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Използвани съкращения 

На български език: 

ВВ Въглеводород 

ЕМ Етерично масло 

ЕР Ендоплазмен ретикулум 

МБК Минимална бактерицидна концентрация 

МИК Минимална инхибираща концентрация 

МХА Мюлер Хинтън агар 

МХБ Мюлер Хинтън бульон 

ПФ Подвижна фаза 

СЗО Световната здравна организация 

ЯМР Ядрено-магнитен резонанс 

На английски език: 

CI Chemotaxis index 

COSY Correlation spectroscopy 

CTCF Corrected total cell fluorescence 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

GAE Gallic acid equivalents 

GC Gas chromatography 

GC-MS Gas chromatography-mass spectrometry 

GFP Green fluorescent protein 

HPLC High-performance liquid chromatography 

HPLC-DAD High-performance liquid chromatography-diode array detection 

HSQC Heteronuclear single quantum coherence 

ICH 
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use 

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 

MS Mass spectrometry 

MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

MVG MitoView™ Green 

NGM   Nematode growth media 

NMR Nuclear magnetic resonance 

PBS Phosphate-buffered saline 

PDA Photodiode-array 

RI Retention index 

SD Standard deviation 

SEM Standard error of the mean 

TMRE Tetramethylrhodamine ethyl ester 

TOCSY Total correlation spectroscopy 

TSPA-d4 Trimethyl silylpropionic acid sodium salt-d4 

UPRmt Mitochondrial unfolded protein response 

UV-Vis Ultraviolet-visible spectroscopy 
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Въведение 

През последните години се наблюдава повишен интерес към растенията, 

използвани като билки и подправки, поради разнообразните им функционални свойства 

и потенциални ползи за здравето. Световната здравна организация (СЗО) посочва 21 000 

растителни вида като лечебни растения в световен мащаб, като значителна част от тях се 

използват в народната медицина на различни страни, както и в производството на 

съвременни фармацевтични продукти. Според проучвания на СЗО, приблизително 70–

80% от световното население използва билкови лекарства като естествени лечебни 

средства в терапията на множество заболявания. Билките и подправките са богат 

източник на биологично активни вещества, допринасящи за техните лечебни и 

функционални свойства и ползи за здравето. 

Растителния вид Echinophora tenuifolia L. subsp. sibthorpiana (Guss.) Tutin (E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana), семейство Apiaceae, е лечебно и етеричномаслено растение, 

притежаващо дългогодишна история на употреба като билка и подправка за овкусяване 

на различни храни, в които освен че повлиявава вкусовите качества, играе и ролята на 

естествен консервант. Поради благоприятните си ефекти, често се включва като 

овкусител в традиционната ферментирала зърнена храна тархана, в която е доказано, че 

увеличава хранителната стойност и подобрява процесите на ферментация. Видът намира 

и приложение в народната медицина за лечение на различни медицински състояния. 

Прилага се при храносмилателни заболявания поради своите спазмолитични, 

противоязвени и подобряващи храносмилането ефекти, респираторни заболявания, 

включително задух и настинка, както и в лечението на рани. Въпреки данните за 

употребата му в народната медицина обаче липсват обстойни данни за 

фармакологичните ефекти и фитохимичния състав на този растителен вид. До сега не са 

описани данни за биологичните ефекти и състава на етерично масло (ЕМ) и екстракти от 

този вид, растящ в България. 

Обект на настоящия дисертационен труд е растителен материал от диворастяща в 

България E. tenuifolia subsp. sibthorpiana и изолираните и получени от него ЕМ и екстракт. 

Проучен е химичния състав и са предложени методи за аналитично охарактеризиране на 

ЕМ и екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. Оценен е терапевтичния потенциал на 

този вид по отношение на неговите антиоксидантни и антибактериални свойства, както 

и възможност да подобрява липидния метаболизъм, митохондриалната функция и да 

повлиява естествената устойчивост на организма при условия на стрес.  Получениете 

резултати полагат основи за по-нататъшни проучвания върху фармакологичната 

активност на този вид и очертават потенциалното му приложение при различни 

състояния, включително сърдечни-съдови и невродегенеративни заболявания. 
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Цел и задачи 

1. Цел 

Echinophora tenuifolia subsp. sibthorpiana е слабо изследван растителен вид. Към 

момента няма данни за терапевтичния потенциал и химичния състав на този растителен 

вид, растящ в България. Целта на дисертационния труд е да се охарактеризира химичния 

профил на екстракт и етерично масло, получени и изолирани от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana, както и да се оцени терапевтичния потенциал на растението. 

 

2. Задачи 

За изпълнението на целите на настоящия дисертационен труд са поставени 

следните задачи: 

2.1. Събиране на растителен материал и приготвяне на  екстракт от  E. tenuifolia 

subsp. sibthorpiana. 

2.2. Провеждане на микроскопско изследване за установяване на хистохимичната 

локализация на секреторни структури и етерично масло в надземни части от E. tenuifolia 

subsp. sibthorpiana. 

2.3. Изолиране на етерично масло от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana и анализиране 

на химичния му състав посредсвтом GC-MS. 

2.4.  Метаболитно профилиране на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana  чрез 

ядрено-магнитно-резонансна (ЯМР) спектроскопия. 

2.5. Разработване и валидиране на HPLC-PDA метод за мониторинг на флавоноиди 

и фенолни киселини в растителни екстракти. 

2.6. Изследване на in vitro антиоксидантната и антимикробната активност на 

получения екстракт. 

2.7. Изследване на способността на екстракта да модулира естествената 

устойчивост, липидния метаболизъм, митохондриалната функция и продължителността 

на живота при Caenorhabditis elegans. 
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Материали и методи 

1. Материали 

1.1. Растителен материал 

За настоящото изследване са използвани цъфтящите надземните части на 

диворастяща в България Echinophora tenuifolia L. subsp. sibthorpiana (Guss.) Tutin. 

(тяснолистна ехинофора), Apiaceae, с произход от флористичен район Тракийската 

низина. 

 

1.2. Реактиви и химикали 

• α-Нафтол, закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия); 

• N,N-диметил-p-фенилендиамин, закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия); 

• Натриев фосфат буферен разтвор pH 7,2, закупен от Merck KgaA (Дармщат, 

Германия); 

• Судан III, закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия); 

• Етанол 99%, закупен от „Химакс Фарма“ ЕООД (София, България);  

• Глицерол, закупен от „Химакс Фарма“ ЕООД (София, България);  

• Безводен натриев сулфат, закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия); 

• Дихлорометан (за GC), закупен от Sigma-Aldrich (Щайнхайм, Германия);  

• Нонан (99%), декан (≥99%), ундекан (≥99%), додекан (99%), тридекан (≥99%), 

тетрадекан (≥99%), хексадекан (≥99%), закупени от Merck KgaA (Дармщат, 

Германия); 

• Ацетонитрил (за LC-MS), закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия);  

• Метанол (за LC-MS), закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия); 

• Mравчена киселина (НСООН) за HPLC-MS, закупенa от Merck KgaA (Дармщат, 

Германия); 

• Реагент на Folin-Ciocalteu, закупен от Merck KgaA (Дармщат, Германия); 

• Натриев карбонат, безводен (Na2CO3),  

• 2,2-Дифенил-1-пикрилхидразил (DPPH), закупен от Sigma-Aldrich (Щайнхайм, 

Германия);  

•  3-(2-Пиридил)-5,6-дифенил-1,2,4-триазин-4‘,4‘‘-дисулфонова киселина, 

натриева сол (Ферозин), закупен от Sigma-Aldrich (Щайнхайм, Германия);  

• Железен трихлорид шестхидрат (FeCl3.6H2O), закупен от Sigma-Aldrich 

(Щайнхайм, Германия);  

• Натриев ацетат (CH3COONa) и оцетна киселина (CH3COOH), закупени от Sigma-

Aldrich (Щайнхайм, Германия);  

• 3-(триметилсилил)пропионова-2,2,3,3-d4 киселина натриева сол (TSPA-d4), 

закупена от Sigma-Aldrich (Щайнхайм, Германия);  

 

1.3. Стандарти 

•  6-Хидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоксилна киселина (Trolox), закупен 

от Sigma-Aldrich (Щайнхайм, Германия);  
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• Галова киселина (молекулно тегло 170,12 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 

89198), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Хлорогенова киселина  (молекулно тегло 354,31 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. 

№ 89175), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• (+)-Kатехин (молекулно тегло 290,27 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89172), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• trans-Кафеена киселина (молекулно тегло 180,16 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. 

№ 89547), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Рутин (молекулно тегло 610,53 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89270), закупен 

от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• p-Кумарова киселина (молекулно тегло 164,16 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 

89498), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• trans-Ферулова киселина (молекулно тегло 194,19 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. 

№ 89663), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Хесперидин (молекулно тегло 610,57 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89707), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Розмаринова киселина (молекулно тегло 360,32 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. 

№ 89266), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Салицилова киселина (молекулно тегло 138,12 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 

80529), закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Кверцетин (молекулно тегло 302,24 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89262), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Лутеолин (молекулно тегло 286,24 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89245), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Кемпферол (молекулно тегло 286,24 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89235), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Апигенин (молекулно тегло 270,24 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89159), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Кастицин (молекулно тегло 374,35 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89173), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия); 

• Акацетин (молекулно тегло 284,27 g/mol; чистота HPLC ≥95%, кат. № 89482), 

закупен от PhytoLab GmbH & Co. KG (Вестенбергсгройт, Германия). 

 

1.4. Бактериални щамове и хранителни среди за определяне на антимикробна 

активност 

• Escherichia coli ATCC 25922, закупен от Ридаком ЕООД (София, България); 

• Staphylococсus aureus ATCC 25913, закупен от Ридаком ЕООД (София, България); 

• Candida albicans ATCC10231, закупен от Ридаком ЕООД (София, България); 

• Мюлер Хинтън бульон (МХБ) HiMedia, закупен от Ридаком ЕООД (София, 

България); 

• Мюлер Хинтън агар (МХА) HiMedia, закупен от Ридаком ЕООД (София, 

България); 

• Кръвен агар HiMedia, закупен от Ридаком ЕООД (София, България). 
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1.5. Консумативи, реагенти и хранителни среди за определяне на активност при 

нематоди C. elegans 

• Среда за растеж на нематоди (NGM; кат. № MBS652667), закупена от 

MyBiosource Inc. (Сан Диего, Калифорния, САЩ); 

• Хранителен бульон The LB Broth Lennox (кат. № L3022), закупен от Sigma-Aldrich 

(Сейнт Луис, Мисури, САЩ);  

• Хранителна среда M9, minimal salts (кат. № M6030), закупена от Sigma-Aldrich 

(Сейнт Луис, Мисури, САЩ);  

• Агар на прах (кат. № 05039), закупен от Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, Мисури, 

САЩ);  

• Монтираща среда за хистологични препарати Fluoroshield (кат. № F6182), 

закупена от Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, Мисури, САЩ);  

• 3-(4,5-Диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиев бромид (МТТ; кат. № 

M2128), закупен от Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, Мисури, САЩ);  

• Разтвор на Nile Red (NR; кат. № 72485), закупен от Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, 

Мисури, САЩ);  

• Паракват (чистота ≥ 98%), закупен от Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, Мисури, САЩ);  

• Натриев хидроксид, закупен от Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, Мисури, САЩ); 

• Кит за количествено определяне на триглицериди (кат. № MAK266), закупен от 

Sigma-Aldrich (Сейнт Луис, Мисури, САЩ); 

• Тетраметилродамин етил естер (TMRE, кат. № 11560796) Invitrogen™, закупен от 

Thermo Fisher Scientific (Уолтъм, Масачузетс, САЩ); 

• MitoView™ Green (MVG, кат. № 70054), закупен от Biotium, Inc. (Фремонт, 

Калифорния, САЩ). 

