plantamajosiid <LoD 137,43 + 12,47 112,55 £ 9,02 94,70 £ 7,48 144,84 £ 11,95 66,19 + 4,67
21 12,22 216, 328 264 verbaskosiid <LoQ <LoD <LoD 83,51 +5,68 61,19 +£5,72 <LoD
22 12,35 218, 332 264 plantamajosiid <LoQ <LoD <LoD <LoQ 84,15 + 8,20 <LoD
23 12,51 216, 332 264 verbaskosiid <LoQ <LoD <LoD <LoQ 80,50 + 6,94 <LoD
24 12,69 218, 328 264 verbaskosiid <LoQ <LoD <LoD 68,96 + 7,63 83,12 +7,31 <LoD
25 12,78 218, 328 264 verbaskosiid <LoD <LoD <LoD <LoD 86,47 £ 12,79 <LoD
26 12,79 218, 330 264 verbaskosiid <LoD <LoD <LoD 146,84 + 16,22 <LoD <LoD
27 12,85 216, 282, 334 252, 302 apigeniin 26,63 + 4,28 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
28 12,9 218, 326 264 klorogeenhape <LoD <LoD <LoD <LoD 42,24 + 4,01 <LoD
29 13,03 246, 270, 336 264, 282 luteoliin 10,55+ 0,46 <LoD <LoD 50,16 + 1,28 98,39 + 3,09 <LoD
30 13,11 248, 270, 334 264, 282 luteoliin <LoD <LoD <LoD 23,28 £4,40 34,58 +7,62 <LoD
31 13,13 218, 266, 334 250, 290 apigeniin <LoD 35,44 £2,73 <LoD <LoD <LoD <LoD
32 13,21 212,274,334 2438, 298 apigeniin 66,01 £5,53 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
33 13,22 248, 270, 340 264, 280 luteoliin <LoD <LoD <LoQ 26,46 £4,75 28,97 £ 5,56 <LoQ
34 13,33 | 214, 250, 266,344 | 244,262,294 luteoliin <LoD 42,96 + 3,52 <LoD <LoD <LoD <LoD
35 13,36 216, 328 266 verbaskosiid <LoD <LoD <LoD <LoQ 77,34 +£7,37 <LoQ
36 13,41 214, 274,334 248, 298 apigeniin 40,98 + 0,83 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
37 13,58 218, 284,334 256, 314 apigeniin <LoD <LoD 23,31+2,55 <LoD <LoD 11,63 £2,47
38 13,67 220, 328 272 plantamajosiid <LoD <LoD <LoD <LoQ 210,32 + 38,93 <LoD
39 14,44 214, 274,332 248, 298 apigeniin 63,03 £ 3,34 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
40 16,18 220, 266, 346 262, 282 luteoliin <LoD <LoD 10,04 £ 0,96 <LoD <LoD <LoQ

Alla joonitud lhendid tuvastati ekstraktides kui kasutatud standardiihendid.
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Tabel 5. Fiitokemikaalide kogusisaldus ning plantamajosiidi ja verbaskosiidi sisaldused teelehtede ekstraktides

Fiutokemikaalide Plantamajosiid Verbaskosiid
Teelehe ekstrakt kogusisaldus Sisaldus ekstraktis, Protsent Sisaldus Protsent
ekstraktis, mg/L mg/L kogusisaldusest | ekstraktis, mg/L | kogusisaldusest
PMM 2933,99 + 490,80 1693,03 + 65,43 58% 807,93 + 25,78 28%
PMKv 1099,99 + 292,30 <LoQ - 773,67 £67,94 70%
PMKs 1572,90 + 387,41 100,30 £+ 5,56 6% 1150,32 + 29,50 73%
PLM 4694,10 + 897,07 562,18 + 34,79 12% 3309,03 + 248,89 70%
PLJ 4074,77 + 174,26 681,10+ 11,88 17% 1652,55 + 162,31 41%
PLS 1268,51 + 364,06 72,37 £ 4,27 6% 1004,32 + 71,16 79%
120,00 93,88

