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SANTRAUKA

Baigiamajame magistro projekte atliekta iSsami augalo literatiros apzvalga, apzvelgiant mokslines
publikacijas, kuriose atlikti tyrimai panaudojant geltonziedj barkiing.

Darbe atlikta keletas skirtingy ekstrakcijy: Soksleto ekstrakcija, pagreitinta ekstrakcija organiniais
tirpikliais, ekstrakcija karstu vandeniu bei vis dazniau pradedama taikyti superkritiné ekstrakcija anglies
dvideginiu. DidzZiausia iSeiga buvo gauta i§ augalo lapy bei stieby, atliekant pagreitinta ekstrakcija
organiniais tirpikliais, naudojant metanolj, o atliekant augalo sé¢kly ekstrakcijas, didziausia iSeiga buvo
gauta Soksleto ekstrakcijos metu, naudojant heksang. Nustatyti svarbiausi junginiai augalo lapy, stieby
bei sékly ekstraktuose: kumarinas, rutinas, anisatinas, citrinos rugstis, furano rtgstis, nepakei¢iamos
riebaly riigStys — o — linoleno rugstis (omega — 3), linolo rugstis (omega — 6), stearino rtigstis, palmitino
ragstis ir oleino rigstis. Taip pat atlikta trigliceridy analizé, naudojant augalo sékly ekstraktus bei
nustatyti 8 trigliceridai: LnLnLn(OH), L(OH)LnLn, L(OH)LLn, LnLnLn, LLnLn, LLLN, OInL, PLL.
Atliekant antioksidacinio aktyvumo tyrimus (Bendra fenoliniy junginiy kiekio nustatyma, DPPH’,
ABTS+ ir FRAP) geriausias aktyvumas nustatytas vandeniniame, metanoliniame, pagreitintos
ekstrakcijos organiniais tirpikliais bei etanoliniame, Soksleto ekstrakcijos metu gautuose ekstraktuose.
Antimikrobiniai, pirminiy bei antriniy riebaly oksidacijos produkty tyrimai parodé, kad etanolinis augalo
stieby bei lapy ekstraktas pasiZymi antimikrobiniu aktyvumu bei stabdo pirminiy ir antriniy riebaly

oksidacijos produkty susidaryma.



Saulinskas, Gedas. Investigation of chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity
of extracts of common melilot (Melilotus Officinalis). Master‘s thesis in Food Science and Safety /
supervisor assoc. doc. dr. Audrius Pukalskas. The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University
of Technology.

Research area and field: Technological Sciences, Food Technology

Key words: Melilotus officinalis, antioxidant, antimicrobial.

Kaunas 2016. 06. 13

SUMMARY

The finishing Master ‘s thesis contains of the investigation of the plant characteristic and thorough
analysis of the literature, reviewing the scientific data bases, as well as scientific articles, which describe
studies using melilot (lot. Melilotus officinalis).

Extracts were made in few different ways: Soxhlet extraction, Accelerated solvent extraction, Hot
water extraction and Supercritical Fluid Extraction. The highest yield was obtained for Methanol
Accelerated solvent extract (plant leaves and stems) and Soxhlet extract (plant seeds). The most
important compounds found in the investigated plant were: Coumarin, Rutin, Anisatin, Citric acid, Furic
acid and other compounds in plant leaves and stems as well as linolenic acid (omega — 3), linoleic (omega
— 6) acid, stearic acid, palmitic acid and oleic acid in plant seeds. Also triglycerides analysis showed
LnLnLn(OH), L(OH)LnLn, L(OH)LLn, LnLnLn, LLnLn, LLLn, OInL, PLL triglycerides in plant seeds.
Using antioxidant activity methods: TPP (Folin-Ciocalteu), DPPH", ABTS + and FRAP the best activity
showed Water extract, Methanol Accelerated solvent extract and Ethanol Soxhlet extract. Antimicrobial,
Peroxides Value and Secondary oxidation products tests showed, that Ethanol Soxhlet extract have good
antimicrobial activity and inhibit formation of primary and secondary fat oxidation products.



SANTRUMPOS

*SK — CO2 - aliejinis augalo sekly ekstraktas

AC (ASE) — acetoninis augalo lapy ir stieby ekstraktas, gautas pagreitintos ekstrakcijos
organinias tirpikliais metu

AC (SOK) — acetoninis augalo lapy ir stieby ekstraktas, gautas soksleto ekstrakcijos metu

AF — apsaugos faktorius

ASE — pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais

BFJK — bendras fenolinis junginiy kiekis

BHT - sintetinis antioksidantas (2,6-Di-tret-butil-4-metilfenolis)

DC — LJD — dujy chromatografija su liepsnos jonizacijos detektoriumi

EtOH (SOK) — etanolinis augalo lapy ir stieby ekstraktas, gautas soksleto ekstrakcijos metu

ESI — jonizacijos metodas, paremtas elektriniu kriiviu sukurty jony

GRE - galo riigsties ekvivalentai

Hex — S — heksaninis ekstraktas, gautas soksleto ekstrakcijos metu i$ augalo sékly

Hex (SOK) — heksaninis augalo lapy ir stieby ekstraktas, gautas soksleto ekstrakcijos metu

HPLC — didelio efektyvumo skys¢iy chromatografija

IP — indukcinis periodas

LOG — skaiciaus logaritmas (atvirkstiné pagrindo kélimo laipsniu funkcija)

MDA — malondialdehidas

MeOH (ASE) — metanolis augalo lapy ir stieby ekstraktas, gautas pagreitintos ekstrakcijos
organinias tirpikliais metu

MeOH/H20 (ASE) — metanolio ir vandens miSinio (80/20 %) augalo lapy ir sticby ekstraktas,
gautas pagreitintos ekstrakcijos organinias tirpikliais metu

MRS — piebariigs¢iy bakterijy agaras

PCA — aerobiniy mezofiliniy bakterijy agaras

PSY — aerobiniy psichrofiliniy bakterijy agaras

RR — riebaly ragstys

Sabouraud — mieliy ir pelésiy agaras

SK — CO2 (EtOH 5%) — aliejinis augalo sékly ekstraktas su 5 % etanolio priedu

SK — CO2 (EtOH 10%) — aliejinis augalo sékly ekstraktas su 10 % etanolio priedu

SK — COz2 (K) — aliejinis kanapiy sékly ekstraktas



SOK - soksleto ekstrakcija

TBR — tiobarbituriné rugstis

TCA — trichloracto riigstis

UESCH — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija
VE - vandeniné ekstrakcija

VRBG - enterobakterijy agaras



TVADAS

Ivairiy augaly rinkimas, jy ruo$imas ir naudojimas jvairiems negalavimams gydyti, Zinomas jau
nuo seny laiky. Laikui bégant, tobul¢jant mokslui, buvo sukurta daug jvariausios technikos sintetiniy
junginiy gamybai ir naturaliis produktai buvo nustumti j Salj.

Siai dienai, zmogus, matydamas aplink tik sintetinius produktus, nori natiiralumo. Daugelis mieliau
renkasi gydytis vaistais ar stiprinti savo organizmg maisto papildais, pagamintais i§ nattiraliy $altiniy.
Tam mokslas kryptingai dirba. Tyrimai, siekiant i§ augaly iSskirti natiiralius, naudingus junginius ir juos
panaudoti maisto produkty gamyboje bei medicinoje, atlickami jau ilgg laika jvairiose pasaulio Salyse.
Siekiama surasti vertingus augalus, kurie pasizyméty antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis ir kitomis,
organizmg apsauganciomis ir jo veikla gerinanc¢iomis savybémis.

Oksidaciniai procesai vyksta visur: maisto produktuose, musy organizme, o visy $iy procesy esme
yra laisvieji radikalai, kurie nuolat atakuoja organizmo lasteles, norédami gauti trikstamus elektronus 1§
svarbiy misy organizmo komponenty, todél sutrinka normali miisy organizmo veikla. Antioksidantai
tokiems procesams uzkerta kelig, atiduodami savo laisvuosius elektronus ir neutralizuodami laisvuosius
radikalus. Dabartiniu laiku siekiama, kad kuo daugiau antioksidanty, buty ne sintetiniai, o i§ naturaliy
Saltiniy, pvz. augaly ir bity kuo labiau priimtinesni miisy organizmui [1].

Per pastarajj deSimtmetj, natiiraliy antimikrobiniy medziagy paklausa taip pat didéja, dél didéjancio
mikroby atsparumo vienam ar net keliems antibiotikams [2]. Dalis augaly yra natiiraliis antimikrobiniy
medziagy Saltiniai. Remiantis moksliniais duomenimis, augaly antimikrobinis aktyvumas yra susij¢s su
gynybiniu mechanizmu prie§ mikroorganizmus [3]. Daznai gydant nedidelias mikroorganizmy sukeltas
ligas yra naudojami ganétinai stipriis antibiotikai, kurie kartu turi ir neigiamg poveikj miisy organizmui,
atsizvelgiant | tai, nattiralios, antimikrobiniu mechanizmu pasiZymincios medZiagos ateityje gali tapti vis
didesne alternatyva sintetiniams antibiotikams.

Pagrindinés $iy dieny mokslo aktualijos, kaip surasti kuo tinkamesnius, naudingomis savybémis
pasizymiCius augalus, kuo efektyviau atlikti augaly ekstrakcijas, nustatyti jy sudeéti bei aktyvuma.
Atsizvelgiant | tai, Sio darbo tikslas buvo iSanalizuoti geltonziedzio barktino (lot. Melilotus officinalis)
ekstrakty cheming sudét;j ir istirti Sio augalo antioksidacinj bei antimikrobinj aktyvuma.

Tikslui pasiekti buvo i8sikelti tokie uZdaviniai:

1. Atlikti skirtingas geltonziedzio barkiino lapy, stieby bei sékly ekstrakcijas, naudojant skirtingus
tirpiklius bei nustatyti efektyviausig is jy;

2. [vertinti geltonziedzio barkiino lapy ir stieby ekstrakty antioksidacinj aktyvuma in vitro;
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3. Nustatyti geltonziedzio barkiino augalo lapy, stieby bei sékly ekstrakty cheming sudétj;

4. Atlikti pasirinkty geltonziedzio barkiino ekstrakty antioksidacinio aktyvumo bei stabilumo
tyrimus riebaluose;

5. Atlikti pasirinkty geltonziedZio barkiino ekstrakty antimikrobinius tyrimus riebaluose;

6. [vertinti geltonziedZio barkiino aliejiniy ekstrakty oksidacinj stabiluma.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Augalo charakteristika ir tyrimy apZvalga

Geltonziedis barkiinas (lot. Melilotus officinalis) —
pupiniy (lot. Fabaceae) Seimos, barkiny (Melilotus) genties
augaly rusis. Tai nektaringas augalas, kuris Zydi visg vasarg iki
rugs¢jo pabaigos. Augalas yra dvimetis, pirmais metais uzauga
iki 80cm., antrais iki 250 cm aukscio. Paplites visuose Lietuvos

rajonuose. Geltonziedis barkiinas kur kas geriau auga

derlingesn¢je neutralioje ir sunkesnéje dirvoje, todél smélinio L1 pav: Geltonsiedis barkinas
tipo dirvose sutinkamas retai, o optimali vieta Siam augalui augti — kalkéti dirvozemiai, nemégsta Slapiy
dirvy, pakencia sausras.

Dygstant augalo sékloms ir vegetacijos pradzioje reikia daug drégmés. Augalg rekomenduojama
séti vélai rudenj arba ankstyva pavasarj, 70 cm tarpueiliais, jterpiant 1 — 2 cm gyliu, palankiomis
salygomis sudygsta per 6 — 20 dieny, pirmais metais Zydi negausiai. Ziedai i§skiria daug nektaro, lankomi
biciy ir kity vabzdziy. Vaisius i$neSioja véjas. Gyvuliai éda tik jaung zole. Kartais séjamas kaip sideraliné
kultiira. Nuo seny laiky zinoma vaistazolé. Dziovinta zolé atbaido kandis, tod¢l jos galima déti tarp
drabuziy. Tinka muilui, jvairiems kosmetikos gaminiams, taip pat tabakui aromatizuoti.

Medicinoje yra naudojami augalo Ziedai ir lapai. Augalas negali biiti varojamas nenormuojant, nes
savo sudétyje turi medziagy (kumariny) i§ kuriy susidaro nuodingy medziagy, tokiy kaip dikumarolas
(angl. dicoumorol) [4]. Dikumarolas mazina kraujo kres¢jima, todél tinka gydyti tromboze. Geltonziedis
barkiinas taip pat vartojamas lytiniy organy, prostatos, Slapimo sistemos organy onkologinéms ligoms
gydyti. ISoriskai vartojamas gydant sumusimus, zaizdas. | vidy barkiino preparatai vartojami, kai yra
didesnis organizmo jautrumas, kamuoja nemiga, sergant podagra, reumatu. I$ lapy ir ziedy yra gaminami
homeopatiniai vaistai galvos skausmui malSinti.