 

2. Методи 

2.1. Микроскопски хистихимичен анализ 

Проби от стъбла и листа на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana са фиксирани в разтвор 

от 50% етанол и глицерол в съотношение 7:3 в продължение на 24 часа, с цел омекване 

на тъканите. От стъблото и листата на растението са направени ръчно напречни и 

тангенциални надлъжни разрези. Хистохимично, натрупването на терпени в 

растителните тъкани е изследвано с помощта на NADI реагент (0,5 mL 0,1% α-нафтол, 

0,5 mL 1% N,N-диметил-p-фенилендиамин и 49 mL 0,1 M натриев фосфатен буфер, pH 

7,2) (Demarco, 2017). Липидната хистохимия е изследвана с помощта на оцветяващ 

разтвор на Судан III. Срезите са третирани със Судан III в 70% етанол за 30 минути, 

промити за кратко в 80% етанол и монтирани в 50% глицерол (Yeung, 2015). След 

хистохимичното оцветяване, срезите са наблюдавани със светлинен микроскоп (Leica 

DM 2000 LED, Leica Microsystems, Вецлар, Германия), оборудван с цифров фотоапарат 

(Leica DMC 2900, Вецлар, Германия) и софтуер за обработка на изображения (Leica 

Application Suite, LAS, Вецлар, Германия). 
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2.2. Изолиране на етерично масло 

ЕМ е извлечено от изсушени цъфтящи надземни части от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana. Изсушен и нарязан растителен материал (100 g) е подложен на 

хидродестилация в продължение на 4 часа, използвайки апарат тип Clevenger, за 

извличане на ЕМ. Полученото ЕМ е изсушено над безводен натриев сулфат и 

съхранявано в тъмни стъклени виалки при 4 °C до провеждане на анализите. Добивът на 

ЕМ (в %) е изчислен въз основа на сухото тегло на растението съгласно формулата: 

Добив (%) = (
Маса на изолирано ЕМ (g)

Маса на растителен материал (g)
) ×100 

2.3. Газова хроматография 

Извлеченото ЕМ е анализирано с помощта на газова хроматография с 

масспектрометрия (GC-MS). GC-MS анализът е проведен с газов хроматограф с 

масспектрометър Bruker Scion 436-GC SQ MS (Бремен, Германия), оборудван с 

капилярна колона от силициев диоксид Bruker BR-5ms (Бремен, Германия) с дължина 15 

m, вътрешен диаметър 0,25 mm и дебелина на филма на неподвижната фаза 0,25 µm. Като 

подвижна фаза е изпозван газ-носител хелий с постоянна скорост на потока от 1 mL/min. 

Пробите (приготвени чрез разтваряне на 20 µL от ЕМ в 980 µL дихлорометан) са 

инжектирани в „split“ режим на инжектора (1:50) с обем на инжектиране 1 µL и 

температура на инжектора настроена на 250 °C. Температурата на пещта първоначално 

е настроена на 50 °C за 1 минута, след което е повишена до 140 °C със скорост 4 °C/min, 

и след това е повишена до 290 °C със скорост 15 °C/min и е задържана за 1 минута. 

Температурата на детектора е настроена на 300 °C. Масспектрите са получени в режим 

на пълно сканиране с масов диапазон от 50-350 m/z и енергия на йонизацията (EI) 70 eV. 

Идентифицирането на разделените компоненти на ЕМ е постигнато чрез сравняване на 

техните MS спектри и индекси на задържане (RI) със спектрални данни от библиотеката 

за масспектри Wiley NIST11 (NIST11/2011/EPA/NIH) и данни от литературата (Adams, 

2017). Относителният процент на площите под пиковете на разделените компоненти е 

показан като средна стойност от три независими измервания, като стандартната грешка 

на средната стойност е премахната и не надвишава 2%. Стойностите на RI са изчислени 

от времената на задържане на стандарти на въглеводороди (ВВ) от n-алкановата серия 

C9-C16, инжектирани и анализирани при същите условия, описани по-горе, съгласно 

формулата:  

RI = 100 ×
tcompound - tn

tm - tn
 + 100 × n, където 

tcompound – време на задържане на съединението 

tn – време на задържане на ВВ с по-малък брой C-атоми 

tm – време на задържане на ВВ с по-голям брой C-атоми 

n – брой въглеродни атоми на ВВ с по-малък брой 
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2.4. Приготвяне на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana 

За получаването на екстракта са използвани надземни части (стъбла, листа и 

цветове) от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. Лиофилизираната растителна маса е 

екстрахирана чрез ултразвукова екстракция с 50% метанол (съдържащ равни части 

метанол и вода). Полученият извлек е подложен на вакуум-изпаряване чрез ротационен 

вакуумен изпарител (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Щауфен, Германия) и последващо 

лиофилизиран чрез лиофилизатор (LGJ-18, Китай) до получаването на сух екстракт. 

 

2.5. Ядрено-магнитно-резонансна (ЯМР) спектроскопия   

Около 50 mg от сухият екстракт са разтворени в 50% деутериран метанол (CD3OD) 

в деутерирана вода (D2O) с вътрешен стандарт триметилсилил пропанова киселина 

натрива сол d4 (TSPA-d4). Спектрите, протонен (1H NMR) ЯМР спектър, двумерен 1H-
1H хомоядрен корелационен (COSY) спектър и двумерен хетероядрен корелационен (1H-
13C HSQC) спектър, са записани с помощта на спектрометър Bruker AVII+ 600 (Карлсруе, 

Германия). Получените данни са обработени със софтуера MestReNova версия 12.0.0 от 

Mestrelab Research (Сантяго де Компостела, Испания). Основните съединения са 

идентифицирани след сравнение с публикувани спектрални данни (Georgiev et al., 2015; 

Wolfender et al., 2013). 

 

2.6. UV-Vis спектрофотометрия - определяне на общи феноли 

Общото фенолно съдържание в екстракта е определено спектрофотометрично 

съгласно колориметричния метод на Folin–Ciocalteu, използващ галова киселина като 

стандарт (Latimer, 2023). Анализът е проведен със спектрофотометър Spectronic Camspec 

M550 (Spectronic Camspec Ltd., Лийдс, Обединеното кралство).  

 

2.7. Високоефективна течна хроматография с PDA детектор (HPLC-PDA) 

2.7.1. Подготовка на стандартните разтвори 

Изходните разтвори на стандартите (хлорогенова киселина, кафеена киселина, p-

кумарова киселина, ферулова киселина, розмаринова киселина, салицилова киселина, 

катехин, рутин, хесперидин, кверцетин, лутеолин, кемпферол, апигенин, кастицин и 

акацетин) за HPLC-PDA анализa са приготвени в метанол с концентрация 1 mg/mL. С 

цел по-добро разтваряне е използвана ултразвукова вана (Bandelin, Берлин, Германия). 

Преди употреба изходните разтвори са съхранявани в кафяви флакони, защитени от 

светлина, при 4 °C. Работните стандартни разтвори са приготвени чрез серийно 

разреждане с дейонизирана вода. 

2.7.2. Подготовка на разтвор от изследвания екстракт 

За количествено определяне на аналитите в лиофилизирания екстракт е приготвен 

разтвор на екстракта с концентрация 1 mg/mL с вода и впоследствие разреден съгласно 

концентрационния обхват на разработения метод. Преди анализа разтворите са 

филтрирани през филтър за спринцовка с големина на порите 0,45 µm (Isolab, Eschau, 

Германия). 
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2.7.3. Инструментариум 

HPLC-PDA методът е разработен и валидиран с помощта на система за течна 

хроматография Shimadzu LC40 (Shimadzu, Киото, Япония), оборудвана с PDA детектор 

(SPD-M40, Shimadzu, Киото, Япония). За разделянето е използвана C-18 колона Shim-

pack (4,6 × 150 mm, 3 μm) (Shimadzu, Киото, Япония). 

2.7.4. Хроматографски условия 

Разделянето на съединенията е извършено с помощта на градиентно елуиране. 

Подвижната фаза е се състои от 0,1% мравчена киселина във вода (A), метанол (B) и 

ацетонитрил (C), приложени в градиент, представен на в таблица 1, и с постоянна скорост 

на потока от 0,5 mL/min. Температурата на колоната е настроена на 40 °C. 

Инжектираният обем проба е 10 µL. Ултравиолетовите спектри са записани в диапазона 

от 190 до 800 nm. Хроматограмите са получени при абсорбционния максимум на всяко 

от съединенията. За анализ на данните е използван софтуерът LabSolutions (Shimadzu, 

Киото, Япония). 

Таблица 1. Състав на подвижната фаза по време на HPLC-PDA анализа 

Време (min) Вода (%) Метанол (%) Ацетонитрил (%) 

0 75 5 20 

15 60 40 0 

24 50 50 0 

40 50 50 0 

60 20 80 0 

70 75 5 20 

 

2.7.5. Валидиране на метода 

След постигане на оптимални хроматографски условия и успешно разделяне на 

съединенията, методът беше валидиран съгласно насоките на Международния съвет за 

хармонизация на техническите изисквания за регистрация на лекарствени продукти за 

хуманна употреба (ICH) със следните параметри на валидиране: линейност, точност, 

прецизност, граница на откриване, граница на количествено определяне и устойчивост 

(EMA, 2024). 

• Линейност 

Линейността на метода е оценена чрез построяване на калибрационна крива с 

помощта на външни стандарти (метод на външния стандарт) за 5 концентрации от 

изследваните аналити. Изчислени са коефициентът на корелация (R2) и регресионната 

линия посредством уравнението: 𝑦 = 𝑎.𝑥 ± 𝑏, където x е концентрацията, y – площта под 

пика, b – отрезът, а a – наклонът на регресионната линия.  

• Точност 

Точността предложения метод е оценена чрез процентното възстановяване на три 

концентрации (ниска, средна и висока).   
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• Прецизност 

Прецизността на предложения метод е оценена като повторяемост (прецизност в 

рамките на деня) и като междинна прецизност (прецизност в различните дни). 

Резултатите са представени като коефициент на вариация (CV%). 

• Граница на откриване и граница на количествено определяне 

За оценката на границата на откриване (Limit of Detection, LD) и границата на 

количествено определяне (Limit of Quantitaion, LQ) са използвани калибрационните 

криви, построени при оценката на линейност. Стойностите на LD и LQ се изразяват чрез 

стандартното отклонение на наклона (σ) и наклона на калибрационната крива (S), като 

се изчисляват по формулите: 

LD = 3,3 ×
σ

S
     и     LQ = 10 ×

σ

S
 

• Устойчивост 

Устойчивостта на аналитичната процедура показва нейната надеждност по 

отношение на умишлено направени промени в хроматографските параметри. Тя е 

оценена чрез извършване на малки умишлени промени в хроматографските условия. 

 

2.8. In vitro оценка на антиоксидантата активност 

Антиоксидантната активност на екстракта, включително радикал-улавяща 

активност и антиоксидантен капацитет, са оценени in vitro с помощта на два метода – 

DPPH-тест и Ferric-ferrozine тест. 

2.8.1. DPPH тест 

DPPH радикал-улавяща активност на екстрактa е определена спектрофотометрично 

съглано процедура, описана от Paun et al. (Paun et al., 2016). Резултатите са представени 

като IC50 стойност (концентрация на екстракта в μg/mL необходима да инхибира 

формирането на DPPH радикали с 50%). 

2.8.2. Ferric-ferrozine тест 

Тоталния антиоксидантен капацитет на екстракта е определен чрез мониториране 

на редукцията на Fe(III)-ферозин агент до стабилния Fe(II)-ферозин комплекс, съгласно 

Berker et al. (Berker et al., 2010). Резултатите са представени като Тролокс еквиваленти 

(Trolox Equivalents, TE) - µmol Тролокс, водещи до еднаква степен на редукция на 

желязо-ферозиновия комплекс като 1 грам от сухия екстракт.  

2.9. Определяне на антибактериална и антимикотична активност 

Антимикробното действие (антибактериална и антимикотична активност) на 

екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana срещу E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 

25913 и C. albicans ATCC 10231 е изпитано с помощта на метода на серийните 

разреждания за определяне на минимална инхибираща концентрация (МИК), определяне 

на минимална бактерицидна концентрация (МБК) в агарова среда и „cup plate“ техника 

с отчитане на зони на инхибиране. 
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2.9.1. Метод на серийните разреждания за определяне на МИК 

За оценка на МИК са приготвени двойно падащи серийни разреждания на екстракта 

в концентрации от 29,6-0,925 mg/mL в Мюлер Хинтън бульон (МХБ). Тестовата редица 

съдържа шест ямки в плака, всяка с по 1 mL МХБ и една от заложените шест 

концентрации на екстракта. Във всяка ямка е добавена 0,1 mL 0,5 MF (стандарт на 

Макфарланд) микробна суспензия на тестовия щам, стандартизирана с денситометър 

(Grant Bio DEN-1, Ройстън, Обединеното кралство). Пробите са култивирани в аеробни 

условия на 37 °C за 24 часа за E. coli ATCC25922 и S. aureus ATCC25713 и на 35°С за 48 

часа – за C. albicans ATCC 10231. След периода на култивиране, суспензията с най-

ниската концентрация от екстракта, при която не се наблюдава визуална мътнина е 

определена като МПК спрямо съответния щам. 

2.9.2. Определяне на минимална бактерицидна концентрация (МБК) 

От заложените тестови концентрации за определяне на МИК, след периода на 

култивиране и отчитане на получените резултати от всяка проба е посято върху кръвен 

агар количество, равно на еднократно взимане с йозе. Пробите са култивирани при 

същите режими на инкубация като описаните по-горе в т. 2.9.1. Най-ниската 

концентрация на екстракта, при която микробният растеж е задържан до 99,9%, отчетена 

като МБК. 

2.9.3. Определяне на антимикробна активност в агарова среда чрез “cup plate” 

техника 

На среда Мюлер-Хинтън агар (МХА) са изработени плътни посявки с тампон на 

всеки от тестовите микроорганизми. Средите са оставени на стайна температура до 

пълно изсъхване на тяхната повърхност. С помощта на стерилен cork-borer в центъра на 

всеки агар е направена ямка с d=7 mm. Микробните суспензии са предварително 

стандартизирани до 0,5 MF. В ямките асептично са поставени по 200 µL суспензия от 

екстракта, отговаряща на концентрация 11,84 mg/mL. След това пробите са култивирани 

при същите условия, описани в т. 2.9.1. Като отрицателна контрола е заложен 200 µL 

DMSO (5%). За всяка проба култивирането е проведено трикратно. След периода на 

инкубиране, са измерени получените зони на инхибиция (d=mm). 