@ [

% 100,00

£ l 81,50

=)

s 50,00 58,68 6618

o 60,00 1

£

g 1,46

T 4000 3386 * 305 55,37

g - 22,00 l 23,01 L 1 20.09

% 20,00 16;16 15_:__47 = 11,24 13,62 i

<LoQ 2,01 - : 1,45
0,00 - -
PMM PMKv PMKs PLM PLJ PLS

Flitokemikaalide kogusisaldus

Plantamajosiidi sisaldus

Verbaskosiidi sisaldus

Joonis 19. Fiitokemikaalide kogusisaldus ning vastavad plantamajosiidi ja verbaskosiidi sisaldused teelehtede proovides
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Plantamajosiidi ja verbaskosiidi kvantitatiivse maaramise tulemused on toodud Tabelis 5. Kdige
suurem plantamajosiidi sisaldus oli 33,86+1,31 mg/g proovis PMM, mis moodustas ligikaudu 58%
kogu ekstrakti fitokemikaalsest sisaldusest, ning k&ige vdiksem proovis PLS, 1,45+0,09 mg/g ehk
~6% kogusisaldusest. Proovis PMKv oli plantamajosiidi sisaldus alla maaramispiiri. Ulejdanud
ekstraktides sisaldus plantamajosiidi vahemikus 2,01+0,11 kuni 13,62+0,24 mg/g, mis moodustas
vastavalt ligikaudu 6% kuni 17% koigist maaratud Ghenditest. Verbaskosiid oli kdigis sistelehise
teelehe proovides kogusisalduselt peamiseks kvantifitseeritud Uhendiks. Proovis PLM oli
verbaskosiidi sisaldus 66,18+4,98 mg/g 73% flutokemikaalide kogusisaldusest), proovis PU
33,05+3,25 mg/g ¢41%) ja proovis PLS 20,09+1,42 mg/g ¢79%). K&ik suure teelehe proovid
sisaldasid samuti verbaskosiidi — proovis PMM leidus seda 16,16+0,52 mg/g (28%), proovis PMKv
15,47+1,36 mg/g (~70%) ja proovis PMKs 23,01+0,59 mg/g ¢73%).

Kui vaadelda omavahel suure ja sistlehise teelehe proove liigipohiselt, siis suure teelehe proovides
oli fitokemikaalide keskmine kogusisaldus vaiksem kui siistlehise teelehe proovides, vastavalt
ligikaudu 37 ja 67 mg/g keskmiselt. Uhes suure teelehe proovis oli rohkem plantamajosiidi sisaldus
suurem vorreldes verbaskosiidiga, koigis teistes suure ja sistlehise teelehe proovides domineeris
aga viimane. Ka oli flitokemikaalide sisaldus kdrgem ekstraktides, mis olid valmistatud teelehtede
lehtedest (proovid PMM, PMKv, PLM, PLJ) — keskmiselt kogukontsentratsioon ligikaudu 64 mg/g
kuivaine kohta, vorreldes ekstraktidega, mis olid valmistatud kogu taime Urdist (PMKs, PLS) —
keskmine kogukontsentratsioon 28 mg/g. Lisaks selgus fiitokemikaalide kogusisalduste analiiUsist,
et vastavad sisaldused olid suuremad ise kogutud ja kuivatatud taimses materjalis (proovid PMM,
PLM ja PLJ) kui ostetud kuivatatud taimedes (proovid PMKv, PMKs ja PLS). Ise korjatud taimedes oli
futokemikaalide kogusisaldus vahemikus 58,68+9,82 — 93,88+17,94 mg/g ning ostetud
taimeproovides 22,0+5,85 — 31,46+7,75 mg/g, seega sisaldasid ise korjatud proovid ligikaudu kolm

korda rohkem futokemikaale.
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5. Kokkuvote

Kaesolevas t00s analliUsiti ja vorreldi suure ja siistlehise teelehe flitokemikaalset koostist. Kummagi
liigi taimsest materjalist valmistati kolm erinevat ekstrakti, kaks lehtedest ja (ks tervest Urdist.
Tulemused néitasid, et proovide fenoolsete ihendite sisaldus jai vahemikku 20 kuni 55 mg GAE/g,
korgeim Matsalu sistlehise teelehe lehtedes (PLM) ja madalaim Kubja suure teelehe lehtedes
(PMKv). Flavonoidide sisaldus proovides oli vahemikus 4—14 mg QE/g, suurima kontsentratsiooniga
Jalgimae sustlehise teelehe lehtedes (PLJ) ning madalama sisaldusega Saluse sistlehise teelehe
rdis (PLS). Iridoidide sisaldus oli vahemikus 2—23 mg AE/g, kdrgeim Matsalu sistlehise teelehe
lehtedes (PLM), madalaim Kubja suure teelehe lehtedes (PMKv). Antiokslidantide sisaldus j&i
vahemikku 153-459 mg TE/g, kusjuures kdrgeim sisaldus oli proovis PLM ning madalaim proovis
PMKv. Vorreldes kahe taimeliigi tulemusi omavahel, leiti, et slstlehises teelehes oli kdrgem
fenoolsete Uhendite (keskmiselt ligikaudu 42 mg GAE/g) ja flavonoidide sisaldus (keskmiselt
ligikaudu 10 mg QE/g) kui suures teelehes (vastavalt keskmiselt ligikaudu 26 mg GAE/g ning 7 mg
QE/g). Iridoidide keskmine kogusisaldus oli ~16 mg AE/g siistlehises teelehes ning suures teelehes
~6 mg AE/g. Antiokslidante oli samuti rohkem sustlehises teelehes, kus nende kontsentratsioon oli
~358 mg TE/g keskmiselt, v&rreldes suure teelehega, milles vastav sisaldus oli ~277 mg TE/g
keskmiselt. Saadud tulemuste pohjal leiti ka, et fenoolsete Ghendite kogusisalduse ja ekstrakti
antioksldatiivsuse vahel esines korrelatsioon, mis on pohjustatud fenoolste (hendite
antioksudatiivsest toimest.

