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EKSPERIMENTINIAI TYRIMAI

Paprastosios jonazolés (Hypericum perforatum L.) veikliyjy medziagy
kiekybiné analizé efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu

Saulius Kazlauskas, Edita Bagdonaité!
Kauno medicinos universitetas, ' Vilniaus botanikos institutas
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Santrauka. Pagrindinés jonazolés veikliosios medziagos yra flavonoidai (rutinas, kvercetinas
ir izokvercetinas) ir hipericinas. Sios medziagos teigiamai veikia Zmogaus lqsteliy regeneracijq,
pasizymi priesuzdegiminémis ir priesvirusinémis savybémis. Hipericinas veikia kaip antidep-

resantas.

Straipsnyje pateikiamas paprastosios jonazolés, surinktos natiraliose augavietése ir kolekciniy
pavyzdziy, vaistinés zaliavos veikliyjy medziagy kiekybinis jvertinimas didelio slégio skystinés
chromatografijos metodu. Taip pat apzvelgiami hipericino ir flavonoidy kiekio kitimo désningumai
augimvietése ir augavietése, Zieduose ir lapuose, augimo fenofazése.

Augaliné zaliava tyrimams surinkta 1998—1999 m. Aktyviyjy medziagy kiekybinis nustatymas
buvo atliekamas efektyviosios skysciy chromatografijos metodu naudojant UV detektoriy.

DidzZiausi kiekiai rutino rasti lapuose, o kvercetino, izokvercetino ir hipericino — Zieduose.
Nustatyta, kad Zydéjimo laikotarpiu jonazoléje susikaupia didesni veikliyjy medziagy kiekiai.

Ivadas

Paprastoji jonazolé (Hypericum perforatum L.) —
jonazoliniy (Hypericaceae) Seimos daugiametis, 30—
100 cm aukscio, zolinis augalas. Stiebas stacias su
dviem iSilginémis briaunomis Sonuose. Lapai priesi-
niai, bekociai, lygiakrasciai, juose daug persiSviecia-
my liaukiniy taskeliy ir nedaug juody. Ziedai susitelke
skydisky Sluoteliy pavidalo ziedynuose. Taurélapiai
siauri, lancetiski. Vainiklapiai tamsiai geltoni, nelygia-
Soniai. Vaisius — trilizdé tamsiai ruda dézuté (1). Vais-
tinei zaliavai vartojamos 15-30 cm virSiinés (Herba
Hyperici), nupjautos augalo Zydéjimo laikotarpiu —
birzelio ir liepos ménesiais.

Jonazolés preparatams budingas regeneruojantis,
dezinfekuojantis, prieSuzdegiminis, antivirusinis vei-
kimas. Gydo zaizdas, opaligg, kepenu ligas, stabdo
danteny kraujavima (2). Jau gerai istirtas ir antidepre-
sinis jonazolés veikimas. Nustatyta, kad jonaZolés pre-
paratai reciau sukelia Salutiniy reiSkiniy negu sinte-
tiniai vaistai (3, 4).

Jonazolés platus veikimas priklauso nuo sinteti-
namy medziagy kiekio. Standartizuojant augaling za-
liava, tradiciskai démesys kreipiamas i du naftodiant-
ronus: hipericing ir pseudohipericing. Jy suma ekstrak-

te siekia 0,1-0,3 proc. Ne maziau svarbiis flavonoidai
(kvercetinas, rutinas, hiperozidas, izokvercitrinas, kve-
rcitrinas) sudaro apie 2—4 proc., o floroglucinolai
(hiperforinas, pseudohiperforinas) ~1—6 proc. (5, 6).

Mokslinéje literatiiroje nurodoma, kad veikliyju
medziagy kiekis, o kartu ir vaistinés zaliavos kokybé
priklauso nuo daugelio veiksniy: natiralios augavietés
ir augimvietés, augalo genetiniy savybiy, augimo fa-
z¢€s, augalo organo, augalinés Zaliavos rinkimo laiko,
dziovinimo ir kt. (7-9).