 

2.10. In vivo оценка на продължителността на живота и повлияване на 

устойчивостта на организма при C. elegans 

2.10.1. Култивиране и третиране на C. elegans 

Щамовете Bristol N2 див-тип, SJ4100 zcIs13 [hsp-6p::GFP + lin-15(+)] и SJ4005 zcIs4 

[hsp-4::GFP] V на Caenorhabditis elegans, използвани в това проучване, са получени от 

Генетичен център за Caenorhabditis (Caenorhabditis Genetic Centre), Университет в 

Минесота, САЩ, който се ползва с подкрепата на Служба „Програми за изследователска 

инфраструктура“ на Националния институт по здравеопазване (P40 OD010440). 

Нематодите са култивирани при стандартни лабораторни условия върху агарови плаки 

със среда за растеж на нематоди (Nematode Growth Medium; NGM). Като хранителен 

източник е използван Escherichia coli OP50.  
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За провеждането на изпитванията е използвана синхронизарана популация от C. 

elegans. Синхронизираната популация е получена по стандартен метод чрез третиране с 

разтвор на натриев хипохлорид (5%) и натриева основа (5 M) в съотношение 1:2 (M. N. 

Todorova et al., 2024b). С цел да се избегне взаимодействие между екстракта с 

бактериалния метаболизъм, за експериментални обработки с екстракта е използвана 

топлинно инактивирана и концентрирана десетократно E. coli OP50. Екстрактът от E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana е прилаган в крайни концентрации от 10, 25 и 50 μg/mL. 

Концентрациите са избрани въз основа на 48-часов MTT анализ за жизнеспособност на 

нематодите, с което се гарантира използването на нетоксични дози. При фенотипни 

анализи, анализи за продължителност на живота и стресови анализи е използвана 

контролната група, съдържаща 0,2% DMSO. За анализи на натрупването на липиди, 

митохондриалната функция и GFP репортерните щамове, към NGM средата е добавена 

глюкоза до крайна концентрация от 2% (Priboyska et al., 2025). Всички експерименти са 

проведени в три независими повторения. 

2.10.2. Оценка на двигателната активност при C. elegans 

Движението на нематодите, третирани с екстракта, е оценено както на 5-ия, така и 

на 10-ия ден от живота им съгласно установени протоколи (M. N. Todorova et al., 2024b).  

2.10.3. Оценка на продължителността на живота при C. elegans 

Синхронизирани ларви в късен L4 стадий (30 червея на група) са третирани 

екстаркт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana (10, 25 и 50 μg/mL), или носител, прието за 

ден 0 от живота им. Влиянието на екстракта върху продължителността на живота e 

oceneno съгласно установени протоколи (Mladenova et al., 2023; M. N. Todorova et al., 

2024b).  

2.10.4. Оценка на хемотаксиса 

Оценката на хемотаксиса е направена съгласно Mladenova et al. (Mladenova et al., 

2023), като е изчислен индекс на хемотаксис (CI) е изчислен по формулата – CI = (Тестова 

зона в квадрант 1 + Тестова зона в квадрант 2) - (Контролна зона в квадрант 1 + 

Контролна зона в квадрант 2) / Общ брой нематоди. 

2.10.5. Оцветяване на натрупани триглицериди 

Оценка на натрупването на липиди в C. elegans е направена чрез липидоразтворимо 

багрило Nile red (Savova et al., 2025; M. N. Todorova et al., 2024b). Визуализацията на 

резултатие е постигната чрез конфокална система Stellaris 5, оборудвана с инвертен 

DMi8 микроскоп (Leica, Вецлар, Германия). Интензитетът на флуоресценцията е 

количествено определен с помощта на софтуер ImageJ, а резултатите са представени като 

нормализирана коригирана обща клетъчна флуоресценция (CTCF) в арбитрарни единици 

(a.u.). 

Измерване на съдържанието на триглицериди, извършено с помощта на кит за 

количествено определяне на триглицериди (MAK266, Sigma-Aldrich, Сейнт Луис, 

Мисури, САЩ). Подготовката на пробите, измерването и изчисляването на данните са 

извършени съгласно протокола на производителя. Получените стойности на 
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триглицеридите (nM) за всяка третирана група са нормализирани спрямо контролната 

(+G) група и представени в арбитрарни единици (a.u.). 

2.10.6. Оценка на влиянието на екстракта към топлинен стрес 

Ефектита на екстракта върху C. elegans при топлинен стрес са оценени съгласно 

Todorova et al. (M. N. Todorova et al., 2024b).  

2.10.7. Оценка на влиянието на екстракта към оксидативен стрес 

Изпитванията са извършени съгласно по-рано докладвани протоколи (M. N. 

Todorova et al., 2024b). За теста за оксидативен стрес, минимум 30 нематода в 5-ия и 10-

ия ден от живота им, предварително третирани с екстракт или носител, са прехвърлени 

в петрита с NGM, съдържащи 50 mM паракват и е оценена тяхната преживяемост. 

2.10.8. Конфокално изобразяване на трансгенни репортерни щамове 

За да се оцени митохондриалния отговор на разгънатия протеин (UPRmt) и стресът 

на ендоплазмения ретикулум (ER) при условия на прекомерна суплементация с глюкоза 

и екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, са използвани следните репортерни щамове: 

митохондриалният Hsp70 шаперон hsp-6 (SJ4100) и BiP хомологът hsp-4 (SJ4005). 

Нематодите от всеки щам и експериментална група са предварително третирани с 

екстракта в продължение на 24 часа, събрани, промити с M9 буфер и монтирани върху 

микроскопски предметни стъкла. Всички експерименти са проведени в поне три 

независими биологични повторения. Изобразяването е проведено с помощта на 

конфокална система Stellaris 5, снабдена с инвертиран DMi8 микроскоп (Leica, Вецлар, 

Германия). Количественото определяне на интензитета на флуоресценцията е извършено 

с помощта на софтуера ImageJ (версия 1.53t) (Priboyska et al., 2025, M. N. Todorova et al., 

2024). 

2.10.9. Оцветяване на митохондриите 

За да се измери митохондриалната функция, включително потенциалът на 

митохондриалната мембрана (ΔΨm) и митохондриалната маса в условия на индуциран 

от глюкоза митохондриален стрес, е извършено оцветяване с митохондриалните багрила 

TMRE и MVG (Priboyska et al., 2025; M. N. Todorova et al., 2024). Визуализацията на 

резултатие е извършена с помощта на конфокална система Stellaris 5, снабдена с 

инвертиран DMi8 микроскоп (Leica, Вецлар, Германия). Количественото определяне на 

интензитета на флуоресценцията е извършено с помощта на софтуера ImageJ (версия 

1.53t) (Priboyska et al., 2025; M. N. Todorova et al., 2024).  

2.10.10. Статистически анализ 

Статистическите анализи са извършени в SigmaPlot v11.0 (Systat software GmbH, 

Еркрат, Германия) и данните са представени като средна стойност ± SEM. Вариациите 

между експерименталните групи са изчислени чрез еднофакторен ANOVA, последван от 

постхок тест на Туки. Нивото на статистическа значимост е определено на *p < 0,05 и 

**p < 0,01. Кривите на преживяемост на Каплан-Майер при различните групи са 

сравнени с помощта на Log-rank тест, за да се оцени статистическата значимост между 

тях. За всички експериментални изпитвания са проведени най-малко 3 независими 

повторения. 
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Резултати и обсъждане 

1. Събиране на растителен материал и приготвяне на  екстракт от  E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana. 

За настоящото дисертационно изследване е използван растителен материал от 

диворастяща в България Echinophora tenuifolia L. subsp. sibthorpiana (Guss.) Tutin. 

(тяснолистна ехинофора), Apiaceae (E. tenuifolia L. subsp. sibthorpiana) (фигура 1). 

Цъфтящите надземни части от този вид, включително стъбла, листа и съцветия, са 

събрани в период на пълен цъфтеж през август 2022 г. в Югоизточна България, в близост 

до село Райкова могила, област Хасково (41°50'14.9"N 26°18'17.3"E), флористичен район 

Тракийска низина. Растителният материал е определен и охарактеризиран макроскопски 

в катедрата по фармакогнозия и фармацевтична химия, Медицински университет – 

Пловдив съгласно Флора на България (Кожухаров, 1982). От вида е приготвен хербариен 

образец, който е депозиран в Хербариума на Аграрен университет – Пловдив (SOA) – № 

063306.  

Събраният растителен материал е изсушен на стайна температура, защитен от 

пряка слънчева светлина. След изсушаване, материалът е нaрязан и последващо замразен 

и лиофилизиран. Преди по-нататъшна обработка и използване, лиофилизираната 

растителна маса е съхранявана при -20 °C. 

За получаването на екстракта, лиофилизираната растителна маса е оситнена 

допълнително и подложена на ултразвукова екстракция с 50% метанол (съдържащ равни 

части метанол и вода). Екстракцията с помощта на ултразвук е повторена три пъти за 

общо 60 минути (по 20 минути за всяко повторение) до пълното изтощаване на 

лиофилизираната растителна дрога. Полученият екстракт е филтруван под вакуум и 

подложен на вакуум-изпаряване при 40 °C чрез ротационен вакуумен изпарител. След 

изпаряването, концентрираният екстракт е допълнително лиофилизиран с помощта на 

Фигура 1. Диворастяща популация Echinophora tenuifolia subsp. sibthorpiana 

(тяснолистна ехинофора). 
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лиофилизатор до получаването на сух екстракт. Полученият сух екстракт е съхраняван 

при -20 °C преди употреба. 

 

2. Микроскопски хистихимичен анализ 

Хистохимичните анализи представляват методологичен подход, позволяващ 

провеждането на химичен анализ на клетки и тъкани в контекста на тяхната структурна 

организация и е есенциален за изучаването на секреторните структури на растенията, 

които се класифицират в зависимост от химичната природа на техния секрет (Demarco, 

2017). 

Поради ограничени данни за анатомичното устройство на различни органи на E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana, първоначално е извършен обстоен микроскопски 

анатомичен анализ на стъбла и листа от този вид. Микроскопските наблюдения на стъбло 

разкриват наличието на кора, изградена от кортикален и хлорофилен паренхим и 

склеренхимна тъкан, флоемен паренхим и ксилем във вътрешността (фигура 2 А, B, C). 

Наблюдават се секреторни канали, разположени в близост до флоемния паренхим и 

заобиколени от кората. Анатомични белези, наблюдавани в напречния разрез на листа от 

на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana са наличието на eпидермис, върху който са 

разположени покривни трихоми, обикновено едноклетъчни. Във вътрешността се 

наблюдава  наличието на гъбчест и палисаден мезофил, както и снопчета  от  проводяща  

тъкан (фигура 2 D, E, F). В листата секреторните канали са разположени сред 

мезофилните клетки в близост до проводящите снопчета. В кухините на каналите и в 

тъканите около тях се наблюдава отлагането на липидни капчици (фигура 2 G, H, I). 

Проведен е микроскопски хистохимичен анализ, целящ детекция и тъканна 

локализация на липиди и терпенови съединения в растителния материал. Ръчно изрязани 

напречни и надлъжни разрези от стъблото и листата на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana 

бяха оцветени с реагент NADI за детекция на терпени и Sudan III за детекция на липиди. 

Реагентът NADI води до диференциално оцветяване в растителната хистология, за да 

демонстрира различни класове терпени. Оцветяването е синьо с етерични масла (ЕМ) и 

червено със смоли (дитерпени, тритерпени и производни) (Demarco, 2017). 