Vedelikkromatograafia abil kvantifitseeriti ekstraktidest 40 erinevat fitokemikaali. PMM ekstraktis
kvantifitseeriti 13 erinevat Uhendit, PMKv ekstraktis 6 (ihendit, PMKs ekstraktis 8 Ghendit, PLM
ekstraktis 13 thendit, PLJ ekstraktis 23 Uhendit ja PLS ekstraktis 7 Ghendit. Kaks kdige
iseloomulikumat piiki kromatogrammidel tuvastati standardihendite abil plantamajosiidi ja
verbaskosiidina. Esimene neist fenlllpropanoidgliikosiididest oli ihend, mida leidus suurimal
madral Uhes suure teelehe proovidest (PMM, ~34 mg/g) ning teist Uhes slstlehise teelehe
proovidest (PLM, ~66 mg/g). Suurim flitokemikaalide kogusisaldus leiti Matsalu sistlehise teelehe
lehtedest (PLM), vastavalt ~94 mg/g, sellele jargnesid Jalgimae sustlehise teelehe lehed (PU)
kontsentratsiooniga ~82 mg/g ja Matsalu suure teelehe lehed (PMM) sisaldusega ~59 mg/g.
Viikseim fitokemikaalide kogusisaldus oli Kubja suure teelehe lehtedes (PMKv), ligikaudu 22 mg/g.
Uldiselt oli stistlehise teelehte proovides bioaktiivsete iihendite sisaldus suurem kui suurte teelehte
proovides, vastavalt keskmiselt ~67 mg/g ja ~37 mg/g. Ise korjatud taimed nditasid oluliselt
kdrgemat futokemikaalide sisaldust (~78,02 mg/g keskmiselt) vorreldes ostetud taimse materjaliga

(~27 mg/g keskmiselt).
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Tanuavaldused

Too autor avaldab tdnu oma juhendajatele abi eest katsete labiviimisel, t66 kokkupanemisel ja

keelekorrektuuril.

Tood finantseeriti [abi Tallinna Tehnikalilikooli projekti S522004 , Taimeekstraktide antiokstidatiivse
ja antibakteriaalse aktiivsuse hindamine” ja SA Eesti Teadusagentuuri teadus- ja arendusprojekti

TT4 , Analiitilise Keemia Kvaliteedi Infrastruktuur®.
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Annotatsioon

Kdesoleva magistrito60 eesmargiks oli iseloomustada Eestis enim levinud teelehe liikide
fitokemikaalset koostist. T60s vorreldi suure teelehe ja sistlehise teelehe proove, millest kolm olid
korjatud ise (suure teelehe lehed Matsalust, sistlehise teelehe lehed Matsalust ning siistlehise
teelehe lehed Jalgimaelt) ja kolm oli ostetud (suure teelehe lehed Kubjalt, suure teelehe irt Kubjalt
ning sistlehise teelehe irt Saluselt).

Toos kasutati varvusreaktsioone fenoolsete Gihendite, flvaonoidide ning iridoidide kogusisalduste
madramiseks, hapnikuradikaalide absorbeerimisvdime analiiisi ehk ORAC meetodit
antiokslidatiivsuse =~ maaramiseks ning  k&rgefektiivset  vedelikkromatograafiat  (HPLC)
futokemikaalide kvantitatiivseks maaramiseks. Fenoolsed (ihendid madarati Folin-Ciocalteu
reaktsiooniga gallushappe ekvivalentides (GAE), flavonoidide AICls meetodiga kvertsetiini
ekvivalentides (QE), iridoidid Trim-Hill reaktsiooniga aukubiini ekvivalentides (AE). Antioksiidantide
sisaldust hinnati ORAC meetodi alusel Troloxi ekvivalentides (TE).