Didelis barkiino kiekis gali sukelti neigiama poveikj, kuris pasireiskia tokiais simptomais, kaip
vémimas, viduriavimas, nejprastai zemas kraujo spaudimas [5].

Melilotus officinalis Pranciizijoje yra naudojamas kraujagysléms apsaugoti, taip pat nestipraus
poveikio raminamiesiems gaminti. IStirtame augale akcentuojami kumarinai, flavonoidai ir fenolinés

rugstys [6].
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Graikijos mokslininkai nustaté, kad dél sudétyje esanciy kumariny geltonziedis barkiinas turi
iSoriniy gydomyjy savybiy, jis lengvina odos senéjima, gydo spuogus, o svarbiausia turi teigiamg poveikj
gydant diabetines pédy opas, siekiant i§vengti amputacijos [7].

Rumunijoje buvo atlikti tyrimai su triusiais, kuriems buvo sukeltas imus uzdegimas. Daliai jy buvo
susvirk§¢iama Melilotus officinalis ekstrakto, kuriame buvo 0.25 % kumarino. Tyrimas buvo jvertintas
matuojant citruling kraujo serume, fagocitoze in vitro ir bendra leukocity skai¢iy. Barkiinas tur¢jo
priesuzdegiminj poveiki, sumazindamas cirkuliuojanciy fagocity aktyvuma ir citrulino gamyba [8].

Turkijoje atlikti tyrimai parodé, kad Melilotus officinalis lapy ekstraktas i$ 15 tirty rasiy augaly,
pasizymi geriausiu fumigaciniu toksiSkumu pries§ straublinius kenkéjus (lot. S. Zeamais), kurie kenkia
gridams, ryziams, kukuriizams [9].

Turkijoje uzaugintas geltonziedis barkiinas, kartu su 16 skirtingy augaly buvo panaudotas
antibakteriniams ir prieSvéziniams tyrimams atlikti. Tam buvo ruoSiami visy augaly metanoliniai,
etanoliniai ir vandeniniai ekstraktai. Geriausiais slopinantis aktyvumas prie§ P. aeruginosa pastebétas
vandeniniame Melilotus officinalis ekstrakte (22,5 mm), augalas pasiZzyméjo geresniu slopinanéiu
poveikiu uz 7 kontrolinius antibiotikus (20 mm) [10].

Lahoros universitete, Pakistane, buvo atlikti tyrimai jvertinant alelopatinj potencialg (vieny augaly
poveikis kitiems, kurj sukelia iSskiriamos tam tikros medZiagos), tam buvo panaudoti kvieciy ir Zirniy
vandeniniai ekstraktai. Rezultatai parodé¢, kad geltonZziedis barkiinas stimuliuoja kvie¢iy (lot. Triticum
aestivum) augima, padidindamas procentinj daigeliy dydj iki 150 % ir Sakneliy iki 40 % [11].

Geltonziedis barkiinas buvo uzaugintas Kolumbijoje ir iStirta jo cheminé sudétis, taikant dujy
chromatografija — masiy spektrometrijg (GC-MC). Buvo identifikuoti 35 junginiai i§ kuriy daugiausiai
buvo kumarino (35.3 %) ir cis-3-heksen-1-olio (25.9 %) [12].

Rumunijoje buvo atlikti izoflavony tyrimai, kuriuose buvo naudoti pupiniy $eimos (lot. Fabaceae)
augalai, kuriems priklauso ir geltonziedis barkiinas. Kokybiniai ir kiekybiniai tyrimai buvo atlikti taikant
skysCiy chromatografija — masiy spektrometrijg (LC-MS). Nors geltonziedis barkiinas nepasizymeéjo
izoflavony gausa, jame buvo nustatyta daidzeino (567.2 ng/ml) (palyginimui apyninéje liucernoje (lot.
Medicago lupulina) — 246,7 ng/ml) [13].

Rumunijos Medicinos ir farmacijos universitete buvo atlikti geltonziedZzio barkiino
makroskopiniai, mikroskopiniai ir cheminiai tyrimai. Sudétyje buvo rasta flavony (0.180 — 0.185 g %
isreiskiant rutinu), polifenoliniy karboksirtigsciy (0.956 — 1.066 g % isreiskiant kofeino riigStimi) taip
pat kumariny, triterpeny, taniny, steroliy, karotinoidy ir polisacharidy [14].

Italijoje, buvo atlikti tyrimai panaudojant geltonzied] barkiing. Buvo norima nustatyti kokia

ekstrakcija efektyviausia norint iSgauti ekstraktg i§ barkiino lapy ir stieby. Tam buvo pasirinktos trys
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ekstrakcijos: Klasikiné soksleto ekstrakcija, ekstrakcija ultragarsu ir ekstrakcija taikant mikrobangas.
Gauti ekstraktai buvo analizuojami taikant chromatografing HPLC procediirg. Atsizvelgiant j ekstrakty
sudétj, ekstrakcijos kaing ir laikg, geriausi rezultatai buvo gauti taikant mikrobangas (iSeiga 50 %,
naudojant vandeninj etanolio tirpala (50/50 %), 2 kaitinimo ciklai po 5 min. esant 50 °C tempratiirai)
[15].

Japonijoje atlikus spektroskopinius ir cheminius tyrimus buvo nustatyta, kad geltonziedzio barkiino
sudétyje yra oleano gliukuronido, junginiui buvo suteiktas pavadinimas (barkiino saponinas) [16].

Gruzijoje buvo atliktas flavonoidy nustatymas, Sioje Salyje uzdaugintame Melilotus officinalis
augale. Buvo nustatyta, kas sudétyje yra kamferolio, robinino. Tyrimams buvo naudojami augalo lapai
ir ziedai, kurie buvo ekstrahuojami etanoliu 80 °C temperatiuroje. Alkoholis buvo distiliuotas, o
vandeninis ekstraktas buvo gryninamas panaudojant CHCIz. Atliekant vandeninio sluoksnio
frakcionavimg ant poliamidinés plokstelés, buvo gauti 7g flavonoidy [17].

Vokietijoje buvo atlikti geltonZiedzio barkiino tyrimai, kurie buvo palyginti su tonka pupelémis,
kadangi jau anksciau buvo nustatyta, kad tonka pupelés savo sudétimi yra labai panasios | geltonziedj
barkiing. Rezultatai parod¢, kad junginiy kiekiai bark@ine ir tonka pupelése labai skiriasi ir kad kumarinas
geltonziedziame barkiine néra atskiras junginys. Kaip ir buvo tikétasi, atlikus ekstrakcijas su etanoliu,
acetonitrilu, dichlormetanu ir superkritiniu CO>, junginiai ir jy kiekiai Kiekvienoje ekstrakcijoje buvo
skirtingi [18].

HPLC analiz¢ Siam augalui buvo atlikta ir Rusijoje. Augalas buvo ekstrahuojamas 70 % vandeniniu
etanolio tirpalu virinant panaudojus grjztamajj Saldytuva vandens voneléje. Po ekstrakcijos buvo atlikta
HPLC analiz¢, kurios metu buvo identifikuota 18 procentaliai svarbiausiy junginiy, tarp kuriy Ferulio
ragstis (25.05 %), Arbutinas (14.91 %), kavos ragstis (12.57 %) ir kiti junginiai, tokie kaip: chlorogeno
ragstis(~7 %), rutinas (~6 %), hiperozidas (~6 %), kumarinas (~4 %), hesperidinas (~2 %), herniarinas
(~2 %) [19].

Ukrainoje buvo atlikti tyrimai su Ziurkémis, kuriuose buvo panaudotas Melilotus officinalis
ekstraktas. Suleidus ekstrakto Ziurkéms, nustatyta, kad juy fizine iStvermeé padidéjo (atlikus plaukimo
bandyma), kraujodara tapo geresné, o imunitetas sustipréjo [20].

JAV atlikti tyrimai, kuriy tikslas buvo nustatyti, kokj poveikj turi ziema, pavasarj augantiems
augalams, kaip keiciasi cukraus ir krakmolo koncentracija augaluose. Tam buvo atlieckami séjimai,
atitinkamais laikais. Visos tirtos augaly rusys, tarp kuriy ir barkiinas, daugiausia krakmolo Saknyse
sukaupia rudenj. Ziema cukry ir krakmolo koncentracijos biina maZiausios [21].

Pranciizijoje buvo atlikta iSsami kumariny analizé. Buvo nustatyta, kad kumarinai i§ geltonziedzio

barktino geriausiai iSsiskiria naudojant polinius tirpiklius, tokius kaip vanduo, metanolis ar etanolis.
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Taikant vandening ekstrakcija, kumariny kiekiai buvo didziausi. Atsizvelgiant j furanokumarino atvejj,
geriausi rezultatai buvo gauti panaudojus verdant] metanolj [22].

Lenkijoje buvo atlikti iSsamis tyrimai, kuriuose buvo panaudoti geltonziedis ir baltaziedis
barkiinai. Abiejose risyse buvo nustatyti 66 fenoliniai junginiai. Chromatografiniai tyrimai parodé, kad
barkiiny morfologiné sudétis Siek tiek skiriasi. Daugelis bendry junginiy patvirtina glaudy rysj tarp abiejy
barkiiny [23].

Vokietijoje atlikti lakiyjy junginiy tyrimai geltonziedziame barkiine. Buvo nustatyta, kad augale
yra 84 lakieji junginiai [24].

Triterpeny ir steroidiniy glikozidy tyrimai buvo atlikti Ukrainoje. Barkiine buvo nustatyti trys nauji
oleano tipo glizkozidai, kurie buvo pavadinti melitozidais, Al (sojasapogenolio B 3-O-beta-D-
ksilopiranozidas), B1 (sojasapogenolio B 3-O-[beta-D-galaktopiranozil-(1-2)-beta-D-ksilopiranozidas])
ir C1 (sojasapogenolio B 3-O-[alfa-L-ramanopiranozil-(1-2)-beta-D-galaktopiranozil(1-2)-beta-D-
ksilopiranozidas]). Analizés buvo atliktos naudojant geltonziedzio barkiino Saknis [25].

Kiti tyrimai, kiekybiniai ir kokybiniai, buvo atlikti Ukrainoje, analizuojant geltonZiedZio barkiino
ekstrakto chloroformo frakcija, taikant GC/MS analizg. IS visy nustatyty lipofiliniy junginiy, pagrindiniai
buvo Sie: 1,3-di-O-metil-mio inozitolis (75.503 %), acetalis (5.874), palmitino ragstis (2.252), ir linolo
rugstis (1.958). Dihidrokumarinas ir kumarinas sudaré 2.066 %. Bendras riebaly riigsciy ir jy dariniy
kiekis - 5,854 %. Sie junginiai augale buvo nustatyti pirma karta: 1,3-di-O-metil-mio-inozitolis, acetalis,
aldehidai, ketonai, angliavandeniai ir jy esteriai [26].

Irane atlikti sunkiyjy metaly kaupimosi tyrimai, miskingose vietose, kurios drékinamos Sulinio ir
nuoteky vandenimis, uzaugintame barkiine. Zn, Pb, Cr ir Ni buvo nustatomi dirvose ir miskingose
vietose. Sunkiyjy metaly bendra koncentracija (mg/kg) molio dirvozemiuose, kuriy pH 7,95 - 7,93
drékinant nuotekomis buvo: Zn (187.3), Pb (78.4), Cr (82.83) ir Ni (46), 0 — 15 cm dirvoZzemio gylyje.
Koncentracija miSke buvo Zymiai didesné, lyginant su kontrolémis dirvose. Zn, Pb ir Ni virsijo leistinas
normas dirvozemyje, Pb, Cr ir N1 virsijo leistinas ribas augaly Saknyse [27].

Danijos Arhus universitete buvo atlikti riebaly rugséiy, a — tokoferolio, f — karoteno ir luteino
nustatymas keletoje augaly rusiy, tarp kuriy ir geltonZziedis barkiinas. Barkiine nustatyti tokie kiekiai Siy
junginiy: a-tokoferolio (23 mg/kg DM™?), S-karoteno (33 mg/kg), luteino (131 mg/kg). I riebaly riigséiy
svarbiausios buvo Sios riebaly rtgstys: linolo rigstis (C18:2n6) — 17.88 (g/100g RR), linoleno rtgstis
(C18:3n3) —41.52 (g/100g) , palmitino rugstis (C16:0) —23.24 (g/100g), oleino rugsis (C18:1n-9) — 3,19
(g/100g) ir stearino riigstis (C18:0) — 3.29 (9/100g) [28].