Положителното синьо оцветяване показва наличието на етерично масло, съдържащо 

главно моно- и сесквитерпени. В теста със Sudan III, образуването на червено или 

оранжево оцветяване показва наличието на липидни съединения (Yeung, 2015). 
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Разултатите от хистохимичния анализ показват, че в стъблото етеричномаслените 

секреторни структури са разположени в пръстен между флоемния паренхим и 

заобикалящия го кортекс (фигура 3 A и фигура 4 A), а в листата каналите са разположени 

сред мезофилните клетки, придружавайки съдовите снопчета (фигура 3 D, E и фигура 4 

E, F). NADI реакцията доведе до синьо оцветяване на секретираните капчици в каналите 

Фигура 2. Микроскопски наблюдения в напречни разрези на стъбло и листа от E. 

tenuifolia L. subsp. sibthorpiana (Guss.) Tutin. (A, B, C) Анатомични белези в 

микроскопски препарат от стъбло, показващ наличието на eпидермис (Ep), кора, 

флоем (Ph) и ксилем (Xy); Кората е изградена от кортикален паренхим (CP) и няколко 

слоя хлоренхима (хлорофилен паренхим, ChP), между които се разполагат снопчета от 

склеренхимни влакна (фибри, F). Секреторни канали (SD), разположени в кората 

между флоема, кортикалния паренхим и хлоренхима. (D, E, F) Анатомични белези в 

микроскопски препарат от лист, показващ наличието на eпидермис (Ep), върху който 

са разположени покривни трихоми (Tr), гъбчест мезофил (SM) и палисаден мезофил 

(PM); Секреторни канали (SD) са разположени в гъбчестия мезофил в близост до 

проводящите снопчета (VB). (G, H, I) Детайли на секреторни канали (SD) от лист, при 

които се наблюдава наличието на липидни депозити в епителните клетки (G), както и 

жълти маслени капчици в мезофилните клетки около секреторните канали (H) и в 

кухината на канала (I). Скали: (B, D) = 10 µm; (A, C, E, F) = 20 µm; (G, H) = 40 µm; (I) = 

100 µm. 
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и свързаните с тях околни клетки в пробите от двата анализирани растителни органа, 

което потвърди наличието на етерично масло (фигура 3 B, C, E, F). Що се отнася до теста 

със Sudan III, липидният характер на секреторните канали е потвърден от положителното 

червено-оранжево оцветяване на епителните клетки, групирани като слой около канала 

и отговорни за секрецията на масло (фигура 4 B, C, F). Освен това, множество червено-

оранжево оцветени липидни капчици са наблюдавани в мезофилните клетки на листата 

в съседство с каналите (фигура 4 G, H), както и в тангенциален пререз на стъблото в 

кортикалната област (фигура 4 D). Поради липофилния характер на етеричномаслените 

съединения, тяхното присъствие е потвърдено и в двата анализа. 

Етеричните масла могат да се произвеждат в множество секреторни структури, 

които могат да бъдат външни, включващи секреторни жлезисти трихоми, и вътрешни, 

включващи секреторни кухини, канали и индивидуални етеричномаслени клетки 

(паренхимни клетки, които секретират и съхраняват етерично масло) (Demarco, 2017). 

Тези секреторни структури могат да варират в зависимост от ботаническото семейство. 

Секреторните канали в семейство Apiaceae, и по специално подсемейството Apioideae, 

към което принадлежи и род Echinophora, са типичен пример за шизогенни секреторни 

Фигура 3. Хистохимични наблюдения на терпени, оцветени с NADI реагент, в напречни 

срези на стъбло и лист на E. tenuifolia L. subsp. sibthorpiana (Guss.) Tutin. (A) Общ аспект 

на стъбло, показващ наличието на секреторни канали (SD), разположени в пръстен 

между кората, вторичния флоем (Ph) и хлорофилния паренхим (ChP). (B, C) Детайли на 

секреторните канали на стъблото (SD) и наличие на капчици с положително оцветяване 

в синьо. (D) Общ аспект на лист, показващ наличието на палисаден мезофил (PM) и 

гъбчест мезофил (SM) със секреторни канали (SD) в съседство с проводящи снопчета 

(VB). (E, F) Детайли на секреторните канали на листата (SD) с положително оцветяване 

в синьо на еднослойния епител и капчици в междуклетъчното пространство. Скали: (A, 

D) = 10 µm; (B, E) = 20 µm; (C, F) = 40 µm. 
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канали, които са съставени от епителни клетки, заграждащи централна кухина (Sousa et 

al., 2021). В настоящия хистохимичен анализ на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, такива 

вътрешни секреторни канали са наблюдавани и в двата изследвани растителни органа. 

Чрез хистохимичния анализ е доказана липидната и терпеновата химична природа на 

секретираното и натрупващо се в тъканите ЕМ. 

 

 

3. Изолиране и охарактеризиране на етерично масло от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana 

Етеричното масло, получено от надземните части на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, 

е бледожълто на цвят със средновисок добив от 1,3%. Чрез GC-MS е установен химичния 

профил на ЕМ. В резултат на анализа са идентифицирани 16 съединения в ЕМ, 

представляващи 92% от общото съдържание на маслото. В таблица 2 е представен 

химичния състав на изолираното ЕМ, а на фигура 5 е представена хроматограма от GC-

MS анализа на ЕМ. 

Фигура 4. Хистохимични наблюдения на липиди, оцветени със Sudan III в срези на 

стъбло и лист на E. tenuifolia L. subsp. sibthorpiana (Guss.) Tutin. (A) Общ аспект на 

напречен срез на стъблото, показващ наличието на секреторни канали (SD), 

разположени в кората в близост до вторичния флоем (Ph) и хлорофилния паренхим 

(ChP). (B, C) Детайли на секреторни канали на стъблото с положително червено-

оранжево оцветяване на околните епителни клетки. (D) Тангенциален надлъжен срез 

на кортикалната област, показващ наличието на липидни капчици с положително 

червено-оранжево оцветяване. (E) Напречен срез на листа, показващ наличието на 

секреторни канали (SD) с червено оцветени липидни капчици, разположени в 

гъбчестия мезофил (SM) и палисадния мезофил (PM). (F) Положително червено 

оцветяване на епителните клетки около листните канали. (G, H) Детайли на 

секреторните канали на листата с положително червено оцветяване на липидните 

отлагания. Скала: (A, E) = 20 µm; (B, D, F, G) = 40 µm; (C, H) = 100 µm. 



- 22 - 

 

Таблица 2. Компоненти в ЕМ от диворастяща в България популация E. tenuifolia 

subsp. sibthorpiana, като процент от общото количество ЕМ, tr следи (по-малко от 

0,05%). Процентното разпределение на основните терпенови класове, открити в ЕМ, е 

обобщено в края на таблицата. 

№ Компонент RI Формула 
Клас 

съединение 

Съдържание 

(% от 

общото ЕМ) 

1 α-Туйен 947 C10H16 МВ tr 

2 α-Пинен 952 C10H16 МВ 0,56 

3 β-Пинен 982 C10H16 МВ tr 

4 β-Мирцен 993 C10H16 МВ 0,24 

5 α-Феландрен 1007 C10H16 МВ 20,51 

6 α-Терпинен 1014 C10H16 МВ 1,66 

7 o-Цимен 1022 C10H14 МВ 12,30 

8 β-Феландрен 1026 C10H16 МВ 6,00 

9 γ-Терпинен 1051 C10H16 МВ 0,20 

10 α-Терпинолен 1085 C10H16 МВ 0,21 

11 β-Терпинеол 1149 C10H18O МО 0,96 

12 Криптон 1175 C9H14O МО 0,12 

13 p-Мент-1(7)-ен-2-он 1240 C10H16O МО 0,08 

14 Изокарвеол 1290 C10H16O МО 0,35 

15 Карвакрол 1298 C10H14O МО 0,71 

16 Метилевгенол 1405 C11H14O ФП 48,13 

 Класове терпени     

 
Монотерпени 

въглеводороди (MВ) 
   41,68 

 
Оксигенирани 

монотерпени (МО) 
   2,22 

 Фенилпропаноиди (ФП)    48,13 

 Общо идентифицирани    92,03 
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Идентифицираните съединения в ЕМ принадлежат към класовете 

фенилпропаноиди, монотерпенови въглеводороди и оксигенирани монотерпени. 

Фенилпропаноидът метилевгенол е основното идентифицирано съединение в 

анализираното ЕМ, представляващ 48,13% от общия състав на маслото. Открити са и 

значителни количества монотерпенови въглеводороди, представляващи 41,68% от 

общия състав на маслото. α-Феландрен, о-цимен и β-феландрен са най-разпространените 

монотерпенови въглеводороди, представляващи съответно 20,51%, 12,29% и 6% от 

общото ЕМ. Оксигенираните монотерпени представляват 2,22% от общия състав на 

маслото. Не е установено наличието на сесквитерпени в ЕМ. 

Литературните данни показват, че основните летливи компоненти, 

идентифицирани в ЕМ от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana от някои региони на Турция, са 

метилевгенол и α-феландрен. Количеството метилевгенол варира от 9,61% до 90,16%, а 

това на α-феландрен варира от 6,10% до 66,39% (Akgül & Chialva, 1989; J. Chalchat et al., 

2011; J.-C. Chalchat et al., 2007; Gokbulut et al., 2013; Özcan & Akgül, 2003; Sanli & Ok, 

2023; Telci & Hisil, 2008), което съответства на резултатите от настоящото проучване. 

Метилевгенолът е идентифициран и като основно съединение в ЕМ от този вид, 

разпространен в някои региони на Иран (50,40%) и Република Северна Македония 

(60,40%) (Ahmad et al., 1999; Mileski et al., 2014). Освен това, в предишни докладвани 

проучвания, α-феландрен (10,23–43,80%) е сред основните летливи съединения, 

идентифицирани в ЕМ от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana от региони на Иран, Македония 

и Гърция (Ahmad et al., 1999; Georgiou et al., 2010; Mileski et al., 2014; Sefidkon, 2004). 

Въпреки различните фактори, влияещи върху химичния състав на ЕМ (период на 

събиране, условия на околната среда и географски вариации), метилевгенолът е 

основния компонент откриван в ЕМ от България, Турция и Македония. Монотерпенът δ-

Фигура 5. GC-MS хроматограма от анализ на етерично масло от българска популация 

на E. teniofolia subsp. sibthorpiana с обозначения GCps-Giga Counts per second, 1-

метилевгенол, 2-α-феландрен, 3-о-цимен и 4-β-феландрен. 
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3-карен е идентифициран като основна съставка на ЕМ от Турция (Gokbulut et al., 2013; 

Özcan & Akgül, 2003). Tова съединение обаче не е открито в представения анализ на EM 

от българска E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. Докато сесквитерпени също не са открити, 

гермакрен D, β-селинен, β-йонон и кариофилен оксид са идентифицирани в малки 

количества в предишни изследвания (Mileski et al., 2014; Telci & Hisil, 2008). 

 

4. Метаболитно профилиране на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana чрез 

ЯМР-спектрометрия 

Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana е подложен на метаболитно 

профилиране чрез ЯМР-спектрометрия, като за първи път е проведено матаболитно 

профилиране сред представителите на род Echinophora чрез такъв подход. Основните 

първични и ворични метаболити в екстракта са идентифицирани чрез анализ на 

протонните ЯМР-спектри (фигура 6), сравнявайки получените спектри със спектрални 

данни от литературата (Georgiev et al., 2015; Wolfender et al., 2013). Съответните химични 

отмествания (δ, ppm) и константи на сдвояване (J, Hz) са изброени в таблица 3.  

Фигура 6. Протонен ЯМР (1H NMR) спектър на екстракт от надземни части на E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana и идентифицираните първични и вторични метаболити 

при δ 1-3.1 ppm, δ 4.1-5.5 ppm и δ 6.1-8.5 ppm. 
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Таблица 3. Химично отместване (δ) и константа на сдвояване (J) на 

метаболитите, идентифицирани при анализ на протонните ЯМР (1H NMR) спектри на 

екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana.  

 

Сред специализираните метаболити, в протонните спектри са определени някои 

сигнали на фенолни съединения – ферулова киселина и рутин. За да се потвърди 

допълнително наличието на най-разпространените вторични метаболити, е извършен 

анализ на получените 1H-1H-COSY, 1H-1H-TOCSY и 1H-13C-HSQC спектри. В сравнение 

с литературни данни (Mai et al., 2024), кръстосаните пикове между съответните 

въглеродни и водородни атоми в структурата на рутина са определени в HSQC спектъра 

на екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana (фигура 7). Корелацията в COSY и TOCSY 

спектрите (фигура 8) потвърди наличието на характерна спинова система на 

дизахаридната част на рутина в съответствие с наличните в литературата данни (Cedeño 

et al., 2019).  

 

Метаболити 
Химично 

отместване (δ, ppm) 
Константа на сдвояване (J, Hz) 

Аминокиселини   

Аланин 1,49 (d, J = 7,3) 

Валин 1,01/1,06 (d, J = 7,0)/ (d, J = 7,0) 

Треонин 1,33 (d, J = 6,8) 

Въглехидрати 
  

α-Глюкоза 5,19 (d, J = 3,8) 

β-Глюкоза 4,59 (d, J = 7,9) 

Сукроза 5,41/4,18 (d, J = 3,9)/(d, J = 8,7) 

Органични киселини 
  

γ-Аминомаслена киселина 1,94/2,30/3,01 (m)/(d, J = 7,5)/ (d, J = 7,4) 

Мравчена киселина 8,47 (s) 

Пирогроздена киселина 2,43 (s) 

Ябълчена киселина 2,38/2,68/4,28 
(d, J = 15, 9,9)/(d, J = 15,5, 3,3)/(d, 

J = 9,6, 3,19) 

Фенолни киселини   

Ферулова киселина 6,36 (d, J = 15,9) 

Флавоноиди 
  

Рутин 

7,67/7,61/6,98/6,51/6,

30/4,99/4,54/ 

3,80/3,62/3,54/3,52/3,

51/3,44/3,40/ 

3,38/3,37/3,31/1,09 

(d, J = 8,7)/(dd, J = 8,5, 2)/(d, J = 

8,5) /(d, J = 2)/(d, J = 2)/(d, J = 

7,89)/(d, J = 1,49)/(dd*)/(dd*)/(d, J 

= 7,5)/(dd, J = 9,5, 3,5)/ 

(dd*)/(m*)/(m)/ (d, J = 9)/ (d, J = 

9)/ (d, J = d*)/(d, J = 6) 
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Фигура 7. Представителен 1H–13C двумерен хетероядрен корелационен (HSQC) ЯМР 

спектър на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana с анотирани характеристични 

сигнали на рутин (молекулно тегло 610.517 g/M; IUPAC наименование 2-(3,4-

дихидроксифенил)-5,7-дихидрокси-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-трихидрокси-6-[[(2R,3R, 

4R,5R,6S)-3,4,5-трихидрокси-6-метилоксан-2-ил]оксиметил]оксан-2-ил]оксихромен-4-он).  