Sio tyrimo tikslas — paprastosios jonaZolés veik-
liyjy medziagy kiekio ir kitimo désningumuy iverti-
nimas didelio slégio skys¢iy chromatografijos metodu.

Tyrimo medZiaga ir metodai

Tyrimo medziaga surinkta 1998—1999 m. natura-
liose paprastosios jonazolés augavietése ekspediciju
metu ir Botanikos instituto Eksperimentingje moks-
lingje bazéje vaistiniy ir aromatiniy augaly kolekci-
joje. Koordinatés: N 54°46°39.3”, E 025°17°27.2”
(1 lentelé).

Kolekcijoje augaliné zaliava buvo renkama vegeta-
cinio laikotarpio pabaigoje (1999 06 14). Ziedy ir lapy
pavyzdziai dZiovinti kambario temperattroje. Augali-
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1 lentelé. Paprastosios jonaZolés (Hypericum perforatum L.) tyrimo medZiagos rinkimo charakteristika

Nr. Radimo vieta Koordinatés Augavieté Rinkimo laikas
1 Marijampolés raj., - Pieva 99 07 02
Sasnavos g-ja, 65 kv.
2 Kauno raj., Kauno mariy regioninis N 54°48°48.7” Vidutinio 99 07 02
parkas E 024°10°51.0” drégnumo pieva

3 Prieny raj., Prieny $ilas, 83 kv. N 54°35°31.6” Kirtimas 99 07 02
E 023°55°22.1”

4 Alytaus raj., Daugai N 54°21°27.0 Dirvonas 99 07 03
E 024°15°09.8”

5 Kédainiy raj., Pasiliai N 55°29°32.4” Dirvonas 9907 13
E 024°13°00.3”

6 Kédainiy raj., Truskava N 55°27°22.0 Dirvonas 9907 13
E 024°13°59.2”

7 Anyksciy raj., Troskiinai N 55°34°56.2” Dirvonas 99 07 14
E 025°00°00.9”

8 Utenos raj., Tauragnai N 55°25°35.1” Dirvonas 9907 17
E 026°01°35.4”

9 Zarasy raj., Davainiai N 55°43°03.4 Dirvonas 9907 19
E 025°43°00.4”

10 | Zarasy raj., Vosgéliy piliakalnis N 55°43°16.4” Vidutinio 9907 19
E 025°44°59.3” drégnumo pieva

11 | Vilniaus raj., VerkSnioniy karjeras N 54°47°34.4> Karjeras 99 07 22
E 024°54°44.9”

12 | Vilniaus raj., Sudervé N 54°48°32.4” Vidutinio 98 07 09
E 024°59°23.3” drégnumo pieva 990722

13 | Vilniaus raj., Diikstos N 54°48°27.1 Dirvonas 98 07 09
E 024°54°51.9” 990722

14 | Anykséiy raj., Cekonys N 55°34°44.5” Dirvonas 98 07 15
E 025°12°18.1” 9907 14

15 | AnyksCiu raj., Svédasai N 55°39°45.7” Dirvonas 98 07 15
E 025°20°06.2” 9907 14

16 | Moleéty raj., Joniskis N 55°05°12.5” Pieva 98 07 01
E 025°41°19.6”

17 | Ignalinos raj., Krikonys N 55°15°29.9” Dirvonas 98 07 04
E 026°22°38.8”

18 | Ukmergés raj. prie Sventosios upés - Pieva 98 07 15

19 | Utenos raj., VyZuoniy g-ja - Pieva 9807 16

nés zaliavos ekstrakcija atlikta pagal farmakopéjing
metodika (10). Orasausé augaliné Zaliava sumalama
ir tikslus jos kiekis (1 g) ekstrahuojamas apvaliadug-
néje kolboje 30 ml 50 proc. etanoliu. Kolba su pri-
jungtu oro $aldytuvu Sildoma 70°C temperattiroje van-
dens voneléje. Po 30 min. karStas ekstraktas filtruo-