JAV buvo atlikti tyrimai panaudojant 40 medicininiy augaly, prie§ Haemonchus contortus

parazitines kirméles, kurios sukelia anemija ir edemg avims bei ozkoms. Melilotus officinalis kartu su
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dar 6 augalais, turéjo didziausig poveikj stabdant Siy parazity vystimasj bei dauginimasj virSkinamajame
trakte [29].

Lenkijoje buvo atlikti mikro- ir makro- maistiniy medziagy tyrimai vaistazoliniuose augaluose,
tarp kuriy ir barktinas. Nustatyta, kad geltonziedis barkiinas turi poveikj gydant Sirdies ir kraujagysliy
sutrikimus, Sirdies neuroze, kraujagysliy neuroze, bendrg iSsekima ir silpnumg [30].

Australijoje buvo atlikti kumarino tyrimai Melilotus rasies augaluose. Melilotus officinalis augale
kumarino koncentracija sieké ~ 0.332 %, tai buvo vidutinio didumo koncentracija lyginant su kitomis
Melilotus rasimis, maziausiai kumarino turin¢iose rusyse ji sieké tik 0.113 %, o daugiausiai kumarino
turinciose rusyje net 0.753 % [31].

Laisvyjy radikaly sujungimas ir fenoliniy junginiy kiekis geltonziedziame barkiine buvo nustatytas
Lietuvoje, panaudojant DPPH" (laisvyjy radikaly) ir ABTS * (lasvyjy radikaly — katijony) sujungimo
metodus. DPPH absorbcijos slopinimas (%) barkiine (naudojant ekstrakta ir DPPH reagenta santykiu
3:1): Etilacetato ekstrakte - 8.1 + 1.7 %, acetoniniame ekstrakte - 7.6 + 5.2, metanoliniame ekstrakte -
75.9 + 1.8. ABTS'* metodu gauti rezultatai labai panasis. Bendras fenoliniy junginiy kiekis mg/g
ekstrakto 4.3 + 1.6 (GRE) [32].

1.2. GeltonziedZio barkiino (Melilotus officinalis) augale randamy junginiy apZvalga

1.2.1. Kumarinas

Kumarinas — aromatingas organinis junginys. Tai vienas i§ pagrindiniy junginiy, randamy
geltonziedZio barkiino, bei kity Melilotus riigies augaly lapy ir stieby ekstraktuose. Sis junginys pasizymi
saldziu kvapu, kuriuo daznai pasiZymi ka tik nupjautas Sienas.

Kumarinas placiai naudojamas farmacijos pramonéje, kaip sintetiniy antikoagulianty, vaistuose,
pirmtakas. Preparatai, kuriy sudétyje yra kumarino, naudojami stabdyti nereikalingg kraujo kre$éjima
kraujagyslése, sergant giliyjy veny tromboze, plauc¢iy embolizmu, miokardo infarktu [33]. Kumarinas
turi daug dariniy, kurie pasiZymi analogiSkomis savybémis ir taip pat gali biiti vadinami kumarinais, tai:
bromatrolas, fumarinas, auraptenas, esakulinas, falitromas, skopoletinas ir vienas svarbiausiy varfarinas.
IS kumarino susidaro nuodingy medziagy, tokiy kaip dikumarolas (angl. dicoumorol) [4]. Dikumarolas

mazina kraujo kreséjimg. Junginio formulé pateikiama 1.2 pav.
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1.2.2. Hiperozidas

Hiperozidas — flavonoidams priklausantis junginys. Hiperozidas dar gali biiti zinomas kaip (angl.
Hyperasid, Hyperosid, Hyperin, quercetin galactoside, Quercetin-3-galactoside, Quercetin-3-O-
galactoside). Hiperozido randama: Leonurus cardiaca L. [34], Vaccinium myrtillus, o taip pat nedideli
jo kiekiai randami ir Melilotus officinalis augale [19].

Hiperozidas pasizymi antioksidaciniu, antimikrobiniu aktyvumu, o taip pat ir neuroapsauginiu,
prieSsuzdegiminiu, kraujagysles apsauganciu poveikiu ir medicinoje naudojamas Sirdies ligy bei

kraujagysliy gydymui [35]. Junginio formulé pateikiama 1.5 pav.

1.2.3. Rutinas

Rutinas — bioflavonoidy grupei priskiriamas junginys. Pagrindinis rutino $altinis yra ratos (lot. Ruta
graveolens). Nemazi rutino kiekiai randami citrusiniuose vaisiuose, erSkétrozése, grikiy Zoléje [36].
Rutinas taip pat buvo iSekstrahuotas i§ geltonziedzio barktino [19].

Rutinas pasiZymi antioksidacinémis, prieSvézinémis ir prieSuzdegiminémis savybémis. Organizme
rutinas yra linkes jungtis su geleZies jonais, taip sudarydamas apsaugg nuo peroksidacijos ir laisvyjy
radikaly susidarymo [37]. Medicinoje rutinas placiai vartojamas maisto papildy gamyboje, derinant jj su
vitaminu C, nes vitaminas C skatina jo pasisavinimg. Nemazi rutino kiekiai i§skiriami 1§ Zaliosios arbatos

ir naudojami RNR veiklos stiprinimui [38]. Junginio formulé pateikiama 1.5 pav.

1.2.4. Kamferolis

Tai dar vienas flavonoidy gupei priskiriamas junginys. Kamferolis yra geltona kristaliné medziaga,
iSskiriama i$ daugelio augaly rasiy. Kamferolis yra paplites Pteridophyta, Pinophyta, Angiospermae ir
daugelyje kity augaly, taip pat jis iSskiriamas i§ kamelijos (Camellia oleifera) sékly [39].

Kamferolis ir kamferolio glikozidai, kaip ir biidinga flavonoidams, pasizymi antioksidaciniu
aktyvumu [40]. Nemazai atlikta tyrimy, kurie parodé kamferolio antimikrobinj, antidiabetinj aktyvuma,

naudg siekiant sumazinti véziniy susirgimy rizika, leukemijg [41]. Junginio formulé pateikiama 1.5 pav.
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1.2.5. Arbutinas

Junginys, kuris priskiriamas fenoliniams glikozidams — arbutinas. Nemazi arbutino kiekiai randami
bruknése, mairiinuose, raudonéliuose [42]. Rusijoje atlikus HPLC analizg, arbutino buvo rasta ir
geltonziedzio barkiino lapy ekstraktuose [19].

Arbutinas pasizymi antioksidacinémis, antiseptinémis savybémis, naikina bakterijas, pasizymi
Slapimg skatinanciu poveikiu, slopina uzdegimus, nors yra atlikta tyrimy, rodanciy, kad arbutinas,
zarnyne virsta ] hidrochinong ir sukuria palankig aplinka susidaryti vézinéms lasteléms [43]. Junginio

formulé pateikiama 1.5 pav.

1.2.6. Hesperidinas

Hesperidinas — flavonoidy glikozidas, kuris daugiausiai randamas citrusiniuose vaisiuose [44]:
citrinose, apelsinuose, laimo citrinose, taip pat nedideli kiekiai randami ir pipirmétése [45].

Hesperidinas, kaip ir daugelis flavonoidy, pasizymi antioksidacinémis savybémis, kaip ir kiti
antioksidantai, hesperidinas didina vitamino C aktyvuma, gerina kraujotaka, pasiZzymi neuroportekciniu
poveikiu prie§ nitropropioninés riigsties sukelta toksiSkuma, antiuzdegiminiu, lasteles apsauganciu

poveikiu [46]. Junginio formulé pateikiama 1.5 pav.

1.2.7. Herniarinas

Tai natiiralus cheminis junginys, kuris yra kumarino metoksi darinys ir priklauso grupei antriniy
metabolity augaluose. Herniarinas randamas Herniaria glabra, Ayapana triplinervis ir Prunus augaly
ruSyse (P. mahaleb, P. pensylvanica, P. Maximowiczii) [47].

Herniarinas yra biologiskai aktyvus junginys, atliktais moksliniais tyrimais jrodyta, kad herniarinas
sumazina cisplatinos (kiausidziy ir séklidziy vézio) toksiSkumg [48]. Junginio formulé pateikiama 1.2

pav.
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1.2.8. Umbeliferonas

Tai junginys, kuris dar Zinomas, kaip 7-hidroksi-kumarinas, nattiralus kumariny Seimos junginys.
Sis junginys randamas daugelyje augaly rasiy: Apiaceae augaluose, morkose, kalendrose, Hieracium
pilosella, Hydrangea macrophylla ir daugelyje kity augaly [49].

Umbeliferonas pasizymi antioksidacinémis savybémis, bet tai néra jo pagrindinis efektas,
svarbiausia jo savybé, apsauga nuo ultravioletiniy spinduliy, $is junginys veikia, kaip saulés agentas [50].

Junginio formulé pateikiama 1.2 pav.

1.2.9. Viteksinas

Tai flavony glikozidas, kuris randamas Vitex agnus-castus, Phyllostachys nigra augaluose [51].
Viteksinas pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu, mazina oksidacinj stresa [52], veikia kaip

antidepresantas[53]. Junginio formulé pateikiama 1.5 pav.

1.2.10. Ferulio ragstis

Ferulio riig§tis yra organinis junginys, tai fenolinis fitochemiklas daugiausiai randamas augaly
lasteliy sienelése. Kaip lignino komponentas, ferulio rugstis yra daugelio aromatiniy junginiy gamybos
pirmtakas. Ferulio ruig§tis aptinkama medicininése vaistazolése, tokiose kaip: Angelica sinensis,
Cimicifuga heracleifolia, Lignsticum chuangxiong, Centaurium erythraea, ir daugelyje kity augaly [54].

Ferulio rtigstis, kaip ir daugelis naturaliy fenoliy yra antioksidantas. Tyrimai su gyviinais rodo, kad
ferulio raigstis turi prieSvéziniy savybiy [55], taip pat gali sumazinti oksidacinj stresg [56]. Junginio

formulé pateikiama 1.3 pav.

1.2.11. Chlorogeno rugstis

Chlorogeno riigstis yra vienas i$ pagrindiniy, zaliosios kavos sudétyje esanciy junginiy. Tai yra
svarbus tarpinis biosintezés produktas [57].
Si riigitis pasizymi antioksidacinémis savybémis, o taip pat, sulétina gliukozés patekimg j krauja

po valgio [58]. Chlorogeno riigstis yra atsakinga uz kvépavimo taky reagavimg j alergija, tam tikroms
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augaly medziagoms [59]. Taip pat jtraukiama ] vidurius laisvinant] efekta, kurj sukelia slyvos [60].

Junginio formul¢ pateikiama 1.3 pav.

1.2.12. Kavos ruagstis

Ruigstis, kuri yra randama praktiskai visuose augaluose, nes tai yra tarpinis lignino biosintezés
produktas. Kavos riigstis yra viena pagrindiniy augalinés biomasés sudedamyjy daliy [57].

Kavos rgstis yra antioksidantas in vitro ir in vivo [61]. Si ragstis turi priesuzdegiminj poveikj,
kavos ragstis aplenké daugelj antioksidanty, sumazindama aflatoksiny gamybg 95 %. Ji taip pat slopina
véziniy lasteliy proliferacijg zmogaus HT-1080 fibrosarkomos lgstelése, sumazina oksidacinj stresg [62].

Junginio formulé pateikiama 1.3 pav.

1.2.13. Cinamono riigstis

Tai nesocioji karboksi riigstis, kuri natiiraliai susidaro daugelyje augaly.

Cinamono rugstis pasizymi antimikrobinémis savybémis ir yra placiai naudojama infekcijy
gydymui. Rugstis slopina daugelj bakteriniy ir grybeliniy risiy. Ypac jdomus yra stiprrus Sios rugsties
antituberkuliozinis aktyvumas ir ateityje cinamono rtigstis gali biiti placiai naudojama vaisty, skirty

tuberkuliozés gydymui, gamybai [63]. Junginio formulé pateikiama 1.3 pav.

1.2.14. Cis-3-heksen-1-olis

Sio junginio daugiausiai randama Zaliuosiuose lapuose. Nemazi §io junginio kiekiai buvo aptikti ir
kolumbijoje uZaugintame geltonziedzio barkiino augale [12]. Cis-3-heksen-1-olis tiesiogiai ir
netiesiogiai apsaugo augaly lapus nuo vabzdziy — kenkéjuy. Sis junginys yra pripaZintas kaip feromonas,
kuris veikia vabzdzius ir zinduolius, ta¢iau poveikis zmoniems néra nustatytas [64]. Taip pat nustatyta,
kad Sis junginys turi poveikj Fusarium genties grybams ir stabdo jy augimg [65]. Junginio formulé

pateikiama 1.5 pav.
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1.2.15. a - Linoleno riigstis

Tai viena svarbiausiy, nepakei¢iamy, polineso¢iyjy riebaly rtigsc¢iy, dar zinoma kaip omega-3, kuri
dalyvauja susidarant svarbiems biologiniams junginiams. Augalinése zaliavose §ios riebaly rugsties
pagrindinai randama aliejingose séklose, tokiose kaip chia, sémeny séklose, kanapiy sé€klose, sojose ir
t.t., alfa-linoleno ragsties taip pat randama tilakoidy membranose, Zirniy lapuose [66], o taip pat $i rigstis
yra viena i$ pagrindiniy, kalbant apie riebaly rtigs¢iy kompozicija geltonziedzio barkiino seklose [28].