Фигура 8. Представителни ЯМР спектри на екстракт от E. tenuifolia subsp. 

sibthorphiana. (А) 1H–1H хомоядрен корелационен (COSY) спектър и (B) 1H–1H TOCSY 

спектър с означения на спиновите системи на рамнозиловата и глюкозиловата част 

в структурата на рутина. 
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5. Разработване и валидиране на HPLC-DAD метод за мониторинг на флавоноиди и 

фенолни киселини в растителни екстракти 

5.1. Определяне на общо фенолно съдържание 

Oбщото фенолно съдържание на екстракта е оценено по колориметричния метод 

на Folin–Ciocalteu. Резултатите са изчислени на база на калибрационна крива на галова 

киселина с коефициенти на детерминация R2 = 0,9759 и са представени като милиграми 

еквиваленти галова киселина (gallic acid equivalents, GAE) за грам сухо тегло от 

растителния екстракт (mg GAE/g). Съдържанието на общи феноли в сухия водно-

метанолов екстракт е 111,3±9,1 mg GAE/g, което показва, че екстрактът е богат на 

фенолни съединения. Поради високото съдържание на фенолни съединения и с цел 

оценка на съдържанието на индивидуални растителни феноли в екстракта, е разработен 

HPLC-DAD метод за идентификация и количествено определяне на растителни 

флавоноиди и фенолни киселини. 

5.2. Разработване на метода 

За установяване на оптимални условия на подвижната фаза (ПФ) бяха оценени 

различни градиентни методи, използващи различни разтворители и съотношения на 

разтворители, включително вода/метанол, вода/ацетонитрил, подкиселена вода/метанол 

и подкиселена вода/метанол/ацетонитрил. Хроматограми, илюстриращи различните 

тествани в процеса на разработване на метода ПФ, са представени на фигура 9. Добре 

разделени хроматографски пикове, които демонстрират добра симетрия и форма на пика, 

са постигнати с ПФ, състояща се от подкиселена вода (0,1% мравчена киселина), метанол 

и ацетонитрил при градиентни условия, описани в раздел „Материали и методи“, т. 2.7.4.  

Абсорбционните максимуми на изследваните аналити, при които да се извършват 

анализите, са определени на база техните UV-Vis спектри, измерени чрез PDA детектор 

след  постигнатото  успешно  разделяне. UV-Vis  спектрите  на  изследваните  аналити  в  

Фигура 9. HPLC-PDA хроматограми на представителна смес от флавоноиди при 

различен състав и градиент на подвижната фаза. (1) Метанол:вода 30:70→90:10. (2) 

Метанол:вода:ацетонитрил 10:70:20→70:10:20. (3) Метанол:вода:ацетонитрил 

10:70:20→25:55:20→45:55:0→90:10:0. (4) Метанол:вода:ацетонитрил 

10:70:20→50:50:0→90:10:0. (5) Метанол:вода:ацетонитрил 

5:75:20→40:60:0→50:50:0→50:50:0→80:20:10. 
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Фигура 10. UV-Vis спектри в областта между 200 и 800 nm на анализираните фенолни 

киселини и флавоноидни гликозиди. 
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Фигура 11. UV-Vis спектри в областта между 200 и 800 nm на анализираните 

флавоноидни агликони. 
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Фигура 12. HPLC-PDA хроматограми на стандартен разтвор, съдържащ 

анализираните флавоноиди и фенолни киселини (50 µg/mL) при различни дължини на 

вълната. 
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областта от 200 до 800 nm са представени на фигура 10 и фигура 11. Установените 

абсорбционни максимуми за аналитите са както следва: хлорогенова киселина – 327 nm, 

кафеена киселина – 324 nm, p-кумарова киселина – 310 nm, ферулова киселина – 323 nm, 

розмаринова киселина – 329 nm, салицилова киселина – 239 nm, катехин – 280 nm, рутин 

256 nm, хесперидин – 284 nm, кверцетин – 256 nm, лутеолин – 350 nm, кемпферол – 366 

nm, апигенин – 338 nm, кастицин – 351 nm и акацетин – 333 nm. Представителни 

хроматограми на анализираните флавоноиди и фенолни киселини при различна дължина 

на вълната са представени на фигура 12. 

За оценка на производителността на аналитичната система и ефективността на 

разделянето на анализираните вещества, след успешното разделянето на съединенията е 

проведен тест за пригодност на системата. Процесът включва определяне и изчисляване 

на следните параметри: фактор на разделяне (α), критерий на разделяне (Rs), брой 

теоретични тарелки (N) и фактор на симетрия, представени в таблица 4. Ефективността 

на системата  е  оценена чрез брой теоретични тарелки, а селективността чрез фактор на  

разделяне и критерий за разделяне. Изчисленията са направени съгласно Американската 

фармакопея (USP, 2022).  

 

Таблица 4. Тест за пригодност на хроматографската система при HPLC-PDA 

метод за анализ на флавоноиди и фенолни киселини. 

 
Фактор на 

разделяне 

Критерий на 

разделяне 

Брой 

теоретични 

тарелки 

Фактор на 

симетрия 

Хлорогенова киселина – – 8590 1,07 

Катехин 1,27 1,79 9480 0,92 

Кафеена киселина 1,88 6,67 10783 1,08 

Рутин 1,55 5,49 6832 1,06 

p-Кумарова киселина 1,37 3,05 9978 1,08 

Ферулова киселина 1,24 14,65 10746 1,04 

Хесперидин 1,43 6,09 6724 1,04 

Розмаринова киселина 1,18 3,23 14536 1,02 

Салицилова киселина 1,16 3,52 12897 1,04 

Кверцетин 1,66 18,56 62819 1,11 

Лутеолин 1,09 4,82 49986 1,08 

Кемпферол 1,27 11,12 36653 1,11 

Апигенин 1,05 2,19 33482 1,07 

Кастицин 1,30 17,43 264355 1,06 

Акацетин 1,08 10,59 354986 1,09 
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Съгласно критериите за допустимост, стойностите на фактор на разделяне трябва 

да бъдат по-високи от 1, стойностите на критерий на разделяне – над 1,5, броя на 

теоретичните тарелки – над 2000, а фактора на симетрия трябва да заема стойности от 

0,8 до 1,8 (U.S. Food and Drug Administration, 1994; USP, 2022). Получените стойности, 

представени в таблица 4, показват, че хроматографската система отговаря на 

изискванията за селективност и ефективност, постигнато е добро разделяне и 

разграничаване на пиковете.   

След разработването на метода и постигнатото успешно разделяне на аналитите, 

той впоследствие е валидиран. 

 

5.3. Валидиране на метода 

• Линейност 

За количествено определяне на избраните фенолни киселини и флавоноиди е 

използван методът на външния стандарт. Калибрационни криви за всеки от аналитите са 

генерирани с помощта на пет стандартни разтвора, приготвени с концентрации от 5, 10, 

25, 50 и 75 µg/mL. Линейността е оценена чрез корелиране на измерените площи на 

хроматографските пикове с концентрациите на стандартните разтвори, определяне на 

линейни регресионни линии и изчисляване на коефициенти на детерминация (R2). 

Уравненията на линейните регресионни линии и стойностите за R2 на всеки от аналитите 

са представени в таблица 5. 

Таблица 5. Оценка на линейността на разработения метод за идентификация и 

количествено определяне на фенолни киселини и флавоноиди. 

 Линейна регресионна линия R2 

Хлорогенова киселина y = 41832x + 107954 0,9999 

Катехин y = 14060x - 6028,1 0,9999 

Кафеена киселина y = 118421x - 69302 0,9999 

Рутин y = 41585x + 8179 0,9999 

p-Кумарова киселина y = 143605x + 5083,5 0,9999 

Ферулова киселина y = 97780x - 18558 0,9999 

Хесперидин y = 25762x - 13528 0,9999 

Розмаринова киселина y = 59765x - 32572 0,9999 

Салицилова киселина y = 61091x - 43374 0,9999 

Кверцетин y = 76898x - 45411 0,9999 

Лутеолин y = 77836x - 21524 0,9999 

Кемпферол y = 72582x - 34084 0,9999 

Апигенин y = 101010x - 102720 0,9999 

Кастицин y = 69468x - 36057 0,9999 

Акацетин y = 73470x - 87956 0,9999 
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• Точност и прецизност 

Оценката на точността на разработения метод е извършена като за всеки от 

аналитите са избрани три различни концентрации в обхвата на метода, както следва: 

висока (50 µg/mL), средна (25 µg/mL) и ниска (10 µg/mL). Резултатите са представени в 

таблица 6 като средна концентрация, процент точност и CV% и демонстрират високата 

точност на метода в дефинирания аналитичен обхват. 

 

Таблица 6. Оценка на точността на разработения метод за идентификация и 

количествено определяне на фенолни киселини и флавоноиди. 

Концентрация 

(µg/mL) 

Средна 

концентрация 

(µg/mL ± SD) 

Точност % CV% 

Хлорогенова киселина 

50 50,02 ± 0,01 100,04 0,03 

25 25,03 ± 0,05 100,13 0,19 

10 10,02 ± 0,03 100,22 0,25 

Катехин 

50 49,99 ± 0,08 99,99 0,16 

25 24,99 ± 0,08 99,99 0,34 

10 10,07 ± 0,01 100,72 0,14 

Кафеена киселина 

50 49,75 ± 0,01 99,50 0,02 

25 25,52 ± 0,01 101,59 0,79 

10 10,17 ± 0,14 101,75 2,45 

Рутин 

50 50,79 ± 0,87 101,59 1,73 

25 25,39 ± 0,04 101,57 0,14 

10 10,04 ± 0,02 100,44 0,15 

p-Кумарова киселина 

50 50,17 ± 0,04 100,34 0,07 

25 25,11 ± 0,01 100,42 0,03 

10 10,15 ± 0,06 101,54 0,60 

Ферулова киселина 

50 50,10 ± 0,07 100,20 0,14 

25 25,21 ± 0,02 100,84 0,07 

10 10,22 ± 0,03 102,24 0,34 

Хесперидин 

50 50,14 ± 0,02 100,28 0,05 

25 25,38 ± 0,02 101,50 0,07 

10 10,02 ± 0,02 100,20 0,21 

Розмаринова киселина 

50 49,95 ± 0,02 99,90 0,05 

25 24,98 ± 0,01 99,93 0,02 

10 10,07 ± 0,01 100,75 0,09 

Салицилова киселина 

50 50,44 ± 0,02 100,88 0,04 

25 25,17 ± 0,02 100,70 0,07 
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10 10,04 ± 0,01 100,37 0,07 

Кверцетин 

50 50,49 ± 0,02 100,99 0,04 

25 25,10 ± 0,02 100,42 0,07 

10 10,01 ± 0,01 100,09 0,09 

Лутеолин 

50 50,18 ± 0,01 100,35 0,02 

25 25,24 ± 0,01 100,96 0,02 

10 10,06 ± 0,01 100,60 0,08 

Кемпферол 

50 50,14 ± 0,01 100,28 0,02 

25 25,11 ± 0,01 100,48 0,05 

10 10,08 ± 0,01 100,77 0,06 

Апигенин 

50 50,04 ± 0,01 100,07 0,01 

25 25,05 ± 0,01 100,20 0,04 

10 10,09 ± 0,01 100,94 0,04 

Кастицин 

50 50,24 ± 0,09 100,48 0,17 

25 25,06 ± 0,02 100,25 0,10 

10 10,04 ± 0,01 100,38 0,08 

Акацетин 

50 50,02 ± 0,01 100,04 0,01 

25 25,05 ± 0,05 100,22 0,20 

10 10,06 ± 0,01 100,55 0,06 

 

 

Прецизността на метода е определна като повторяемост и междинна прецизност. 

Повторяемостта и междинната прецизност са оценени чрез анализ на стандартни 

разтвори с концентрации, описани по-горе, с по пет повторения за концентрация. С 

резултатите е оценен коефициента на вариация в проценти (CV%) за всяка от трите 

концентрации. Резултаите са представени в таблица 7.  

 

Таблица 7. Оценка на прецизността на разработения метод за идентификация и 

количествено определяне на фенолни киселини и флавоноиди. 