Keskmiselt oli slistlehise teelehe proovides suurem bioaktiivsete riihmade (nii fenoolsete Gihendite,
flavonoidide, iridoidide kui ka antiokslidantide) kogusisaldus kui suure teelehe proovides.
Sustlehise teelehe proovides oli fenoolsete Ghendite sisaldus keskmiselt ligikaudu 42 mg GAE/g,
flavonoide keskmiselt ligikaudu 10 mg QE/g, iridoide keskmiselt ligikaudu 16 mg AE/g. Suures
teelehes oli fenoolste Uhendite kogusisaldus keskmiselt ligikaudu 26 mg GAE/g, flavonoidide
sisaldus keskmiselt ligikaudu 7 mg QE/g, iridoidide sisaldus keskmiselt ligikaudu 6 mg AE/g.
Antiokstdantide keskmine sisaldus oli sistlehise teelehe proovides ligikaudu 358 mg TE/g ning
suure teelehe proovides ligikaudu 277 mg TE/g.

Ekstraktides leiduvate fltokemikaalide kvantifitseerimiseks kasutati standardihenditena
klorogeenhapet, luteoliini, apigeniini, plantamajosiidi ja verbaskosiidi. Kaks viimast tuvastati
ekstraktidest {ile avastamispiiri. Kokku méaérati kvantitatiivselt 40 erinevat fiitokemikaali. Uhendid,
mida ei tuvastatud standadihendite abil, kvantifitseeriti selle standardihendi kalibratsiooni alusel,
mille UV-neelduvusspekter oli tundmatu piigi omale sarnaseim. Plantamajosiid oli peamiseks
futokemikaaliks Matsalu suure teelehe lehtest valmistatud ekstraktis, kuid verbaskosiidi leidus
suurimas hulgas koikides teistes ekstraktides. Suure teelehe proovides jai kvantifitseeritud
futokemikaalide kogusisaldus vahemikku 22,0 kuni 58,68 mg/g ning siistlehise teelehte proovides
vahemikku 25,37 kuni 93,88 mg/g. Ise korjatud taimses materjalis oli fitokemikaalide keskmine

kogusisaldus ligikaudu 78 mg/g, kuid ostetud proovides oli see ligi kolm korda vaiksem.
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Abstract

The aim of this Master’s thesis was to characterise the phytochemical content of the two most
common Plantago species found in Estonia. Three of the samples of Plantago major and Plantago
lanceolata that were analysed, were self-gathered (P. major leaves from Matsalu, P. lanceolata
leaves from Matsalu, P. lanceolata leaves from Jalgimae), and the other three purchased (P. major
leaves from Kubja, P. major aerial part from Kubja, P. lanceolata aerial part from Salus).
Colorimetric tests were used to determine the total concentrations of phenolic compounds,
flavonoids, and iridoids in the samples. Oxygen radical absorbance capacity or ORAC method was
used to determine the antioxidant properties of the extracts. High-performance liquid
chromatography was used to quantitatively determine the individual phytochemicals. The phenolic
compounds were determined by the Folin-Ciocalteu reaction in gallic acid equivalents (GAE),
flavonoids using AICl; reaction in quercetin equivalents (QE), and iridoids were quantified using the
Trim-Hill reaction in aucubin equivalents (AE). The antioxidant content was assessed based on the
ORAC method in Trolox equivalent (TE).

On average, the total content of bioactives (phenolic compounds, as well as flavonoids, iridoids,
and antioxidants) was higher in P. lanceolata than in P. major. P. lanceolata samples contained an
average of approximately 42 mg GAE/g of phenolic compounds, approximately 10 mg QE/g of
flavonoids, and approximately 16 mg AE/g of iridoids. In P. major, the average content of phenolic
compounds was approximately 26 mg GAE/g, the content of flavonoids approximately 7 mg QE/g,
and the content of iridoids approximately 6 mg AE/g. The average antioxidant content was 358 mg
TE/g in P. lanceolata and 277 mg TE/g in P. major.

Chlorogenic acid, luteolin, apigenin, plantamajoside and verbascoside were used as standard
compounds to quantify individul phytochemicals in the extracts. Only plantamajoside and
verbascoside were found over the limit of detection in the extracts. A total of 40 individual
phytochemicals were quantified. The quantification for unidentified peaks was based on the
respective similarity to the UV spectra of one of the standard compounds. Plantamajoside was the
phytochemical in the highest content in the extract of P. major leaves from Matsalu, but
verbascoside was the dominant phytochemical in all other extracts. The content of all quantified
phytochemicals in P. major samples was in the range of 22.0to 58.68 mg/g, and 25.37 t0 93.88 mg/g
in P. lanceolata samples. The self-gathered plant material had a total phytochemical content of

approximately 78 mg/g on average, which was three-fold less in the purchased materials.
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