Si rgstis yra svarbi daugeliui organizmo funkcijy palaikyti, maZina uzdegimines reakcijas, maZina
trigliceridy kiekj kraujyje [67], daugelis atlikty tyrimy parod¢, kad §i riigstis mazina prostatos vézio rizika

[68] ir atlieka dar daugybe naudingy funkcijy. Junginio formulé pateikiama 1.4 pav.

1.2.16. Linolo ragstis

Tai taip pat labai svarbi nepakei¢iama riebaly riigstis, dar zinoma, kaip omega-6. Jos taip pat
randama jvariose séklose, o geltonziedzio barkiino séklose randamy riebaly riigsciy kompozicijoje, Sios
rugsties kiekis yra antras po alfa-linoleno rtigsties [28].

Si riigstis dalyvauja jvariuose biologiniuose procesuose, vysktanéiuose organizme. Ji pasizymi itin
naudingomis savybémis odai, todél yra naudojama grozio pramonégje. Tyrimai rodo, kad linolo rugstis
veikia, kaip prieSuzdegiminé [69]. Linolo riigSties lipidy radikalai gali biti naudojami parodyti
antioksidacin] poveikj gamtiniuose fenoliuose ir nustatyti, kurie i§ jy skatina riebaly autooksidacija

aliejuose [70]. Junginio formulé pateikiama 1.4 pav.
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Kumarinas CHa e Umbeliferonas
Herniarinas
1.2 pav. GeltonZiedZio barkiino augale randami kumarinai
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23



2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Zaliavos ir reagentai
Zaliavos

Tyrimams buvo naudoti geltonZiedzio barkiino lapai, stiebai ir séklos (lot. Melilotus officinalis)
(UAB ,,Wilara“, Birutés g. 3., Prienai, 2013 m).

Dalis tyrimy buvo atlieckami panaudojant kiaulienos riebalus (,,Campofrio*, Poligono Gamonal, La
Bureba, s/n, 09007 Burgos, Ispanija).

Reagentai

= Analitinio grynumo reagentai: metanolis (Sigma-Aldrich, Darmstadt, VVokietija), acetonas (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Vokietija), heksanas (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Vokietija), etanolis
(Stumbras, Kaunas, Lietuva), acto r, amonio acetatas, folin ciocalteu (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Vokietija), krakmolas, celiuliozé, chloroformas, tiobarbittriné r., trichloracto r. (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Vokietija), Na>S,03, FeCls, HCI, Na.COs, PBS (NaCl, KH2PO4, KCI, Na;HPOy),
DPPH", ABTS ¥, BHT (Sigma Aldrich, Darmstadt, VVokietija), TPTZ (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Vokietija),

= ESCh grynumo reagentai: metanolis, acetonitrilias, izopropanolis (Sigma Aldrich, USA).

= Kiti reagentai: Agaro milteliai (PCA, MRS, Sabouraud, VRBG (Oxoid, Jungtiné Karalyst¢)).

2.2. Augalo paruosimas bei ekstrakty gamyba

Ekstrakty paruo$imui buvo naudojami geltonziedzio barkiino (lot. Melilotus officinalis) lapai,
stiebai ir seklos.

Lapai, stiebai ir séklos buvo smulkinami naudojant laboratorinj maliinélj PM — 200 (Retsch,
Marselis, Pranciizija) iki 0.5 mm dydZzio daleliy. Susmulkintos augalo dalys iki ekstrakcijy buvo laikomos
sausuose ir sandariai uzdarytuose stikliniuose induose, o véliau augalas buvo ekstrahuojamas naudojant
keliy tipy ekstrakcijas bei atitinkamus tirpiklius. Gauti ekstraktai sudedami i stiklinius buteliukus ir

laikomi Saldiklyje iki jy panaudojimo tyrimams.
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Atlikty ekstrakcijy schemos pateikiamaos 2.1 ir 2.2 pav.

\uealolapai ir stichai
i’gﬁf&ﬁ;ﬁ%ﬂ Selelete eketrakeija Elkstrakeija karitn
(ASE) (SOK) vandenin (VE)
Metanolinis Acetoninis Heksaninis Etanolinis Vandeninis
ekstr. (MeOH) ekstr. (AC) ekstr. (HEX) ekstr. (EtOH) ekstr. (H:0)
L L J
Metanolio ir Acetoninis
vandens ekstr. ekstr. (AC
(MeOH/H:0) Lt
Ekstraktai:
SOK (AC, EtOH HEX)
ASE (WeQOH, AC, MeOHH.0)
VE (H:0)
Antioksidacinio aktywomo Antimikrobiniai Chromatografiniai Kiti metodai:
metodai: BEJK, FRAP, metodai: S&jmo mﬁtﬂdm Eksfrakiy Rancimatn
DPFPH", ABTS™, Peroksidu 1lékiteles testas. sudéties nustatymas metodas.
skaifians nustatymas, TBARS. (UESCh-Q-TOE).

2.1 pav. Augalo lapy ir stieby ekstrakcijos bei ekstrakty tyrimy schema
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Soksleto ekstrakeija eksmiljz‘]ah:;]ies
(S0K) dioksidu (SKE-CO4)
Y
Heksaninis L J
ekstr. (HEX-S) KOO SK-CO. + SE-COx +
ekstr, 5% EtOH 10%
ekstr. ekstr,

Ekstralktai:
S0OK (HEX-5)

*$K-COs
SK-CO;: (5%, 10% EtOH)

Chromatografiniai metodai: Antioksidaciniai Kiti metodai:
{DC-MS), trigheendu slcanf 1aus nustatymas.

nuztatvmas (UESCh-Q-TOF).

2.2 pav. Augalo sékly ekstrakcijos ir ekstrakty tyrimy schema

Soksleto ekstrakcija (SOK)

Soksleto ekstrakcija atlickama naudojant kelis skirtingus tirpiklius: acetong, heksang, bei etanol;.
Bandiniai pirmiausiai buvo kaitinami ki uzvirimo, toliau ekstrakcija vykdoma sumazinus temperatiirg iki
80 °C tris valandas. Po ekstrakcijos bandiniai atvésinami, filtruojami, koncentruojami rotaciniu garintuvu

BUCHI R-114 (Buchi labortechnik AG, Konstanz, Sveicarija), bei i§dZiovinami panaudojant azota.
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Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (ASE)

Pagreitinta auksto slégio ekstrakcija organinias tirpikliais buvo atliekama panaudojant kelis
skirtingus tirpiklius (acetona, metanolj bei metanolio ir vandens misinj). Auksto slégio ekstrakcija buvo
vykdoma naudojant auk$to slégio ekstraktoriy ASE 350 (The Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, JAV). su metanoliu (40 °C temp., 3 ciklai po 15min.), su acetonu (130 °C., 3 ciklai po
15 min) ir taip pat su metanolio vandens misiniu (130 °C., 3 ciklai po 15 min). Po ekstrakcijos tolimesné

seka analogiSka, kaip ir po soksleto ekstrakcijos.

Ekstrakcija karstu vandeniu (VE)

Ekstrakcija buvo atlieckama tiriamajg medziagg kaitinant ant Sildomos magnetinés maisyklés (80
°C temp., 30 min.). Po ekstrakcijos buvo atlickamas filtravimas, Saldymas azotu ir po to uzsaldytas

bandinys buvo liofilizuojamas.

CO2 superkritiné ekstrakcija (SK-CO>)

CO:2 superkritinei ekstrakcijai (aliejaus iSgavimui 1§ zaliavos) buvo naudojamos geltonZiedzio
barkiino s¢klos.

Superkritiné ekstrakcija buvo atlickama STF-110 (Supercritical fluids technologies, INC,
Niuarkas, JAV) ekstraktoriumi. Ekstrakcija buvo optimizuojama pagal tris parametrus atitinkamose
ribose: temperatiirg (45 — 60 °C), slégj (180 — 450 bar) bei laikg (60 — 120 min.). Ekstrakcijos modelis
sudarytas pagal statistinés programos Design—expert 7.0.0 (,,Stat—Ease Inc*, Mineapolis, MN, JAV)
matematinj centriSkai kompozicinj eksperimento planavimo metoda (Central composite design).

25 g sumalty sékly buvo patalpinama j 25 cm?® tirio cele, kuri sandariai uzdaroma. CO, dujos
leidziamos palaikant pastovy 2 I/min srauta, ekstrakcijos slégis ir temperattira nustatomi prie§ pradedant
ekstrakcija, ekstraktoriaus valdymo blokuose. Ekstrakcijos atlikimo laikas priklaudomas nuo modelio
sudarymo metu gauty parametry ir kontroliuojamas rankiniu biidu.

Aliejaus surinkimui naudojami stikliniai buteliukai, kurie po ekstrakcijos sandariai uZzdaromi ir

patalpinami j Saldytuva, kuriame laikomi 4 °C temperatiiroje iki sekancio jy panaudojimo tyrimams.
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2.3 Tyrimy metodai

Antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodams atlikti paruosiami 1% koncentracijy ekstrakty
tirpalai, kurie tirpinami tirpikliuose, pasirenkamuose atsizvelgiant i jy tirpumg. Priklausomai nuo

konkre¢iy metody, ekstrakty tirpalai skiedziami keletg karty.

2.3.1. Bendrojo fenoliniy junginiy kiekio (BFJK) nustatymas Folin-Ciocalteu metodu

Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis ekstraktuose buvo nustatytas pagal Singleton ir Rossi [71],
panaudojant Folin-Ciocalteu reagenta (Sigma—Aldrich, Darmstadt, VVokietija).

Metodui atlikti ruoSiamas 7.5% Na>COs tirpalas. Folin-Ciocalteu reagentas maisomas su distiliuotu
vandeniu santykiu 1/9.

I mikroléksteles pilama po 30 pl ekstrakto, 130 pl Folin-Ciocalteu reagento ir 120 ul Na,COz3
tirpalo. Kontroliniam bandiniui naudojama 30 pl MeOH/H20 misinio (4/1). Paruosti bandiniai 15s
maisomi, po to dedami j skaitytuvg FLUOstar Omega (BMG Labtech, Vokietija)ir purtomi 30 s esant
100rmp greiéiui. Inkubacijos periodas trunka 30 min, o po jo atliekami matavimai esant 765 nm bangos
ilgiui FLUOstar Omega tipo spektrofotometru.

Galo r. kalibraciné tiesinés priklausomybés lygtis sudaroma 0.025 — 0.2 mg/ml koncentracijy
ribose, naudojant etaloninj galo r. tirpalg. Bendras fenoliniy junginiy kiekis apskai¢iuojamas pagal

formulg (1) ir iSreiskiamas galo r. ekvivalentais (mg/g GRE).

C=c1xVxm? (1)

C — fenoliniy junginiy kiekis (mg/g GRE);

c1— galo r. koncentracija (nustatyta pagal kalibracing kreive) mg/ml;
V — ekstrakto tiiris ml;

M — meéginio masé naudota ekstrakcijai.

2.3.2. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH") radikaly sujungimas

Laisvyjy radikaly sujungimo (DPPH") tyrimas atlieckamas pagal Brand-Williams ir kt. metodika
[72]. Metodas pagristas reakcija tarp antioksidanto ir DPPH" radikalo.
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Paruosiamas 6 x 10° M DPPH" tirpalas, 0.0059g DPPH" radikalo istirpinant 250 ml MeOH.
DPPH’ tirpalas skiedziamas metanoliu kol gaunama 0.7 + 0.03 absorbcija, esant 515 nm bangos ilgiui.

DPPH' radikaly sujungimui j kiuvetes pilama 2 ml DPPH tirpalo ir 50 pl ekstrakto. Kiuvetés
sandarioje dézutéje laikomos 15min. tamsoje, po to spektrofotometru GENESYS 8 (Spectronic
instruments, Rocester, JAV) matuojama absorbcija esant 515 nm bangos ilgiui. Tu$¢iam bandiniui
pamatuoti vietoj ekstrakto naudojama 50 pl metanolio.

Kalibraciné kreivé sudaroma naudojant etaloninius Trolokso tirpalus (0,1 — 0,3 mg/ml) ribose.
Méginiy antioksidacinis aktyvumas isreiSkiamas Trolokso ekvivalentais (umol/g ekstrakto). Laisvyjy

radikaly sujungimui nustatyti naudojama formulé (2). Laisvieji radikalai iSreisSkiami procentais.