Концентрация 

(µg/mL) 

Повтаряемост Междинна прецизност 

Средна 

концентрация 

(µg/mL ± SD) 

SEM CV% 

Средна 

концентрация 

(µg/mL ± SD) 

SEM CV% 

Хлорогенова киселина 

50 50,03 ± 0,01 0,01 0,02 50,02 ± 0,03 0,02 0,06 

25 24,70 ± 0,01 0,01 0,05 25,20 ± 0,14 0,08 0,56 

10 10,06 ± 0,01 0,01 0,14 10,04 ± 0,06 0,03 0,59 

Катехин 

50 49,58 ± 0,01 0,01 0,01 49,68 ± 0,14 0,08 0,30 

25 24,87 ± 0,02 0,01 0,06 25,05 ± 0,03 0,02 0,13 

10 10,13 ± 0,01 0,01 0,11 10,13 ± 0,02 0,02 0,26 
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Кафеена киселина 

50 49,75 ± 0,01 0,01 0,04 50,01 ± 0,08 0,05 0,16 

25 25,52 ± 0,01 0,01 0,03 26,00 ± 0,05 0,03 0,20 

10 10,47 ± 0,01 0,01 0,11 10,15 ± 0,10 0,05 0,97 

Рутин 

50 51,31 ± 0,02 0,01 0,04 51,02 ± 0,50 0,26 0,88 

25 25,60 ± 0,02 0,01 0,08 25,56 ± 0,04 0,02 0,15 

10 10,09 ± 0,05 0,03 0,54 10,07 ± 0,02 0,01 0,23 

p-Кумарова киселина 

50 50,19 ± 0,05 0,03 0,09 50,12 ± 0,05 0,03 0,10 

25 25,01 ± 0,01 0,01 0,03 25,11 ± 0,07 0,04 0,27 

10 10,13 ± 0,01 0,01 0,07 10,16 ± 0,01 0,01 0,15 

Ферулова киселина 

50 50,02 ± 0,01 0,01 0,09 50,13 ± 0,08 0,04 0,17 

25 25,23 ± 0,02 0,01 0,08 25,18 ± 0,03 0,02 0,11 

10 10,29 ± 0,01 0,01 0,02 10,31 ± 0,01 0,03 0,03 

Хесперидин 

50 50,12 ± 0,04 0,02 0,09 50,03 ± 0,09 0,05 0,17 

25 25,37 ± 0,03 0,02 0,13 25,35 ± 0,06 0,04 0,25 

10 10,03 ± 0,02 0,01 0,22 10,04 ± 0,03 0,02 0,31 

Розмаринова киселина 

50 49,97 ± 0,06 0,03 0,11 50,19 ± 0,30 0,17 0,60 

25 25,10 ± 0,02 0,01 0,08 25,06 ± 0,03 0,02 0,14 

10 10,08 ± 0,01 0,01 0,02 10,07 ± 0,01 0,01 0,13 

Салицилова киселина 

50 50,49 ± 0,02 0,01 0,04 50,38 ± 0,04 0,02 0,08 

25 25,23 ± 0,02 0,01 0,10 25,00 ± 0,04 0,02 0,17 

10 10,03 ± 0,01 0,01 0,10 10,00 ± 0,02 0,01 0,16 

Кверцетин 

50 50,50 ± 0,02 0,01 0,04 50,52 ± 0,03 0,02 0,06 

25 25,14 ± 0,01 0,01 0,04 25,08 ± 0,05 0,03 0,21 

10 10,01 ± 0,01 0,01 0,07 10,01 ± 0,01 0,01 0,07 

Лутеолин 

50 50,22 ± 0,02 0,01 0,03 50,21 ± 0,02 0,01 0,06 

25 25,24 ± 0,01 0,01 0,04 25,25 ± 0,01 0,01 0,03 

10 10,08 ± 0,01 0,01 0,06 10,09 ± 0,01 0,01 0,11 

Кемпферол 

50 50,17 ± 0,02 0,01 0,04 50,16 ± 0,03 0,02 0,07 

25 25,10 ± 0,01 0,01 0,06 25,06 ± 0,05 0,02 0,19 

10 10,05 ± 0,01 0,01 0,11 10,05 ± 0,04 0,02 0,40 

Апигенин 

50 50,07 ± 0,03 0,02 0,06 50,08 ± 0,06 0,04 0,13 

25 25,03 ± 0,04 0,02 0,16 25,25 ± 0,16 0,10 0,66 

10 10,08 ± 0,01 0,01 0,07 10,09 ± 0,02 0,01 0,17 

Кастицин 

50 50,22 ± 0,03 0,02 0,05 50,32 ± 0,11 0,06 0,22 

25 25,09 ± 0,02 0,01 0,06 25,03 ± 0,09 0,05 0,34 

10 10,02 ± 0,01 0,01 0,05 10,02 ± 0,02 0,01 0,16 
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Акацетин 

50 50,05 ± 0,02 0,01 0,05 49,94 ± 0,06 0,03 0,12 

25 25,10 ± 0,01 0,01 0,06 25,08 ± 0,07 0,04 0,27 

10 10,05 ± 0,01 0,01 0,06 10,05 ± 0,02 0,01 0,20 

 

Високите проценти на точност, ниските стойности на стандартното отклонение и 

коефициентите на корелация, близки до единица, показват, че разработеният метод е 

точен, прецизен и линеен за определяне на флавоноиди и фенолни киселини. 

 

• Граница на откриване и граница на количествено определяне  

От данните за линейност, стандартното отклонение на линейния отговор и наклона 

са използвани за изчисляване на стойностите на граница на откриване и граница на 

количествено определяне за всеки от аналитите. Определените стойности за двете 

граници са представени в таблица 8.  

 

Таблица 8. Оценка на граница на откриване и граница на количествено определяне 

на разработения метод за идентификация и количествено определяне на фенолни 

киселини и флавоноиди. 

 
Граница на откриване 

(µg/mL) 

Граница на количествено 

определяне (µg/mL) 

Хлорогенова киселина 1,13 3,41 

Катехин 0,96 2,90 

Кафеена киселина 1,18 3,57 

Рутин 1,27 3,86 

p-Кумарова киселина 0,84 2,54 

Ферулова киселина 0,94 2,85 

Хесперидин 0,80 2,43 

Розмаринова киселина 0,79 2,39 

Салицилова киселина 1,19 3,59 

Кверцетин 1,07 3,23 

Лутеолин 0,85 2,57 

Кемпферол 0,96 2,96 

Апигенин 1,02 3,09 

Кастицин 1,09 3,31 

Акацетин 1,07 3,25 

 

• Устойчивост  

Устойчивостта на метода е оценена чрез промяна на температурата на колоната и 

наблюдение на нейния ефект върху хроматографските характеристики. Времената на 
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задържане на аналитите са наблюдавани, докато към метода са прилагани целенасочени 

температурни промени, вариращи между 37 °C и 43 °C. Температурните промени не 

повлияват значително на разделителната способност на аналитите и не компрометират 

хроматографското разделяне, което показва устойчивостта на метода. 

 

• Стабилност 

Стабилността на стандартните изходни разтвори на флавоноиди и фенолни 

киселини е оценена чрез сравняване на хроматограмите на прясно приготвените разтвори 

с разтвори, съхранявани при контролирана температура от 2-8 °C в продължение на една 

седмица. След съхранение, бистротата на разтворите е проверена визуално. Изходните 

разтвори са разредени (до концентрация 25 µg/mL) и анализирани по разработения метод. 

Не се наблюдават доказателства за разграждане или промени в химичните профили на 

разтворите през периода на съхранение. Това демонстрира тяхната стабилност и това, че 

могат да бъдат съхранявани и анализирани с помощта на разработения HPLC-PDA метод, 

без да се стигне до деградация или промени в химичните им свойства. 

 

5.4. Приложение на метода 

Методът е приложен за идентифициране и количествено определяне на избраните 

фенолни киселини и флавоноиди в екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. 

Идентифицирани бяха шест фенолни киселини, включително хлорогенова киселина, p-

кумарова киселина, ферулова киселина, розмаринова киселина, салицилова киселина и 

кафеена киселина, както и флавоноидът рутин. Определено е и тяхното съдържание в 

екстракта. Най-голямо количество в екстракта е установено за рутинът (43,86 mg/g сух 

екстракт). Изчисленото съдържание на хлорогенова киселина, p-кумарова киселина, 

ферулова киселина, розмаринова киселина, салицилова киселина и кафеена киселина е 

съответно 5,50 mg/g, 0,41 mg/g, 5,12 mg/g, 4,29 mg/g, 2,10 mg/g, 0,98 mg/g сух екстракт. 

Всички измервания са извършени в три повторения, със стандартно отклонение, 

ненадвишаващо 2%. 

Изследванията касаещи химичния състав на индивидуални нелетливи вторични 

растителни метаболити, включително фенолни съединения, в рода Echinophora са 

ограничени. Фенолният състав на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana е оценен 

само в едно друго проучване, показващо че рутин и хлорогенова киселина са основните 

компонент в екстракта с концентрация съответно от 127,0 и 39,6 mg/g екстракт (Ozdemir 

et al., 2025). Нашите резултати относно фенолния състав на E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana от България, съответстват на тези, описани по-горе.  

При други видове от род Echinophora, кверцетин и рутин са идентифицирани в 

полярната етилацетатна фракция на метанолов екстракт от E. tenuifolia, докато ферулова 

киселина е идентифицирана в дихлорометановата фракция на същия екстракт (Marrelli 

et al. 2017). Флавоноловите гликозиди кверцетин-3-O-β-D-глюкопиранозид и 

кемпферол-3-O-β-D-глюкопиранозид са успешно изолирани от екстракт на E. cinerea 

(Shokoohinia et al. 2017). В екстракт от E. chrysantha са идентифицирани тридесет и три 

флавоноида и органични киселини, като рутин, кверцетин-3-O-глюкозид, хесперидин, 
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хининова киселина и хлорогенова киселина са определени в най-голямо количество 

(Aksit et al. 2022). 

 

6. In vitro оценка на антиоксидантната и антимикробната активност на екстракт от 

Echinophora tenuifolia subsp. sibthorpiana. 

6.1. Антиоксидантна активност 

Антиоксидантната активност на екстракта, включително неговите радикал-

улавящи свойства и антиоксидантен капацитет, е оценена in vitro с помощта на два 

метода – DPPH-тест и Ferric-ferrozine тест. Резултатите от DPPH-теста са изчислени на 

база калибрационна крива на DPPH с R2=0,9943 и показават радикал-улавяща активност 

на водно-метанолния екстракт с IC50 стойност от 71,3±0,01 µg/mL. Тоталната 

редуцираща активност на екстракта е изчислена чрез калибрационна крива на Тролокс с 

R2=0,9925 и разултатите, представени като Тролокс еквиваленти, са 405,1±39,9 μmol/g. 

6.2. Антимикробна активност 

Антимикробната активност на екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana е 

оценена чрез метода на серийните разреждания за определяне на минимална инхибираща 

концентрация (МИК), определяне на минимална бактерицидна концентрация (МБК) в 

агарова среда и „cup plate“ техника с отчитане на зони на инхибиране срещу три 

референтни щама на патогенни микроорганизми, включително бактериите E. coli ATCC 

25922 и S. aureus ATCC 25913 и гъбичката C. albicans ATCC 10231. 

Резултатите от проведеното серийно разреждане на екстракта за определяне на 

МИК (фигура 13) показват най-висока антимикробна активност срещу E. coli ATCC 

25922 - с МИК 1,85 mg/mL. Срещу S. aureus ATCC 25913 визуалният растеж e потиснат 

при най-ниска концентрация на екстрактa 3,7 mg/mL, а спрямо C. albicans ATCC 10231 

не се отчита фунгицидна активност на база визуалната мътнина.   

Всички суспензии от серийното разреждане за определяне на МИК са 

субкултивирани в агарови среди (фигура 14 А). Този метод дава възможност за отчитане 

Фигура 13. Резултати от серийно разреждане на екстракт от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana (в концентрации 0,925-29,6 mg/mL) за определяне на МИК. 
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на бактерицидните ефекти на екстракта. Резултатите еднозначно показват по-мощното 

антимикробно действие към E. coli ATCC 25922, като микробния растеж е напълно 

задържан с МБК 3,5 mg/mL. Спрямо S. aureus ATCC 25913 и C. albicans ATCC 10231 

също се наблюдава силно редуциране на микробния растеж, но не се отчита тотален 

бактерициден или фунгициден ефект при заложените в изследването концентрации.  

По-силни антимикробни ефекти срещу S. aureus ATCC 25913 се отчитат при 

проведената cup plate техника (фигура 14 B). При това изследване антимикробното 

действие се измерва чрез отчетената зона на инхибиране след дифузия на антимикробния 

агент в Мюлер-Хинтън агар. При този метод, S. aureus ATCC 25913 е най-чувствителния 

микроорганизъм към екстракта и демонстрира зона на инхибиране от 25 mm при 

концентрация на екстракта 11,84 mg/mL. Тази зона е сравнима с демонстрирани ефекти 

на конвенционалните антибиотици, в някои случаи дори при по-високи тестови дози. 