jamas 1 100 ml matavimo kolba. Filtras istatomas atgal
iapvaliadugne kolba ir jpilama 30 ml 50 proc. etanolio.
Ekstrakcija kartojama dar du kartus. Atvésintas eks-
traktas praskiedziamas 50 proc. etanoliu iki 100 ml.
Pagrindiniy veikliyju medziagy kiekybing analiz¢
ekstrakte atlikome pagal J. Holzl ir E. Ostrowski meto-
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1 pav. Flavonoidy nustatymo chromatograma
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2 pav. Hipericino nustatymo chromatograma

dika (11) skys¢iu chromatografu ,,Waters 2690 su
UV detektoriumi, kolonglés —,,X-Terra RP “ 3,0x150
mm (flavonoidams) ir ,,Nova Pak C *, 3,9%150 mm
(hipericinui). Eliuavimas — gradientinis.

Flavonoidai identifikuojami 254 nm bangos ilgyje,
o hipericinas — 590 nm. Chromatogramy pavyzdziai
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pateikiami pirmame ir antrame paveiksluose.

Panaudojus rutino, kvercetino, izokvercitrino ir hi-
pericino standartus (Roth, Karlsruhe — Vokietija),
sudaryti kiekybinio nustatymo grafikai. Veikliyjy me-
dziagy kiekiai nustatyti 66 paprastosios jonazolés la-
pu ir ziedy pavyzdziuose.
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2 lentelé. Veikliyjy medZiagy Kiekis paprastosios jonazolés (Hypericum perforatum L.)
augalinéje Zaliavoje, mg/g
Veikliosios Ziedai Lapai
medziagos X +S min. maks. X +S min. maks.
1998
Rutinas 9,51 0,52 7,28 11,25 14,06 0,85 9,54 16,76
Izokvercitrinas 9,38 0,40 8,19 11,32 9,79 0,75 7,21 13,24
Kvercetinas 2,70 0,15 1,99 343 0,99 0,18 0,50 1,84
Hipericinas 0,24 0,03 0,16 0,35 0,10 0,02 0,06 0,19
1999
Rutinas 9,68 0,30 7,73 12,44 13,45 0,73 8,91 19,09
Izokvercitrinas 9,47 0,68 4,83 16,39 8,64 0,54 3,75 11,78
Kvercetinas 2,43 0,20 1,10 3,94 0,99 0,13 0,31 1,92
Hipericinas 0,26 0,03 0,04 0,37 0,13 0,02 0,03 0,27

X — vidurkis; +S_— vidurkio paklaida.

Rezultatai ir jy aptarimas

Paprastosios jonazolés veikliyju medziagy kieky-
biné analizé parod¢ didelj jy kintamuma. Antroje len-
teléje pateiktais duomenimis, daugiausia paprastosios
jonazolés vaistinéje zaliavoje susikaupia rutino ir
izokvercitrino.

Tyrimy duomenys rodo, kad lapuose susikaupia
didesni rutino kiekiai, o zieduose Zymiai daugiau susi-
kaupia kvercetino, izokvercitrino ir hipericino. Analo-
giskus veikliyju medziagy susikaupimo paprastosios
jonazolés zieduose duomenis mokslingje literatiiroje
yra pateikgs A. Umek ir kt. (12). Literatiiros duome-
nimis (13), rutino kiekis jvairuoja priklausomai nuo
augalo organo ir augavietés. Sio tyrimo duomenys pa-
tvirtina, kad veikliyju medziagy kiekis jvairiy auga-
vieCiy vaistingje zaliavoje ivairuoja. 1999 m. papras-
tosios jonazolés Ziedy ekstrakte rutino vidutinis kiekis
buvo 9,68+0,30 mg/g, izokvercitrino— 9,47+0,68 mg/g,
kvercetino — 2,43+0,20 mg/g, hipericino — 0,26+0,03
mg/g. Didesnis uz vidutinj visy veikliuyju medziagy
kiekis paprastojoje jonazol¢je nustatytas triju auga-
vieCiy (Marijampolés raj., Utenos raj., Vilniaus raj.)
vaistingje zaliavoje (3 pav.).