SA (%) = 22 % 100 % )
1

SA - laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas (%);
A1 - DPPH’ reakcijos sistemos optinis tankis;

A, — sistemos su antioksidantu optinis tankis.
2.3.3. 2,2-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono rugsties) (ABTS *) radikaly-katijony sujungimas

Laisvyjy radikaly-katijony suri§imo metodas (ABTS™™) atliekamas pagal Re ir kt., metodika [73].
Metodas pagrjstas reakcija tarp (ABTS ) radikalo ir antioksidanto.

Metodui atlikti ruosiamas PBS tirpalas (8.18 g NaCl, 0.27 g KH2PO4, 1.78 g Na2HPO4, 0.15 g KCI)
visos medZiagos istirpinamos 1 1 tiirio kolboje ultra §varumo vandenyje. Gauto tirpalo pH turi biti 7.4,
jeigu jis maZesnis, tada jdedama NaOH. ABTS ™ tirpalas ruo$iamas 0.0549 g ABTS " reagento i$tirpinant
50 ml PBS tirpalo. Kitas tirpalas ruosiamas 0.0038 g K2S,0Os istirpinant 200 pl ultra Svarumo vandenyje.
Abu paruosti tirpalai sumaiSomi ir laikomi tamsoje apie ~15 valandy, kambario temperatiiroje.

Radikaly sujungimui j kiuvete pilama 2 ml ABTS * tirpalo ir 20 pl ekstrakto. Nuliniam taSkui
nustatyti ABTS " tirpalas maiSomas su 20 pl PBS tirpalo. Kiuvetés iki matavimo laikomos 10 min
tamsoje, po to atliekami matavimai GENESYS 8 (Spectronic instruments, Rocester, JAV)
spektrofotometru esant 734 nm bangos ilgiui.

Kalibraciné kreivé sudaroma naudojant etaloninius Trolokso tirpalus 0,07 —0,3 mg/ml

koncentracijy ribose. Méginiy antioksidacinis aktyvumas iSreiSkiamas Trolokso ekvivalentais
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(umol/g ekstrakto). Laisvyjy radikaly sujungimui nustatyti naudojama formulé (3). Laisvieji radikalai
iSreiSkiami procentais.

A1—Az

SA (%) = "% x 100 % 3)

SA — laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas (%);
A1 - ABTS'* reakcijos sistemos optinis tankis;

Az — sistemos su antioksidantu optinis tankis.

2.3.4. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP metodu

Sis metodas atlickamas pagal Benzie ir Strain [74]. Metodas pagristas antioksidanto gebéjimu
redukuoti gelezies Fe(Ill) jonus j Fe(II). FRAP metodas paremtas 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-traizino (TPTZ)
turinéio trivalentés gelezies (Fe*) atoma redukcija j spalvota (TPTZ) turintj dvivalentés gelezies (Fe?*)
atomay.

Metodui atlikti ruoSiamas FRAP reagentas (25 ml buferinio natrio acetato tirpalo (0.3 M pH 3.6),
2.5 ml TPTZ reagento (10 mM), 2.5 ml gelezies chlorido (FeCls) (20 mM) ir 3 ml vandens.

30 ul ekstrakto sumaiSoma su 970 ul FRAP reagento ir inkubuojama vandens vonel¢je 37 °C
spektrofortometru GENESYS 10S (Spectronic instruments, Rocester, JAV) esant 593 nm bangos ilgiui
ir palyginama su kontrolintu FRAP reagento bandiniu. Koncentracijos apskai¢iuojamos remiantis
kalibracine kreive, kuri sudaroma naudojant Zinomos koncentracijos FeSOs tirpalus. Rezultatai

i8reiSkiami milimoliais Fe (II) ir skai¢iuojami pagal formulg (4).

mM Fe(ll) = 1.535 AAbssganm - 0.0137 4)
AAb3593nm = AAb5593nm b - AAb5593nm C.
AADbsse3nm b — bandinio su ekstraktu absorbcija;

AAbSsgznm € — kontrolinio bandinio absorbcija.
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2.3.5 Peroksidy skaiciaus nustatymas

Peroksidy skai¢ius nustatomas remiantis (LT EN ISO 3960:2010) standartu [75]. Sis metodas
naudojamas pirminiams riebaly oksidacijos produktams (peroksidams) nustatyti. Peroksidacijos skaicius
(PS) parodo tikrajj peroksidy kiekj riebaluose.

Metodo esmé — reakcija riigs¢ioje terpéje, kurios metu reaguoja toje terpéje esantys peroksidai ir
kalio jodidas, reakcijos metu atskiles jodo kiekis prilyginamas peroksidy kiekiui. Susidares laisvas jodas
nutitruojamas natrio tiosulfatu (Na2S203).

Metodas atliekamas j kiiging kolbg pasveriant 2.5 g riebaly, kurie sumaiSomi su 30 ml cloroformo
ir ledinés acto riigsties (2:3) miSiniu, pridéjus 0.5 ml sociojo KJ tirpalo, bandinys maiSomas 1 minute ir
paliekamas tamsoje 5 min. Po 5 min. | bandinj jpilama 30 ml vandens ir 4-5 lasai krakmolo tirpalo,
bandinys iSmaiSomas ir titruojamas 0.1 N NaS;0g3 tirpalu kol tamsiai mélyna spalva iSnyksta.
AnalogiSkai atliekamas kontrolinis bandinys (be riebaly).

Peroksidy skaicius apskai¢iuojamas pagal formule (5) ir iSreiskiamas mekv/kg riebaly.

(V-V;)XNx1000
= oo ©)

PS

V — 0,1 N NaxS203 kiekis, sunaudotas tiriamajam méginiui nutitruoti, (ml);
V1 - 0,1 N Na2S203 kiekis, sunaudotas tus¢iam bandiniui nutitruoti, (ml);
m — tyrimui paimtas riebaly kiekis, (g);

N —0,01269 — jodo kiekis, atitinkantis 1 ml 0,1 N Na2S203, (mol/l).

2.3.6. Antriniy riebaly oksidacijos produkty nustatymas Tiobarbiturinés rigsties (TBR) metodu

Antriniai riebaly oksidacijos produktai nustatomi TBR metodu pagal Vynke 1970 m., Soreseng ir
Jorgenseng 1996 m., [76, 77] ir iSreiSkiami malono-di-aldehido (MDA) ekvivalentais.

Viena i§ pagrindiniy vykstanéiy reakcijy $io proceso metu yra malono-di-aldehido ir tiobarbitiirinés
ragsties (MDA-TBA?) spalvoto junginio susiformavimas.

Siam metodui paruo$iamas misinys, kuriame 0.86 g TBR (Sigma-Aldrich, Sveicarija), istirpinama
100ml 10% Tri-chlor-acto riigities (TCA) (Sigma-Aldrich, Sveicarija). 0.2 g riebaly sumai$oma su 10
ml miSiniu, kontroliniam bandiniu naudojama 10 ml TCA.

Paruo$ti méginiai inkubuojami vandens voneléje palaikant 90 °C temperaturg 1 h, kas 15 min.

pamaisant. Po to bandiniai atSaldomi ir filtruojami. Toliau atlieckamas bandiniy absorbcijos matavimas
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532 nm ir 600 nm ribose, kambario temperatiroje naudojant spektrofotometrg GENESYS 10S(
Spectronic instruments, Rocester, JAV). Rezultatams panaudojamas skirtumas tarp 600 nm ir 532 nm
absorbcijos, kuri apskai¢iuojama pagal formulg (6) ir iSreiskiama (mg MDA/kg bandinio).

A m

TBR = 12705 X V X Mupa X 1550055 ©

A — Absorbcijos skirtumas pamatuotas (600 — 532 nm ribose);
V — TBA-TCA miSinio turis, (1);
Mwmpa - malono-di-aldehido moliné masé;

m — paimtas riebaly kiekis, (g).

2.3.7. Antimikrobinio aktyvumo Kkiekybinis nustatymas mikroorganizmy sé¢jimo j terpe metodu

Metodui atlikti bandiniai (9-10 g) pasveriami j plastikinius maiSelius (angl. Stomacher bag) ir 10
karty praskiedziami ringerio tirpalu (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Jungtiné Karalysté). Maiseliai
steriliai uzdaromi ir bandinys su ringerio tirpalu homogenizuojamas naudojant homogenizatoriy
Stomacher 400 (Colworth, London, Jungtiné Karalysté¢). Po homogenizavimo bandiniai (1 ml) pipete
paimami i§ maiseliy ir pilami j stiklinius buteliukus su ringerio tirpalu (9 ml), toliau imant i§ pirmo
buteliuko Iml bandinio atliekami tolimesni skiedimai ] sekanCius meéginius su ringerio tirpalu,
prikausomai nuo reikiamo skiedimo.

Bandymui atlikti taip pat ruoSiami agaro tirpalai, agaro milteliai tiksliai atsveriami j butelius,
uzpilami distilivotu vandeniu ir iStirpinami kaitinant juos ant elektrinés magnetinés krosnelés iki
uzvirimo, po uzvirimo agaro tirpalai atvésinami iki ~ 50 °C temperaturos ir iki panaudojimo laikomi
termostate 30 °C temperatiiroje.

Séjimai atliekami naudojant petri I€kSteles, kaip atliekami séjimai, kokie naudojami agaro tirpalai
ir kokioje temperattiroje inkubuojamos uzZsétos Petri 1ekStelés su konkreciais agaro tirpalais, pateikiama

1 lenteléje.
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1 lentelé. Mikrobiologijos eksperimento atlikimo eiga

Bakteriju kultiiros (agaras) Séjimas j Petri léksteles Inkubavimas
Aerobinés mezofilinés (PCA) 1 ml (bandinio) + 20 ml PCA 30 °C 2-3 dienas

Aerobinés psichrofilinés (PSY) 1 ml+ 20 ml PSY 8 °C 7-8 dienas
Pienarigstés bakterijos (MRS) 1 ml + 20 ml MRS 30 °C 2-3 dienas

0.1 ml (Pirmiausiai agaro tirpalas (20 ml) iSpilstomas }
Mielés ir pelésiai (Sabouraud) léksteles ir kai jis sukietéja, pridedama 0.1 ml bandinio, 22-25 °C 7 dienas
kuris i§lyginamas 1ékstel¢je naudojant lyginimo lazdele.)
Enterobakterijos (VRBG) 1 ml + 20 ml VRBG ( kar1r1] Iti/r%eBsg;lete]a, pridedama dar10 35°C 1 diena

Po inkubavimo atitinkamag dieny kiekj, lékStelés iSimamos i§ termostaty ir skaiiuojamos

iSaugusios bakterijy kolonijos. Rezultatai iSreiskiami bakterijy kolonijy skai¢iaus logaritmu.

2.3.8. Ekstrakty ir trigliceridy analizé ultra efektyviosios skysc¢iu chromatografijos — masiy

spektrometrijos metodu (UESCh-Q-TOF)

Ekstrakty analizé buvo atlieckama chromatografine Waters Acquity sistema (Waters, Milford, JAV)
sujungta su hibridiniu — kvadrupoliniu-skriejimo laiko masiy spektrometru (Q-TOF).

Anali¢iy skirstymui buvo naudota Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm kolon¢le, sorbento daleliy
dydis - 1,7 um (Waters, Milford, JAV). Skirstymas buvo vykdomas 40 °C temperatiiroje. Eliuenty
sistema buvo sudaryta i§ 0.4 % skruzdziy ragsties vandeninio tirpalo (A) ir acetonitrilo (B). Taikytas $is
gradiento kitimas: 0 min. — 0 % (B), 100 % (A), 9 min. — 100 % (B), 0 % (A), 10 min. — 100 % (B), 0 %
(A), 11 —-12 min. — 0 % (B), 100 % (A). Judrios fazés tékmés greitis — 0,4 ml/min., jleidziamas taris — 1
pL. IS kolonélés iSeinantys junginiai buvo aptinkami diody matricos detektoriumi (DMD) esant 230 —
500 nm bangos ilgiui. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy detektorius buvo nustatytas neigiamos
elektrinés-iSpurSkiamosios jonizacijos reZimu, kurio parametrai buvo kontroliuojami HyStar programine
jranga. Jonizacija buvo atlikta naudojant + 4000 V jtampa, fragmentavimo celés jtampa 3 eV, azoto dujos
buvo naudotos kaip iSpurskiancios (slégis 2 bar) ir dziovinancios dujos, kuriy tékmés greitis 10 1/min.