Спрямо E. coli ATCC 25922  резултатите се затвърдиха – отчита се зона на задържане на 

микробния растеж с диаметър 21 mm. Спрямо C. albicans ATCC 10231 не се отчита 

антимикотична активност на екстракта при тази техника на изпитване. 

Предишни две проучвания изследват антибактериалната и антиоксидантната 

активност на екстрактите от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. Оценена е антиоксидантната 

Фигура 14. Антимикробна активност на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. (A) 

Субкултивиране на различни концентрации от екстракта (0,925-29,6 mg/mL) на кръвен 

агар за установяване на МБК. (B) Зони на инхибиция след дифузия на екстракта (11,84 

mg/mL) в Мюлер-Хинтън агар. 
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и антибактериалната активност на два екстракта (ацетонов и етилацетатен) от търговски 

проби E. tenuifolia subsp. sibthorpiana от Турция (Aydin and Sümbül 2022). 

Етилацетатният екстракт показва по-висок общ антиоксидантен капацитет, докато 

ацетоновият екстракт е показва по-висока радикал-улавяща активност. Двата екстракта 

демонстрират най-висока антибактериална активност срещу Gordonia rubripertincta, в 

допълнение към активността срещу S. aureus subsp. aureus (Aydin and Sümbül 2022). В 

друго проучване са изследвани антиоксидантната и антимикробна активност на 

метанолови, етанолови и водни екстракти от различни части (корени и надземни части) 

на диворастяща E. tenuifolia subsp. sibthorpiana от Македония (Mileski et al. 2014). Най-

висока антиоксидантна активност показва водният екстракт от надземните части в два 

теста, оценящи радикал-улавящите свойства на екстрактите. Най-силни 

антибактериални ефекти демонстрират етаноловият екстракт от корени (най-висока 

активност срещу Bacillus cereus с MIC 0,45 mg/mL и MBC 0,75 mg/mL) и метаноловият 

екстракт от надземни части (най-висока активност срещу B. cereus, E. cloacae и S. aureus 

с MIC 3,00 mg/mL и MBC 4,00 mg/mL за всеки щам) (Mileski et al. 2014). 

В настоящото изследване за първи път е определена антиоксидантната и 

антибактериалната активност на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, растяща в 

България. Резултатите от проведените тестове показват, че екстрактът от българска E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana притежава отлични антиоксидантни свойства. Високата 

антиоксидантна активност най-вероятно се дължи на големите количества фенолни 

съединения съдържащи се в екстракта, сред които известните антиоксиданти рутин и 

хлорогенова киселина. Освен това екстрактът демонстрира значителна антибактериална 

активност срещу E. coli и S. aureus. Добрите антибактериални и антиоксидантни свойства 

са важен фактор за бъдещата оценка на различни фармакологични активности на този 

растителен вид и поставят основи за потенциалното му приложение като природен 

консервант. 

 

7. Оценка влиянието на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana върху продължителността на 

живот, устойчивоста на организма, липидния метаболизъм и митохондриалната 

функция при C. elegans 

7.1. E. tenuifolia subsp. sibthorpiana модулира хемосензорната мрежа на C. elegans и 

увеличава енергийния разход в ранния етап на живота 

За да се оцени профила на безопасност на екстракта от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana, нематодите C. elegans са третирани с диапазон от концентрации (10 до 200 

μg/mL) в продължение на 48 часа. Резултатите не показват неблагоприятни ефекти върху 

жизнеспособността в нито една от третираните групи (фигура 15 А). Поради тази 

причина, за по-нататъшни експерименти са избрани концентрации от 10, 25 и 50 μg/mL. 

Проведен е анализ на хемотаксиса, който разкрива значително подобрение в 

сензорно обусловеното поведение на нематодите при най-високата тествана 

концентрация от 50 μg/mL (фигура 15 B). Нематодите, третирани с екстракт от E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana в тази доза, показват подобрени реакции към сензорни 

сигнали, което предполага, че екстрактът може да действа като атрактант или да 
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модулира хемосензорните сигнални пътища в C. elegans. За разлика от това обаче по-

ниските концентрации (10 и 25 μg/mL) не водят до сравним ефект с този при по-високата 

тествана концентрация. 

Излагането на всички тествани концентрации на екстракта значително увеличава 

огъванията на тялото на млади (5-дневни) C. elegans (фигура 15 C). В контраст, 

екстрактът не повлиява двигателната активност на възрастни (10-дневни) нематоди 

(фигура 15 D). Тези открития показват, че суплементацията с E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana меже да увеличи разхода на енергия и да окаже стимулиращ ефект върху 

нервната система при млади нематоди. Липсата на наблюдаван ефект при възрастни 

нематоди обаче показва, че екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana може да не 

осигурява ползи, свързани със стареенето. 

Фигура 15. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana увеличава движението и 

модулира хемосензорната мрежа при C. elegans. (A) Тест за жизнеспособност при 

третиране с 10–200 μg/mL екстракт от E. tenuifolia при C. elegans (n = 1500), ANOVA 

върху рангове спрямо контролната група. (B) Хемотаксисен анализ върху червеи, 

предварително третирани с екстракта (n = 300–600), t-тест спрямо плацебо. (C, D) 

Движение на предварително третирани червеи (10, 25 и 50 μg/mL екстракт от E. 

tenuifolia) в продължение на 5 и 10 дни. Резултатите са представени като брой огъвания 

в рамките на 30 секунди и са сравнени с групата, третирана с плацебо (n = 45), чрез 

еднофакторен ANOVA. (E) Продължителност на живота на третираните червеи (10, 25 

и 50 μg/mL екстракт от E. tenuifolia), представена като крива на оцеляване на Каплан-

Майер (n = 30). За оценка на статистическата значимост между кривите на 

преживяемост при експериментално лечение е използван логаритмичен ранг тест, 

**p<0,01, *p<0,05, ns – незначително. 
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За да се оцени потенциалната роля на екстракта за дълголетието, е изследван 

неговия ефект върху продължителността на живота на C. elegans. Анализът не разкри 

значителни разлики в продължителността на живота при всички тествани концентрации 

(10, 25 и 50 μg/mL) в сравнение с контролната група (фигура 15 E). Тези резултати 

показват, че екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana не оказва измеримо влияние 

върху продължителността на живота при тестваните условия. 

7.2. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana има антиоксидантен капацитет и 

увеличава преживяемостта при остър топлинен стрес 

Термотолерантността е често изучаван маркер в изследванията на стареенето, тъй 

като увеличената продължителност на живота често корелира с подобрена устойчивост 

на стрес в различните моделни системи (Kovács et al., 2024; M. N. Todorova et al., 2024b). 

Освен това, при свързани с възрастта заболявания като сърдечно-съдови и 

невродегенеративни разстройства, неспособността на организма да управлява адекватно 

стресовите условия води до натрупване на неправилно сгънати протеини и нарушена 

протеостаза (Kuzu et al., 2025; Papanagnou et al., 2022; Perino et al., 2025). За да се оцени 

потенциалът на екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana да увеличава устойчивостта 

към стрес, C. elegans са предварително третирани с 10, 25 и 50 μg/mL от екстракта 

съответно за 5 и 10 дни, преди да бъдат изложени на 37 °C за 2 часа.  

Резултатите показват, че нематодите, третирани с от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, 

демонстрират подобрена термотолерантност в сравнение с групата, третирана с плацебо 

(фигура 16 A, B). По-конкретно, концентрации от 25 и 50 μg/mL значително повишават 

устойчивостта на стрес и в двата времеви момента. Тези резултати водят до 

предположението, че екстрактът може да взаимодейства с клетъчната мрежа на 

стресовия отговор, потенциално подпомагайки процесите на възстановяване след 

излагане на топлина, дори при възрастни нематоди.  

Наред с натрупването на увредени протеини, антиоксидантните защитни 

механизми често са компрометирани при различни заболявания, което води до 

прекомерен оксидативен стрес и често до митохондриална дисфункция (D’Oria et al., 

2020; Peoples et al., 2019). Паракват, често използван хербицид, се използва широко като 

надежден инициатор на оксидативен стрес в изследвания с C. elegans (Dilberger et al., 

2019; V. Todorova et al., 2025). Острото излагане на паракват инициира каскада от 

биохимични реакции, които завършват с нарушаване на клетъчната редокс хомеостаза. 

Разултатите от това проучване показват, че предварителното третиране с екстракта 

значително намалява вредните ефекти на 50 mM паракват при млади нематоди (фигура 

16 C), което показва повишена устойчивост на остър оксидативен стрес. За разлика от 

това, третирането с екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana не подобрява оцеляването 

на възрастни нематоди, подложени на въздействието на паракват (фигура 16 D), което 

предполага зависимо от възрастта намаляване на защитния капацитет на екстракта по 

отношение на уврежданията, предизвикани от оксидативния стрес. 
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7.3. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana намалява натрупването на липиди 

в модел на затлъстяване, индуцирано от глюкоза, при C. elegans 

Прекомерното натрупване на мазнини е ключов фактор в развитието на 

нискостепенно възпаление, инсулинова резистентност и променен липиден метаболизъм 

(Koskinas et al., 2024; Qi et al., 2024; X. Wen et al., 2022). Предвид сложния състав на 

екстракта и наличието на ключови биоактивни съединения като хлорогенова киселина, 

Фигура 16. Третирането с екстракт E. tenuifolia subsp. sibthorpiana модулира стрес-

отговора при C. elegans. (A, B) За да се оцени термотолерантността, (A) 5-дневни и 

(B) 10-дневни нематоди, предварително третирани с екстракт от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana, са подложени на остър топлинен стрес (37 °C за 2 часа). След 20-часов 

период на възстановяване е регистрирана преживяемостта. (C, D) За да се оцени 

устойчивостта на оксидативен стрес, нематодите, предварително третирани с 

екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, са подложени на 50 mM паракват. 

Преживяемостта е наблюдавана на 24-часови интервали както при (C) 5-дневни, 

така и при (D) 10-дневни нематоди. Данните са представени като среден процент на 

преживяемост ± SEM (n=90). Статистическа значимост: *p < 0,05, **p < 0,01 

(еднофакторен ANOVA). 
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кафеена киселина и розмаринова киселина, притежаващи добре познати биологични 

активности, свързани със затлъстяването и регулирането на липидния метаболизъм (Fang 

et al., 2024; Lai et al., 2023; Vasileva et al., 2020), предполагаме, че екстрактът може да 

повлияе на метаболитната регулация. За да проучим тази възможност, е установен 

ефекта на екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana върху натрупването на липиди в 

глюкозо-индуциран модел на затлъстяване при C. elegans и е определено количественото 

съдържание на триглицериди. 

В съответствие с нашите очаквания, червеите, предварително третирани с 

екстракта в продължение на 24 часа, показават значително намаляване на съдържанието 

на липиди в сравнение с групата, третирана с плацебо, както се вижда от оцветяването с 

Nile Red (фигура 17 A, B) и количественото определяне на триглицеридите (фигура 17 

C). Тези открития също така съответстват на традиционната кулинарна употреба на 

растението като подправка в средиземноморската и близкоизточната кухня. Като цяло, 

резултатите показват, че екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana модулира 

липидния метаболизъм и може да противодейства на прекомерното натрупване на 

мазнини в условия, богати на глюкоза. 

 

Фигура 17. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana модулира липидния 

метаболизъм в модел на затлъстяване при C. elegans. (A) Представителни конфокални 

изображения при 20x увеличение (скала: 50 μm) на липиди, оцветени с Nile red, в 

нематоди от див тип N2 с добавка на глюкоза (+G), третирани в продължение на 24 

часа с екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana в концентрации от 10, 25 и 50 

μg/mL в сравнение с контролна група (+G). (B) Количественото определяне на 

интензитета на флуоресценция на оцветяването на липидите с Nile red е представено 

като коригирана обща клетъчна флуоресценция (CTCF), нормализирана спрямо 

контролната група (+G), изразена в арбитрарни единици (a.u.). (C) Съдържанието на 

триглицериди за групите, третирани с E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, е 

нормализирано спрямо контролната група (+G) и изразено в a.u. Резултатите са 

представени като средна стойност ± SEM (n=90), *p < 0,05, **p < 0,01 в сравнение с 

контролната група (ANOVA on ranks). 
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7.4. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana възстановява потенциала на 

митохондриалната мембрана в модел на индуцирано от глюкоза митохондриално 

увреждане 

Митохондриите служат като централни регулатори на клетъчната биоенергетика, 

редокс баланса и апоптозата, а тяхната дисфункция е все по-разпознаваема като ключов 

фактор за редица състояния, включително неопластични, сърдечно-съдовои и 

невродегенеративни заболявания (M. N. Todorova et al., 2024a; H. Wen et al., 2025). За да 

определим дали третирането с екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana 

противодейства на индуцирания от глюкоза митохондриален стрес, количествено е 

определен потенциала на митохондриалната мембрана (ΔΨm) и митохондриалната маса, 

използвайки съответно оцветяване с TMRE и MVG. Излагането на 2% глюкоза 

значително намалява както ΔΨm, така и митохондриалната маса (фигура 18 A, B, C, D) в 

сравнение с контролната група, въпреки че съотношението TMRE/MVG остава 

непроменено (фигура 18 E, F), което показва пропорционален спад в митохондриалната 

функция и съдържание. 