Kauno rajone auganciy jonazolés ziedy ekstrakte
nustatyti maksimaliis kvercetino (3,95 mg/g) ir hi-
pericino (0,37 mg/g) kiekiai. Tyrimy duomenimis, na-
turaliose augavietése stipriausiai jvairuoja hipericino
kiekis (zieduose nuo 0,04 mg/g iki 0,37 mg/g, o la-
puose nuo 0,034 iki 0,27 mg/g). Didelis hipericino ir
flavonoidy kiekio jvairavimas rodo ju kitima ir pri-
klausomuma nuo daugelio salygu bei suteikia gali-
mybeg atrinkti vertingus augaly bandinius.

Palyginus veikliyju medziagy kieki 1998—-1999 m.
paprastosios jonazolés natiraliy augavieciy vaistingje
zaliavoje, nustatyti panasiis rutino ir izokvercitrino
kiekiai, bet dideli hipericino ir kvercetino kiekio po-
ky¢iai (4 pav.).

Jonazolés lapuose 1999 m. rasta vidutiniskai 50 proc.,
o Zieduose — 29 proc. didesnis hipericino kiekis. Zie-
duose didéjant hipericino kiekiui, mazéja kvercetino
kiekis. Tarp Siu medziagy nustatyta reikSminga neigia-
ma koreliacija (r =—0,62).

Sio tyrimo duomenimis, veikliyju medziagy kie-
kiui didelés jtakos turi augalo genetinés savybés ir
aplinkos veiksniai. Analizuojant flavonoidy ir hiperi-
cino susikaupimo kitimg paprastosios jonazolés ko-
lekciniuose bandiniuose vegetacijos laikotarpiu, pa-
stebéta, kad veikliyju medziagy kiekio kitimas susijgs
su augaly augimo fenofazémis. Svarbu nustatyti faze,
kurios metu ju kiekiai didziausi ir kada tinkamiausias
vaistinés zaliavos rinkimo laikas.

T. Kartnig ir kt. (14), tyrg paprastosios jonazolés
veikliyjy medziagy kiekio kitima, nurodo, kad maksi-
malus flavonoidy kiekis susikaupia butonizacijos
fazéje, o hipericino — zydéjimo fazéje.

Sio tyrimo duomenys rodo (5 pav.), kad rutino kie-
kis pasiekia maksimuma jau vegetacijos pabaigoje
(17,71 mg/g — kolekcinis Nr. 334). Butonizacijos fa-
z¢je nustatytas nedidelis kiekio sumaz¢jimas (15,11
mg/g). [zokvercitrino kiekis maksimalus butonizacijos
fazés metu (10,66 mg/g), véliau kiekis mazéja. Ma-
ziausiai izokvercitrino rasta lapuose zydéjimo laiko-
tarpiu (6,69 mg/g).

Nustatyti dideli kvercetino kiekio pokyciai ve-
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Rutinas B Zicdai Izokvercitrinas
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3 pav. Veikliyjy medziagy kiekiai vaistinéje Zaliavoje (1-11 — augavieté, 1 lentelé)

——98
—— 99

4 pav. Kvercetino (a) ir hipericino (b) kiekio mg/g kitimas paprastosios jonaZolés Zieduose
1 — Vilniaus raj., Sudervé, 2 — Vilniaus raj., Dikstos, 3 — Anyks&iy raj., Cekonys, 4 — Anyksgiy raj., Svédasai.
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5 pav. Paprastosios jonaZolés kolekciniy bandiniy veikliyjy medZiagy kiekio palyginimas
vegetacijos laikotarpiu, 1999 m.