Tarpusavyje derinant pilno skenavimo ir MS/MS modelius buvo nustatytos tikslios junginiy
molekulinés formulés intervale - m/z 100 — 1500, kai skenavino greitis buvo 2,5 Hz. Taikant MS/MS
model] buvo patvirtinti junginiai, kuriy negalima vienareikSmiskai identifikuoti. Chromatografiniy
smailiy identifikavimas atliktas pagal analités, standartiniy junginiy masiy spektrus, eliucijos trukmeés
sutapimg, MS/MS rezimu gautus fragmentus bei lyginant juos su literatiiros duomenimis. Nezinomy

Jjunginiy identifikavimui buvo taikytas MS/MS rezimas, kai fragmentavimo jtampa celéje buvo 35 eV.
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Taip pat buvo atlikta ir tirgliceridy analizé i§ sékly gautame alicjuje, pagal Alam Zeb ir Michael
Murkovic (Grazas, Austrija, 2010 m.) [84]. Isskirstymui atlikti buvo naudojama Acquity UPLC BEH
C18 1.7 um, 2.1 x 50 mm kolonélé (Waters, Milford, JAV), kurioje buvo palaikoma 350 °C temperatiira.
Analizés trukmé 4 min. Analizei buvo naudota mobili fazé (250 ml) paruosta i§ 0.05 % amonio acetato,
0.10 % acto ragsties, 18.0 % 2-propanolio ir 81.85 % metanolio. Eliuento srauto greitis 0.4 ml/min.

Masiy spektrometras veiké ESI rezimu, fragmentavimo potencialas 150 V, dziovinimo dujy
temperattira 350 °C, kapiliary jtampa 4000 V. EST — MS spektrai buvo gauti m/z intervale nuo 200 iki
1000. Chromatografiniy smailiy identifikavimas atliktas pagalmolekulines mases, MS/MS rezimu gautus
fragmentus bei lyginant juos su literatiiros duomenimis, o procentiné trigliceridy sudétis apskai¢iuojama

pagal smailiy ploty procentus.

2.3.9. Riebaly riigs¢iu (RR) sudéties nustatymas dujuy chromatografijos (DC-LJD) metodu

Pries atliekant dyjy chromatografijos analizg, vykdomas riebaly peresterinimas. Pasveriama 0.5 g
riebaly ir uzpilama 0.5 ml metanolinio NaOH tirpalo, visas miSinys gerai supurtomas ir 30 min.
kaitinamas 60 °C temperatiiroje, kol dingsta riebaliné fazé. Po riebaly esterifikavimo pridedama 4 ml
NaCl (sotaus) tirpalo ir viskas gerai sumaiSoma, po sumai§ymo pridedama 1 ml heksano ir vél gerai
sumaiSoma, badinys centirifliguojamas, kol susidaro skirtingos fazés (sluoksniai). VirSutiné (heksano
faz¢) paimama naudojant pipet¢ (bandinys gali buti centrifiiguojamas keleta karty, kol fazes
nebeissiskiria) ir iki analizés laikoma 4 °C temperattroje. Galutiniam bandiniui paimama 50 pl heksano
fazés, kuri praskiedziama 450 pl heksano.

RR kompozicijai nustatyti naudojamas dujy chromatografas (LST EN 1SO 12966-1:2015) [78].
Siuo metodu nustatomi 8-24 anglies atomus turin¢iy RR metilo esteriai.

Chromatografas sudarytas i§ liepsnos jonizuojancio detektoriaus su poline BP20 kolonéle.
Termostato temperatiira nustatoma 140 °C islaikant Smin., o po to temperatiira keliama iki 240 °C 4
°C/min grei€iu ir pabaigoje 240 °C temperatiiroje iSlaikoma 30min.

Riigs¢iy metilo esteriai identifikuojami pagal gautus sulaikymo laikus, lyginant juos su Zinomy

RR standartais, o procentiné riebaly riig§c¢iy sudétis apskaiciuojama pagal smailiy ploty procentus.
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2.3.10. Lipidy oksidacinio stabilumo nustatymas Oksipreso metodu

Oksidacijos stabilumo jvertinimas buvo atliktas naudojant ML Oksipres (,,Mikrolab Aarhus A/S,
Danija) matavimo prietaisg. Matavimo esmé, deguonies naudojimas esant aukstai temperatiirai ir veikiant
slégiui.

Metodas atliekamas j oksipres stiklinéle pasveriant 5 g aliejaus. Stikliné su aliejumi patalpinama j
metaling cele, kuri jstatoma j ,,ML Oksipres* jrenginj, sisteminiame bloke nustatoma 110 °C temperatiira,
bei sistemoje sudaromas 0.5 Mpa slégis. Oksidacija fiksuojama kompiuteriu.

Pagal gautus duomenis nustatomas indukcinis periodas (IP), kuris parodo riebaly stabilumg
vykdant oksidacija, valandomis. Rezultatai apskai¢iuojami pagal Oksipresu uzrasytg kinetikos kreive ir

indukcinio periodo nustatymo liestines.

2.3.11 Lipidy oksidacino stabilumo nustatymas Rancimato metodu

Oksidacijos stabilumo jvertinimas buvo atliktas panaudojant Rancimat 743 (Metrohm, Sveicarija)
prietaisg. Metodas pagristas riebaly oksidacijos produkty (peroksidy) susidarymo pabaiga.

Metodas atliekamas j stiklinius mégintuvélius pasveriant 2.5 g riebaly j kiiriuos pridedama 0.5% ir
1% ekstrakto, kaip kontrol¢ naudojami du bandiniai, vienas tus¢ias, kuriame tik riebalai, o ] kitg
pridedama sintetinio antioksidanto BHT (2,6-Di-tret-butyl-4-methylphenol, minimum 99% GC,
powder), (Sigma-Aldrich, Sveicarija), kuris naudojamas pagal europos sajungos regalamenta (EB Nr.
1331/2008) skirtag maisto priedams [80].

Kompiuteryje nustatoma proceso temperatira (110 °C). Oras leidziamas 20 L/h srautu per méginj
ir kylant temperatirai vyksta riebaluose esanciy riebaly rugsciy oksidacija. Bandymo pabaigoje
susiformuoja antriniai riebaly oksidacijos produktai. Tiriamyjy méginiy elektrinis laidumas didéja dél
reakcijos produkty absorbcijos.

Laikas per kurj aptinkami antriniai oksidacijos produktai vadinamas indukcijos periodas (IP).

Rezultatai iSreiSkiami AF (Apsaugos faktoriumi) ir apskaic¢iuojami pagal formulg (7)

_ IPrp
AF = P @)

AF — apsaugos faktorius;

IPt8 — indukcinis periodas méginiuose su bandiniu;
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IPk — kontrolinio méginio indukcinis periodas.

2.4. Rezultaty statistinis apdorojimas

Rezultaty apdorojimui buvo naudotos MS Excel (Redmondas, VaSingtonas, JAV) bei Design—
expert 7.0.0 (,,Stat—Ease Inc*, Mineapolis, MN, JAV) statistinés programos. Naudojant Design—expert
7.0.0 buvo atliktas superkritinés CO2 ekstrakcijos optimizavimas pagal tris parametrus: temperatiirg - A
(45-160, °C, laika - B (60 — 120, min) ), slégj - C (180 — 450, bar).

Tiksliems rezultatams gauti visi eksperimentai buvo atliekami juos pakartojant po 2-3 kartus.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Augalo lapuy ir stieby ekstrakcijos bei jy metu gautos iSeigos

Ekstraktams i§ augalo i§gauti, buvo atliktos: soksleto, pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais

bei vandeniné ekstrakcijos.

Ekstrakcijos, jy salygos ir gautos iSeigos pateikiamos atitinkamai 2 lenteléje ir 3.1 pav.

2 lentelé. Ekstrakcijos ir ju salygos

Paimtos Gauto
Ekstrakcija Tirpiklis Ekstrakcijos salygos medZiagos ekstrakto
kiekis, g kiekis, g
Soksleto (SOK) Etanolis (EtOH) 15 min. 100 °C temp., 3 h 80 °C temp. 12.0 1.2
Acetonas (AC) 15 min. 100 °C temp., 3 h 80 °C temp. 12.0 1.1
Heksanas (HEX) 15 min. 100 °C temp., 3 h 80 °C temp. 12.0 1.3
Pagreitinta ekstrakcija
organiniais tirpikliais Metanolis (MeOH) 40 °C., 3 ciklai po 15min. 5.0 1.3
(ASE)
Acetonas (AC) 130 °C., 3 ciklai po 15min. 5.0 1.0
Metanolis / Vanduo o S .
(MeOH/H20) 130 °C., 3 ciklai po 15min. 5.0 1.2
Ekstrakcija karstu o .
vandeniu (VE) Vanduo (H20) 80 °C., 30min. 10.0 2.5
30 1
1 7
25 - //
o 201 /
> / Hex SOK
g:’ 15 4 / BAC SOK
3 / EtOH SOK
~ 10 - 1 . S / GMeOH ASE
Y B / BAC ASE
5 - / & MeOH/H20 ASE
@H20 VE
. 7

Ekstrakcija

3.1 pav. Ekstrakcijy metu gautos iSeigos, geltonZiedZio barkiino lapy ir stieby ekstraktuose.

Matome, kad didZiausi ekstrakty kiekiai buvo gauti atlickant MeOH (ASE) ekstrakcija — 27.2 %,
H20 (VE) — 27 % ir MeOH/H20 (ASE) — 26.5 %. Palyginimui, geltonziedzio barkiino lapy ir stieby

ekstrakcijos buvo atliktos Turkijoje, kiekvienai ekstrakcijai panaudojant 50 g medziagos, atliekant
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vandening ekstrakcijg, buvo gauta 33.8 %, soksleto ekstrakcijg etanoliu — 5 % ir pagreitinta ekstrakcija

organiniais tirpikliais metanoliu — 20 % [10]. Galima teigti, kad rezultatai ganétinai panass.

3.2. Augalo sékly ekstrakcijos bei jy metu gautos iSeigos

Panaudojant augalo s¢klas, buvo atliktos dvi ekstrakcijos: klasikiné soksleto ekstrakcija ir

superkritiné ekstrakcija anglies dioksidu. Atlikus ekstrakcijas buvo gautas aliejus.

Soksleto ekstrakcijai atlikti, 25 g augalo sékly buvo ekstrahuojami panaudojant heksang (15 min.

100 °C temp., 3 h 80 °C temp.). I§ 25 g bandinio buvo gauta 2.2 g ekstrakto, kas sudaré 8.9 % iSeigg.

CO> ekstrakcijai atlikti buvo naudojamas analogiSkas medziagos kiekis (25 g), kaip ir soksleto

ekstrakcijoje. Naudojantis statistine (Design—expert 7.0) programa, buvo sudarytas ekstrakcijy modelis,

pagal kurj buvo atlikta 20 ekstrakcijy, taikant skirtingus parametrus, kuriuos galite matyti 3 lentelé¢je.

3 lentelé. Ekstrakcijy atlikimo parametrai ir gautos iSeigos, ekstrahuojant geltoZiedZio barkiino séklas.

. . Parametrai -
Ekstrakcijos numeris A: Temperatiira, °C B: Laikas, min C: Slégis, bar ISeiga,%
1 52.5 90.0 315.0 4.02
2 60.0 120.0 180.0 4.20
3 52.5 90.0 315.0 4.02
4 52.5 90.0 315.0 4.02
5 45.0 120.0 180.0 4,00
6 52.5 90.0 315.0 4.02
7 45.0 60.0 450.0 4.55
8 52.5 90.0 88.0 0.60
9 52.5 90.0 315.0 4.02
10 40.0 90.0 315.0 3.85
11 45.0 60.0 180.0 1.75
12 60.0 60.0 450.0 4.65
13 52.5 140.5 315.0 4.38
14 60.0 120.0 450.0 4.55
15 52.5 90.0 315.0 4.02
16 60.0 60.0 180.0 2.20
17 45.0 120.0 450.0 4.60
18 65.1 90.0 315.0 4.05
19 52.5 39.5 315.0 4.20
20 52.5 90.0 542.0 4.75

GrafiSkai pateikiama geltonziedzio barkiino superkritinés CO> ekstrakcijos metu 1§ sékly gauty

iSeigy priklausomybé nuo parametry (temperatiiros, slégio bei laiko) (3.2 pav).
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3.2 pav. GeltonziedZio barkiino superkritinés CO2 ekstrakcijos metu i§ sékly gauty iSeigy priklausomybé nuo
temperatiros, slégio bei laiko

Matematinis modelis, Zymintis ekstrakcijos iSeiga, kaip nepriklausomy kintamyjy reikSme,
iSreiskiamas pagal lygtj (10):

I (%) =4.01+0.076 x A+0.33xB+0.97xC-0.050x AxB-0.075x AxC—-0.54 xBxC
+0.017 x A2+ 0.14 x B2—0.43 x C? (10)
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Koeficientas R? parodo visos sistemos varijacijy kitimo santykj, maza $io koeficeinto reikimeé rodo
prasta priklausomy kintamyjy modelj (Wang ir kt. 2008 m.). Pagal dispersing analize koeficientas R?
Siame modelyje yra lygus 0.93, kas parodo, kad regresijos modelis sistemoje yra aukstas ir patikimas.