Третирането с екстракта възстановява потенциала на митохондриалната мембрана 

по дозозависим и статистически значим начин (фигура 18 E, F), като най-високата 

използвана концентрация връща ΔΨm до нива, сравними с условията с плацебо (–G). За 

разлика от това, митохондриалната маса остава незасегната от екстракта от E. tenuifolia 

subsp. sibthorpiana при всички тествани концентрации (фигура 18 C, D), което 

предполага, че екстрактът предимно подобрява функционалното качество на 

митохондриите, без да променя техния брой. 

Интересно е, че съотношението TMRE/MVG се увеличава значимо само при най-

високата концентрация на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana (50 μg/mL; фигура 

18 E, F), както в сравнение контролна група +G, така и с контролна група –G. Това 

предполага подобрение в митохондриалната ефективност. 

 

7.5. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana отслабва индуцирания от глюкоза 

стрес върху ендоплазмения ретикулум и митохондриите чрез регулиране на 

експресията на hsp-4 и hsp-6 

Когато цялостта на митохондриите е нарушена, клетките активират защитни 

механизми като отговора на митохондриалния разгънат протеин (UPRmt), който действа 

в тясно сътрудничество със стрес-пътищата на ендоплазмения ретикулум (ЕР), за да 

възстанови капацитета за сгъване на протеините и да поддържа клетъчната функция 

(Bhattarai et al., 2021; Chu et al., 2019). Като се има предвид, че третирането с E. tenuifolia 

subsp. sibthorpiana подобрява термотолерантността както при млади, така и при 

възрастни нематоди, предполагащо потенциална модулация на протеостатичната мрежа, 

и като се има предвид централното взаимовръзка между UPRmt и ЕР стреса при контрола 

на качеството на митохондриите (Casas-Martinez et al., 2025; Sarkar et al., 2022), 

изследвахме дали екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana може да повлияе на тези 

два пътя. За тази цел е оценена експресията на митохондриалния шаперон hsp-6 (UPRmt) 

и маркера за стрес на ЕР hsp-4. 
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Суплементацията с глюкоза индуцира силно повишаване на експресията на hsp-4, 

отразявайки активирането на стрес отговора на ЕР, вероятно поради индуциран от 

глюкоза метаболитен или протеотоксичен дисбаланс. Третиране с екстракт от E. 

Фигура 18. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana възстановява 

митохондриалния потенциал при глюкозен стрес. Представителни конфокални 

изображения и CTCF, нормализирани спрямо носителя (–G) на (A, B) MVG-оцветени 

N2 нематоди, (C, D) TMRE-оцветени N2 нематоди и (E, F) съотношение на TMRE 

към MVG флуоресценция в цялото тяло. Нематодите са третирани в продължение 

на 24 часа с 10, 25 или 50 μg/mL екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana или 

носител, с (+G) или без глюкоза (–G). Средната стойност ± SEM, n=60; *p<0,05 в 

сравнение с носителя (–G) и #p<0,05 в сравнение с носителя (+G), ANOVA върху 

рангове. 
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tenuifolia subsp. sibthorpiana дозозависимо потиска активирането на hsp-4, 

възстановявайки експресията до изходните нива (контролна група –G) (фигура 19 A, B). 

Тази нормализация предполага, че екстрактът или предотвратява натрупването на 

неправилно сгънати протеини при метаболитен стрес, или подобрява тяхното изчистване, 

като по този начин намалява натоварването на ЕР. 

В съответствие с предишни наблюдения (Govindan et al., 2018; Tauffenberger et al., 

2016), излагането на 2% глюкоза значително увеличaвa флуоресценцията на hsp-6::GFP, 

което показва активиране на отговора на митохондриалния разгънат протеин (фигура 19 

C, D). Третирането с екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana значително намалява 

експресията на hsp-6 по дозозависим начин (фигура 19 C, D), като всички концентрации 

(10, 25 и 50 μg/mL) понижават флуоресценцията до нива, сравними с контролната група 

Фигура 19. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana отслабва индуцираната 

от глюкоза активация на UPRmt и ER стрес маркерите. Представителни конфокални 

изображения и CTCF, нормализирани спрямо контролна група (–G), на трансгенни 

нематоди (A, B) SJ4005 [zcIs4 (hsp-4::GFP)] и (C, D) SJ4100 [zcIs13 (hsp-6::GFP)]. 

Нематодите са третирани в продължение на 24 часа с 10, 25 или 50 μg/mL екстракт 

от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana или плацебо (–G, +G). Данните са представени 

като средна стойност ± SEM, n = 60; *p<0,05 в сравнение с плацебо (–G) и #p<0,05 в 

сравнение с плацебо (+G), ANOVA върху рангове. 



- 48 - 

 

без глюкоза (–G). Тези открития показват, че екстрактът ефективно облекчава 

индуцирания от глюкоза митохондриален стрес. 

Взети заедно, тези резултати показват, че екстрактът от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana облекчава както митохондриалния, така и стреса на ЕР, предизвикан от 

излишък на глюкоза, което потенциално допринася за подобрената митохондриална 

функция и метаболитната хомеостаза, наблюдавани в други анализи. 

До сега не са проучвани ефектите на представители от род Echinophora, 

включително E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, вурху моделния организъм C. elegans. 

Получените резултати показват, че екстрактът оказва благоприятен ефект върху здравето, 

главно чрез модулация на метаболизма и митохондриалната функция. Тези ефекти най-

вероятно се дължат или на многокомпонентния състав на екстракта, или на високото му 

съдържание на рутин. Третирането с екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana намалява 

натрупването на липиди в хранените с глюкоза C. elegans и възстановява 

митохондриалната функция, както се вижда от подобрението в ΔΨm при глюкозо-

индуциран стрес. Трябва да се отбележи, че митохондриалната маса остава непроменена, 

което предполага, че екстрактът не индуцира митохондриална пролиферация, а по-скоро 

подобрява функционалната ефективност на съществуващите митохондрии. Освен това, 

екстрактът значително намалява нивата на hsp-4 и hsp-6, връщайки тяхната експресия до 

изходното ниво в сравнение с третираните с глюкоза нематоди, при които и двата 

маркера са повишени. Това показва участието на UPRmt и стрес пътищата на ЕР в 

механизма на действие на екстракта. Като се има предвид, че нарушеното 

митохондриално β-окисление и намалената активност на електрон-транспортната верига 

са основни фактори за отлагането на липиди, наблюдаваното тук възстановяване на 

митохондриалната функция може да е в основата на подобрения метаболитен профил 

след третирането с екстракта. 

Тези резултати подчертават потенциала на E. tenuifolia subsp. sibthorpiana да 

модулира липидния метаболизъм и да подобрява устойчивостта на организма към 

отрицателни въздействия, което слага основи за проучването на бъдещата употреба на 

този растителен вид при социално-значими сърдечно-съдови, метаболитни и 

невродегенеративни заболявания. 
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Заключение 

Фокусът на настоящия мултидисциплинарен труд е малко проучвания 

етеричномаслен и лечебен растителен вид E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, Apiaceae, 

притежаващ дълга история на употреба като подправка и лечебно растение в народната 

медицина. 

В представения дисертационен труд за първи път е проведен микроскопски 

хистохимичен анализ при E. tenuifolia subsp. sibthorpiana, чрез който е установявено 

наличието на секреторни канали и натрупването на терпени и липиди в стъблата и 

листата на тази растителен вид. За първи път е изолирано и охарактеризирано 

посредством GC-MS ЕМ от диворастяща в България популация на E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana. Анализът на ЕМ разкрива, че ЕМ от българска E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana е богато на фенилпропаноида метилевгенол. 

Нашите резултати разкриват високо съдържание на фенолни съединения в 

екстракта от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana и наличието на индивидуални растителни 

феноли, сред които кверцетиновия гликозид рутин, установен в най-високо количество, 

хлорогенова киселина, p-кумарова киселина, ферулова киселина, розмаринова киселина, 

салицилова киселина и кафеена киселина. Екстрактът демонстрира добра 

антиоксидантна активност по отношение на своите  радикал-улавящи свойства и общ 

антиоксидантен капацитет. Освен това, екстрактът демонстрира значителна 

антибактериална активност срещу патогенните бактерии E. coli и S. aureus. 

В изпълнение на задачите на дисертационния труд са изследвани въздействията на 

екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana върху устойчивостта на организма и 

митохондриалната функция при стрес, процесите на стареене и липидния метаболизъм 

при моделния организъм C. elegans. Установено е, че екстракт от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana повишава устойчивостта на нематодите към топлинен и оксидативен стрес, 

подобрява техния липиден метаболизъм, като намалява натрупването на липиди, и 

подобрява тяхната митохондриална функция.  

Резултатите от това проучване разкриват българската E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana като потенциален източник на ЕМ и фенолни съединения за 

фармацевтичната и хранителната промишленост. Резултатие биха могли да послужат 

като основа за оценка на различни фармакологични активности на този вид и 

подчератават потенциала му да бъде включен в иновативни растителни лекарствени 

продукти, функционални храни и хранителни добавки, насочени към подобряване на 

липидния метаболизъм, митохондриалната функция и естествената устойчивост на 

организма към стрес. 
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Изводи 

1. След проведеният хистохимичен анализ на листа и стъбла от E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana се потвърждава наличието на секреторни канали и натрупването на ЕМ в 

тъкани на този етеричномаслен вид.  

2. Растителния материал от диворастяща в България E. tenuifolia subsp. sibthorpiana 

показва средновисок добив на ЕМ (1,3%), като основният компонент идентифициран в 

изолираното ЕМ е метилевгенол (48,13% от общия състав на идентифицираните 

компоненти). 

3. ЯМР-метаболитно профилиране на екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana 

показва наличието на редица първични и вторични метаболити. Сред специализираните 

вторични метаболити са идентифицирани ферулова киселина и рутин, като най-високо 

количество е определено за рутина. 

4. Разработеният и валидиран HPLC-PDA метод e успешно приложен за 

идентифициране и количествено определяне на фенолни киселини и флавоноиди в 

екстракт от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana. В екстракта са идентифицирани 

кверцетиновия гликозид рутин и киселините хлорогенова киселина, p-кумарова 

киселина, ферулова киселина, розмаринова киселина, салицилова киселина и кафеена 

киселина, като в най-високо количество в екстракта се съдържа рутин (43,86 mg/g сух 

екстракт), потвърждаващо резултатите от ЯМР-анализа. 

5. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana показва висока in vitro 

антиоксиданта активност, включително радикал-улавящи свойства (IC50 71,3 ± 0,01 

μg/mL при DPPH-тест) и общ антиоксидантен капацитет (405,1 ± 39,9 μmol/g при ferric-

ferrozine тест). 

6. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana показва висока антибактериална 

активност срещу E. coli (МИК 1,85 mg/mL, МБК 3,5 mg/mL и зона на ихибиция 21 mm) 

и S. aureus (МИК 3,7 mg/mL, и зона на ихибиция 25 mm). Противно на това, не се 

наблюдава антимикотична активност срещу C. albicans. 

7. Екстрактът от E. tenuifolia subsp. sibthorpiana повишава устойчивостта на 

организма към топлинен и оксидативен стрес, особено при млади нематоди C. elegans. В 

допълнение, екстрактът подобрява липидния метаболизъм, намалявайки натрупването 

на липиди, и митохондриалната функция при стресови състояния на C. elegans, 

предизвикани от условия на глюкозен-излишък. Тези резултати показват, че екстрактът 

може да има потенциално приложение като модулатор на клетъчния метаболизъм и 

клетъчните сигнални пътища при стрес, което подкрепя по-нататъшното му проучване 

като кандидат за управление на метаболитния дисбаланс и повишаване на устойчивостта 

на организма към стрес. 
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Приноси 

1. За първи път е проведен микроскопски хистохимичен анализ за локализиране на 

секреторни канали, етерично масло и липидни натрупвания в тъкани на  E. tenuifolia 

subsp. sibthorpiana.  

2. За първи път е извлечено и охарактеризирано ЕМ от диворастяща в България E. 

tenuifolia subsp. sibthorpiana. 

3. За първи път са получени данни за фитохимичния профил на вид от род 

Echinophora чрез ЯМР-метаболитно профилиране.  

4. Създаден е чувствителен HPLC-PDA метод за анализ на флавоноиди и фенолни 

киселини в растителни екстракти.  

6. Определено е количественото съдържание на фенолни съединения в 

диворастяща в България E. tenuifolia subsp. sibthorpiana.  

7. Установена е антиоксидантна и антибактериалната активност на екстракт от 

диворастяща в България E. tenuifolia subsp. sibthorpiana.  

8. За първи път е установено положителното влияние на E. tenuifolia subsp. 

sibthorpiana върху устойчивостта на организма, липидния метаболизъм и 

митохондриалната функция при C. elegans. 
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