1 — vegetacijos fazés pabaigoje, 2 — butonizacijos fazés metu, 3 — Ziedy ir 4 — lapy ekstraktuose zydéjimo fazés metu;
218,219, 278, 334, 346 — kolekcinio bandinio nustatymo numeris.

getaciniu laikotarpiu. Vegetacijos pradZzioje rastas
minimalus kiekis (1,19 mg/g — kolekcinis Nr. 346).
Butonizacijos fazés metu, kai pradeda formuotis Zie-
dai, kvercetino kiekis zymiai padidéja (1,49 mg/g).
Kiekio didéjimas tesiasi iki pilno Zydéjimo fazés. Zie-
duose susikaupia maksimalus kvercetino kiekis (3,1
mg/g).

Vegetacijos pradzioje hipericino kiekis varijuoja
nuo 0,04 mg/g (kol. Nr. 278) iki 0,14 (kol. Nr. 334).
Véliau, prasidéjus butonizacijos fazei, jo kiekis inten-
syviai didéja ir maksimuma pasiekia liepos mén., t. y.
zydéjimo fazés metu. Pastebéta, kad Sios fazés metu
lapuose hipericino kiekis panaSus kaip ir vegetacijos
pradzioje. Kolekcijoje auginamos paprastosios jona-
zolés Zieduose susikaupia gana didelis hipericino
kiekis, kuris ivairuoja siaurame intervale (0,26—0,32
mg/g). Bandiniy perneSimas i kolekcijg iSrySkina
veikliyju medziagy kiekio stabiluma, nes suvieno-
dinamos augimo salygos.

Tyrimy duomenimis, rutino daugiausia susikaupia
vegetacijos pabaigoje ir butonizacijos fazés metu, izo-
kvercitrino — butonizacijos fazés, o kvercetino ir
hipericino — zZydéjimo fazés metu. Todél tikslingiausia
paprastosios jonazolés augaling zaliava ruosti buto-
nizacijos ir Zydéjimo faziy metu (birzelio viduryje —
liepos pirmoje puséje).

ISvados

1. Nustatyta, kad paprastosios jonazolés lapuose
susikaupia didesni rutino, o zieduose — kvercetino,
izokvercitrino ir hipericino kiekiai.

2. Didziausias veikliyju medziagy kiekis rastas
butonizacijos ir zydéjimo faziy metu augalinéje Za-
liavoje.

3. Didelis hipericino ir flavonoidy kiekio ivaira-
vimas natiiraliose paprastosios jonazolés augavietése
suteikia galimybg atrinkti vertingus augaly bandinius
vykdant tolesng ju apsauga lauko kolekcijoje.
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Quantitative analysis of active substances in St. John’s wort (Hypericum perforatum L.)
by the high performance liquid chromatography method

Saulius Kazlauskas, Edita Bagdonaité!
Kaunas University of Medicine, 'Vilnius Botanical Institute, Lithuania

Key words: Hypericum perforatum, St. John’s wort, flavonoids, hypericin, quantitative analysis, high
performance liquid chromatography.

Summary. The flavonoids (rutin, quercetin, and isoquercetin) and hypericin are the main active sub-
stances of St. John’s wort (Hypericum perforatum). They support regeneration of human body cells, provide
disinfection, and act as antidepressant, antiviral, and anti-inflammation tools. Such large spectrum of the
applicable functions depends on the quantity of each substance.

The objective of this paper is to determine the regularities of the quantitative variation of rutin, quercetin,
isoquercetin and hypericin in flowers and leaves of St. John’s wort in different habitats and different plant
development phases.

Plant material for the quantitative analysis was collected in 1998—1999. The high performance liquid
chromatography (HPLC) was applied for the quantitative analysis of the active substances in St. John’s wort.
The flavonoids (rutin, quercetin, and isoquercetin) were identified under the UV waves of 254 nm, and hyper-
icin — under the waves of 590 nm.

Larger quantities of rutin were found in leaves, while those of quercetin, isoquercetin and hypericin — in
flowers of St. John’s wort. The highest accumulation of active substances was observed during the develop-
ment of flowering buds and in flowering time. The quantitative variation of active substances in different
habitats allows the selection of the best plant samples for their cultivation and conservation in field collec-
tions.
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