Atsizvelgiant j gautas iSeigas (3 lentelé), programa sudaré 3 tasky optimaly modelj (4 lentelé),

pagal kurj buvo nustatyti tinkamiausi parametrai optimaliausiai iSeigai i§ geltonziedzio barkiino s¢klu

gauti.
4 lentelé. Optimaliausi parametrai didZiausiai iSeigai gauti i§ geltonZiedZio barkiino sékly.
" . Parametrai i o
Ekstrakeijos numeris A: Temperatiira, °C B: Laikas, min C: Slégis, bar ISeiga,%
1 49.7 67.6 449.0 4.2
2 56.0 66.5 442.0 4.6
3 53.0 67.0 440.0 4.5

Taip pat buvo atlikta superkritiné CO> ekstrakcija su etanolio priedu, optimaliomis salygomis.
Ekstrakcijai atlikti buvo naudota 5 % (0.2279 ml/min) ir 10 % (0.4558 ml/min) etanolio priedas. Gautos

iseigos pateikiamos 5 lenteléje.

5 lentelé. GeltonZiedZio barkiino sékly ekstrakciju su etanolio priedu rezultatai.

Ekstrakcijos . . S -
nUMeris J Sékly Kkiekis, g Etanolio kiekis, % ISeiga, %
1 25.0 5.0 8.5
2 25.0 10.0 9.8

Atlikus ekstrakcijas, buvo nustatyta, kad optimalios salygos didZiausiai aliejaus iSeigai i§ barkiino
sékly gauti yra: temperatiira — 56 °C, slégis — 442 bar ir laikas — 66.5 min., Siomis salygomis buvo gauta
didziausia 4.6 % iSeiga. Atsizvelgiant j iSeigos priklausomyb¢ nuo parametry (3.2 pav), galima teigti,
kad geriausios iSeigos gaunamos, kai optimizuojama pagal slégj ir temperatiirg arba pagal slégj ir laika,
maziausig poveik] iSeigai turi optimizavimas pagal temperaturg ir laika.

Soksleto ekstrakcijos metu gauta beveik dvigubai (8.9 %) didesné iSeiga, negu taikant CO>
superkriting ekstrakcija.

Mokslinése publikacijose néra pateikiama informacijos apie superkriting CO2 ekstrakcija,
naudojant geltonziedZio barkiino séklas, taciau palyginimui atliekant rugiy séleny superkriting

ekstrakcijg anglies dvideginiu (77 °C, 550 bar, 120 min.) buvo gauta 2.5 % iSeiga [79].

3.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas BFJK (Folin-Ciocalteu), DPPH", ABTS* ir FRAP

metodais
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Fenoliniy junginiy kiekis (mg/g) ekstraktuose (0.1%), buvo nustatytas pagal kalibravimo kreive,
atlikus standartiniy galo r. tirpaly matavimus (Y = 3.3217x + 0.0109, R? = 0.9991) ir isreikstas galo

rugsties ekvivalentais (GAE). Rezultatai pateikiami 3.3 pav.

200
180
160
Hex SOK
140
2 BAC SOK
= 120 7, EtOH SOK
BEt
= 100 %
> BMeOH ASE
2 80
5 / BAC ASE
40 / BMeOH/H20 ASE
/ @H20 VE
20 /
0 7.
Ekstraktai

3.3 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis geltonziedZio barkiino lapy bei stieby ekstraktuose

DidZiausias fenoliniy junginiy kiekis buvo nustatytas acetoniniame (SOK) ekstrakte (185.2 mg/g),
MeOH / H20 (136.6 mg/qg) ir etanloniame (125.4 mg/qg).

Laisvyjy radikaly bei laisvujy radikaly — katijony sujungimui nustatyti buvo taikyti DPPH"ir
ABTS " metodai. Laisvyjy radikaly sujungimas isreiSkiamas procentais.

Gauti rezultatai pateikiami 3.4 pav. Reikéty atkreipti démesj j tai, kad ABTS ™ metodui atlikti buvo
naudoti 1% ekstrakty koncentracijos, 0 DPPH" metodas buvo atliekamas naudojant 2% ekstrakty

koncentracijas dél ganétinai nedidelio antioksidacinio aktyvumo 1% ekstraktuose.
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DPPH" ir ABTS* rezultaty palyginimas
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3.4 pav. Laisvujy radikaly bei laisvyjuy radikaly — katijony sujungimas (%) geltonziedZio barkiino lapy bei

stieby ekstraktuose

Kalbant apie DPPH" metoda, didziausiu laisvyjy radikaly sujungimu pasizymi H20 (VE) (91.6 %)
bei MeOH / H20 ekstraktai (86,5 %). Laisvyjy radikaly — katijony (ABTS ™) — EtOH (SOK) (86.4 %),
MeOH / H20 (81.4 %) bei AC (SOK) — 81.3 %.

Literatiiroje nurodoma, kad laisvujy radikaly sujungimas atliekant DPPH" metoda (MpppH : MExtract
= 1:3) metanoliniame ekstrakte siekia 76 %, etilo acetato ir acetono ekstraktai pasizymi maZzesniu
aktyvumu, taip pat gana panaSis rezultatai gaunami atliekant ABTS * metodg geltonZiedzio barkiino
ekstraktuose [32].

vertinus ekstrakty aktyvumg, atliekant BFJK, DPPH" ir ABTS' tyrimus ir atsizvelgiant j
leidziamg ekstrakty naudojimg maisto produktuose, tolimesniems tyrimams buvo pasirinkti EtOH bei
H20 (VE) ekstraktai.

FRAP metodas buvo atliktas naudojant EtOH (SOK) bei H20 (VE)ekstraktus.

Gauti rezultatai iSreiSkiami milimoliais Fe (II) ir apskai¢iuojami remiantis kalibracine kreive (mM

Fe(ll) = 1.535 AADbSsganm — 0.0137). Rezultatai pateikiami 3.5 pav.
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3.5 pav. Fe (I1) radukuojantis antioksidacinis poveikis geltonziedZio barkino EtOH (SOK) bei H20 (VE)
ekstraktuose

Atlikus tyrimg galima matyti, kad vandeninis ekstraktas rodo kelis kartus didesnj aktyvuma, negu
etanolinis ekstraktas, tacCiau atlikus frakcionavimg, kuriame vandeninis ekstraktas buvo istirpinamas
etanolyje ir separuojant etanolio frakcija atskiriama, o likes ekstraktas iStirpinamas vandenyje, treCiame
grafiko stulpelyje galime matyti, kad didzioji dalis frakcijos yra netirpi etanolyje. Atsizvelgiant j tai, kad
fenoliniai junginiai yra tirpiis alkoholyje, galima daryti prielaida, kad vandeninis ekstraktas turi nemazai
ne fenoliniy junginiy, tai gali buti cukris ir kiti junginiai, kurie maiste skatins oksidacijos procesus, todé¢l
po $io tyrimo buvo nuspresta tolimesnius tyrimus su riebalais atlikti naudojant tik EtOH (SOK) ekstraktg.

Mokslinése publikacijose néra pateikiama informacijos apie geltonziedzio barkiino antioksidacinj

aktyvuma atliekant FRAP metods.

3.4. Pirminiy ir antriniy riebaly oksidacijos produktuy nustatymas kiaulienos riebaluose

Siems eksperimentams atlikti buvo naudoti kiaulienos riebalai. Kiaulienos riebalai buvo pasirinkti
atsizvelgiant i tai, kad riebaluose autooksidacija yra svarbiausias procesas lemiantis jy juslines savybes.

Sio eksperimento tikslas buvo nustatyti, ar jterpiant geltonziedZio barkiino etanolinj EtOH (SOK)
1 % ekstrakta, pavyks sulétinti oksidacijos procesus riebaluose.

I susmulkintus kiaulienos riebalus buvo pridedama:

- 1% Melilotus officinalis lapy ir stieby etanolinio ekstrakto (EtOH SOK);
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- 75 mg/kg sintetinio antioksidanto BHT (2,6-Di-tret-butyl-4-methylphenol, minimum 99%
GC), (Sigma-Aldrich, USA);
- 1% Raudonyjy vynuogiy ekstraktas;

- Kontroliniam bandiniui buvo naudoti kiaulienos riebalai be prieduy.

Tokie bandiniai buvo pasirinkti tam, kad aiskiai bty palygini skirtingi priedai. BHT Zinomas kaip
sintetinis antioksidantas yra naudojamas maisto pramonéje, dél Sio antioksidanto kyla priestaringy
nuomoniy, vieni Saltiniai teigia, kad BHT yra kenksmingas sveikatai (Bekhit, 2003 m.) kiti pabrézia jo
tinkamuma maisto produktuose (Moure, 2001 m.), ta¢iau kaip bebaty, palyginimui BHT antioksidantas
yra tinkamas [80]. BHT buvo naudotas pagal reglamentg (EB Nr. 1331/2008) [81]. Raudonyjy vynuogiy
ekstraktas buvo pasirinktas, kaip prooksidantas, kuris prieSingai nei minétasis BHT, skatina oksidacijos
procesus maiste [82].

Paruosti bandiniai buvo laikomi $aldytuve iki jy panaudojimo. Eksperimentai buvo atliekami tokia

seka (viso buvo atlikti trys eksperimentai):

- 1. Matavimai buvo atliekami pirmaja paruosimo dieng, po 14 ir 28 dieny.
- 2. Matavimai buvo atliekami pirmaja paruoSimo diena, po 5, 14, 21 ir 26 dieny.

- 3. Matavimai buvo atliekami pirmaja paruoSimo diena, po 5, 13 ir 21 dieny.

Eksperimenty metu buvo nustatomas pirminiy oksidacijos produkty (peroksidy) ir antriniy
oksidacijos produkty (aldehidy, ketony ir kt.) kiekiai riebaluose, atitinkamomis eksperimety dienomis.

Per ménesj buvo atliekama po vieng eksperimenta, toks eksperimenty kiekis buvo pasirinktas kad
buity gauti patikimesni rezultatai. Gauti peroksidy skaiCiaus rezultatai pateikiami 3.6, 3.7 ir 3.8 pav.

Antriniy riebaly oksidacijos produkty kiekiai pateikiami 3.9, 3.10 ir 3.11 pav.
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3.8 pav. Peroksidy skaicius kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiu ekstr. bandiniuose, 0 po 5, 13 ir 21
d.
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3.9 pav. Antriniy riebaly oksidacijos pordukty kiekis kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiy ekstr.
bandiniuose, 0 po 14 ir 28 d.
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3.10 pav. Antriniy riebaly oksidacijos pordukty kiekis kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiy ekstr.
bandiniuose, 0 po 5, 14, 21 ir 26 d.
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3.11 pav. Antriniy riebaly oksidacijos pordukty kiekis kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiy ekstr.
bandiniuose, 0 po 5, 13 ir 21 d.
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Kalbant apie peroksidy skaiciy, galime matyti, kad visuose trijuose eksperimentuose rezultatai
iSlieka panasiis, didziausi peroksidy kiekiai susidaro kontroliniame bandinyje ir bandinyje su vynuogiy
ekstraktu. Atitinkamomis eksperimenty dienomis peroksidy kiekis proporcingai didéja visuose
ekstraktuose, ta¢iau maziausiai jy susidaro BHT bandinyje, kas yra logiSka, nes tai bandinys su sintetiniu
antioksidantu, taciau bandinyje EtOH (SOK) taip pat susidaro pakankamai nedideli peroksidy kiekiai,
lyginant su BHT bandiniu, pvz.: pazvelgus j 2 eksperimentg, pirmaja eksperimento dieng peroksidy
skai¢ius BHT bandenyje siekia tik 0.5 mekv/kg bandinio, o EtOH (SOK) bandinyje 2.5 mekv/kg, 14-ta
eksperimento dieng BHT bandinyje susidaro 2 mekv/kg peroksidy, o EtOH (SOK) bandinyje 5 mekv/kg
paskuting dieng BHT bandinyje susidaro 6.5 mekv/kg, o EtOH (SOK) — 13 mekv/kg. Palyginimui tomis
paciomis dienomis kontroliniame bandinyje susidaro 2.5, 7 ir 27 mekv/kg o bandinyje su vynuogiy
ekstrakty — 1.7, 13 ir 29 mekv/kg. Svarbu pabrézti, kad nors pirmomis dienomis rezultatai panasiis
kontroliniame, EtOH (SOK) ir vynuogiy ekstrakto bandiniuose, po atitinkamo dieny skai¢iaus rezultatai
stipriai skiriasi. Galima teigti, kad geltonziedZio barkiino EtOH (SOK) ekstraktas riebaly laikymo eigoje
sumazina peroksidy susidaryma.

Pazvelgus j antriniy oksidacijos produkty susidaryma, galime matyti panasia seka, kaip ir peroksidy
skai¢iaus nustatyme. Didesnis antriniy oksidacijos produkty susidarymas pastebimas tik po 13-14 dieny,
nuo bandiniy paruoSimo. Tiek peroksidy, tiek ir antriniy oksidacijos produkty daugiausiai susidaro
kontroliniame bandinyje ir bandinyje su vynuogiy ekstraktu. Lyginant BHT ir EtOH (SOK) bandiniy
rezultatus, jie iSlieka tendencingi, kaip ir peroksidy susidaryme, PaZzvelgus j 2 eksperimenta, po 14 dieny
BHT bandinyje antriniy riebaly oksidacijos produkty kiekis siekia 2.6 mg MDA/kg bandinio, 0 EtOH
(SOK) bandinyje 7 mg MDA/kg, 26-ta eksperimento dieng, BHT bandinyje susidaro 4 mg MDA/kg, o
EtOH (SOK) bandinyje 18 mg MDA/kg. Palyginimui, tomis pa¢iomis dienomis kontroliniame bandinyje
susidaro 12 ir 51 mg MDA/kg, o bandinyje su vynuogiy ekstrakty 18.5 ir 45 mg MDA/kg. Nors BHT
bandiniuose susidaro maziau antriniy riebaly oksidacijos produkty, EtOH (SOK) ekstraktas matomai taip
pat stabdo jy susidarymg. Galima daryti iSvada, kad geltonziedzio barkiino EtOH (SOK) ekstraktas gali

biti nebloga alternatyva sintetiniam antioksidantui, zinant, kad tai nattralus antioksidanty Saltinis.
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3.5. Antimikrobinio aktyvumo nustatymas kiaulienos riebaluose

Siam eksperimentui atlikti buvo naudoti kiaulienos riebalai. Kaip ir pries tai atliktuose pirminiy bei
antriniy oksidacijos produkty tyrimuose, taip ir atlieckant antimikrobinio aktyvumo testa, buvo atlickamas
analogiskas eksperimenty kiekis tomis paciomis dienomis, naudojant tuos pacius bandinius.

Pirmojo eksperimento rezultatai pateikiami 3.12, 3.13, 3.14, 3.15 ir 3.16 pav. Kity eksperimenty

rezultatai pateikiami priedy skyriuje (1 — 11 priedai).

Aerobinés mezofilinés bakterijos

9,000
8,000
7,000
6,000
5,000

0 14 28
Laikas (dienos)

27

)

LOG (bakterijy kolonijos cfu/g)

B Kontrolé BHT BEtOH SOK @Vynuogiy ekstr.

3.12 pav. Aerobiniy mezofiliniy bakterijy skai¢ius (LOG) kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiy ekstr.

bandiniuose
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3.13 pav. Pienariigsciy bakterijy skaicius (LOG) kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiu ekstr.
bandiniuose
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3.14 pav. Enterobakterijy skai¢ius (LOG) kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiu ekstr. bandiniuose
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3.15 pav. Aerobiniy psichrofiliniy bakteriju skaic¢ius (LOG) kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiy

ekstr. bandiniuose
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3.16 pav. Mieliy ir pelésiy skai¢ius (LOG) kontroliniame, BHT, EtOH (SOK), Vynuogiy ekstr. bandiniuose
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Atlikus eksperimentg galime matyti, kad geltonziedzio barkiino EtOH (SOK) ekstraktas pasizymi
antimikrobiniu aktyvumu ir stabdo mikroorganizmy augimg geriau negu kiti bandiniai.

Kalbant apie pirmajj antimikrobinio aktyvumo eksperimenta, galime pastebéti, kad didziausias
skirtumas tarp bandinio EtOH (SOK) ir kity bandiniy isrySkéja po 14 dieny nuo bandiniy paruosimo.
Jeigu pirmaja eksperimento dieng rezultatai panasiis visuose bandiniuose, tai po 14 d., bandinyje EtOH
(SOK) susiformuoja maziausias bakterijy skaiCius, kalbant apie visus eksperimentus. Paskutine
eksperimento dieng bakterijy skaiCius Zenkliai padidéja visuose bandiniuose, taciau maziausiai jy
susiformuoja bandinyje EtOH (SOK), iSskyrus enterobakterijas, kuriy panasus kiekis susiformuoja ir
raudonyjy vynuogiy ekstrakte.

Kituose eksperimentuose (I — Il priedai) rezultatai panaSus, kaip ir pirmajame. Ypa¢ gerg
antimikrobinj aktyvumg galima pastebéti pazvelgus j 3 eksperimta, kuriame bandinys EtOH (SOK)
stipriai iSsiskiria i§ kity bandiniy savo antimikrobiniu aktyvumu prie§ bakterijas.

Mokslinése publikacijose pateikiama informacijos apie geltonziedzio barkiino antimikrobinj
aktyvuma. Turkijoje atlikus antimikrobinius tyrimus su geltonziedziu barkiinu, buvo nustatyta, kad
etanolinis bei vandeninis Melilotus officinalis ekstraktai, pasizymi geresne antimikrobine veikla negu 7
antibiotikai. Ypac geras poveikis buvo pastebétas pries Pseudomonas aeruginosa enterobakterijas [10].

Serbijoje ir Juodkalnijoje buvo atlikti antimikrobiniai tyrimai, panaudojant geltonziedj barkiing.
Augalo etilacetato ekstraktas pasizyméjo geru antimikrobiniu aktyvumu prie§ patogeninius
mikroorganizmus (Escherichia coli, Salmonela enteritidis, Pseudomonas aeruginosa ir Staphylococcus
aureus) [83].

3.6. Oksidacinio stabilumo kiaulienos riebaluose nustatymas

Taip pat buvo jvertintas kiaulienos riebaly oksidacinis stabilumas, pridedant j juos EtOH (SOK)

ekstrakto ir palyginant su sintetiniu antioksidantu BHT. Gauti rezultatai pateikiami 3.17 pav.
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3.17 pav. Oksidacinis stabilumas bandiniuose, atliekant ,,Rancimat® testa.
3.7. Kokyb

Oksidacinis stabilumas riebaluose, buvo nustatytas pagal indukcinj periodg ir iSreikstas apsaugos
faktoriumi. Galime matyti, kad tiek 1 % tiek 0.5 % bandiniuose su EtOH (SOK) ekstraktu riebaly skilimas
Palyginimui, ,,Rancimat® testas buvo atliktas panaudojant vyno i§spaudy produktus, pridedant juos
Junginiy identifikavimas buvo atliktas panaudojant augalo lapy, stieby bei sékly ekstraktus. Gauti

Pirmasis grafiko stulpelis parodo oksidacinj stabiluma bandiniuose su 1 % ir 0.5 % priedo.

jvyksta po ilgesnio laiko, negu bandiniuose su sintetiniu antioksidantu BHT, kuriuose riebaly oksidacija
das.

prasideda grei¢iau. Galima daryti iSvada, kad riebalai su EtOH (SOK) ekstraktu i$lieka stabiliis ilgesnj
1 alyvuogiy aliejy bei kiaulienos riebalus, apsaugos faktorius bandinyje su alyvuogiy aliejumi buvo 1.087,
geltonziedzio barkino EtOH (SOK) ekstraktu siekia 1.8 (1 %) ir 1.145 (0.5 %). Matome, kad apsaugos
faktorius atliktame bandyme aukstesnis, lyginant su literatiiros duomenimis, panaudojant vynuogiy
rezultatai pateikiami 6 lentel¢je. Atskiry ekstrakty chrmatogramos pateikiamos priedy skyriuje (I11

laika, negu su sintetiniu antioksidantu BHT.
o0 bandinyje su kiaulienos riebalais 1.145 [84

priedas).
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6 lentelé. GeltonZiedZio barkiino cheminés sudéties nustatymo rezultatai

Jono Junginio | Junginio | Sulaikymo
Nr. Junginys Ekstraktas formulé formulé moliné laikas,
(m/z) (+H) masé, M min
1. Arabinozé MeOH (ASE), MeOH/H;0 (ASE) CsHyOs CsH100s 150.12 0.4
2. Sacharozé MeOH (ASE), MeOH/Hzo (ASE) C12H21011 C12H22011 342.29 0.4
3. Arabono riigstis MeOH/H;0 (ASE) CsHyOs CsH1006 166.12 0.4
4, Gliukono riigstis MeOH/H;0 (ASE) CeH1107 CeH1207 196.15 0.4
5. Benzotetrafen-3-olis MeOH/H;0 (ASE) C22H130 C22H140 294.34 0.4
6. Pemah'fl_;g'gg'shepta”" MeOH (ASE) CisHzO1s | CisHauOss | 388.32 0.4
7. Malio riigstis MeOH/H,0 (ASE), H,0 (VE) C4Hs05 C4HeOs 134.08 0.5
8. Citrinos rugstis MeOH/H,0 (ASE), H,0 (VE) CsH;07 CsHsO7 192.12 0.8
9. 2 — Furano raigstis H.O (VE) CsH303 CsH403 112.08 0.9
10. Heksopiranozidas MeOH (ASE), MeOH/Hzo (ASE) C33H390,3 C33H40023 1.7
4—(p-D-
11. | Gliukopiranoziloksi) H.0 (VE) C13H150s | CizH160s 300.26 1.7
benzoiné riigstis
MeOH (ASE), MeOH/H,0 (ASE),
12. Bilobalidas EtOH (SOK), AC (SOK), AC CisH170s | CisHig0s | 326.29 1.8
(ASE), H,0 (VE)
13. Hidrosminas AC (SOK), AC (ASE), H,0O (VE) | CsoH35016 | CzoH36016 652.59 1.8
. MeOH (ASE), MeOH/H,0 (ASE),
14. Rutinas eOH ( Et)OH (eSOK) 20 (ASE) C27H20016 | C27H30016 | 610.52 2.0
L MeOH (ASE), MeOH/H,0 (ASE),
15. Anisatinas eOH ( Et)OH (eSOK) 20 (ASE). | cobie0s | CusHaOs | 32831 2.1
Kamferoli
16. obinosidas EtOH (SOK) CasHaoO1e | CasHagOro | 740.65 2.1
17. | p— Kumarino ragstis EtOH (SOK), AC (SOK) CoH/O5 CoHgOs | 164.15 2.2
MeOH (ASE), MeOH/H0 (ASE),
18. Paenolis EtOH (SOK), AC (SOK), AC CoHyO3 CoH1003 166.17 2.7
(ASE), H,0 (VE), Hex (SOK)
19. Azelaino riigstis Hex (SOK) CoH1504 CoH1604 188.22 2.8
20. Salicilo riigstis EtOH (SOK), MeOH/H,0 (ASE) C7Hs03 C7H6O3 138.12 3.0
(9E)—9— Hex-S (SOK), *SK-CO2, SK-CO2
21. o (5%, 10% EtOH) Ci18H3104 C18H3204 312.44 5.0
Oktadeceno rtgstis
Hex-S (SOK), *SK-CO2, SK-CO2
22. Koriolio riigstis (5%, 10% EtOH) C18H3103 C18H3,03 296.44 6.3
Trinonil - 1,2,4 — Hex-S (SOK), *SK-CO2, SK-CO2
23. | benzentrikarboksilata (5%, 10% EtOH) CasHs906 | CssHe0Os 588.85 6.4
s
. . Hex-S (SOK), *SK-C0O2, SK-CO2
2. | 28 *f‘z'r;gelg'b““' (5%, 10% EtOH) CuHaO | CuHzO | 200.32 6.8
Hex (SOK), AC (SOK), Hex-S
. - SOK), *SK-CO2, SK-CO2 (5%,
25. | a—Linoleno riigstis ( ) 10% EtOH) (5% C18H2002 | CigH3002 278.43 7.7
Hex-S (SOK), *SK-CO2, SK-CO2
26. Linolo riigstis (5%, 10% EtOH) Ci1sH3102 Ci1sH320, 280.44 8.2
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Atlikus kokybing ultra efektyviosios skysCiy chromatografijos — masiy spektrometrijos analize,
geltonziedzio barkiino ekstraktuose buvo nustatyti 26 junginiai tarp kuriy dominuojantys: flavonoidai,
fenolinés rtgstys (augalo lapy bei stieby ekstraktuose), aliejiniuose ekstraktuose Hex-S (SOK), *SK-
CO2, SK-CO2 (5%, 10% EtOH)) buvo nustatytos ypa¢ svarbios nepakeic¢iamos riebaly rigstys o —
linoleno (Omega — 3) ir linolo (Omega — 6).

Gauti rezultatai palyginti su literatiros duomenimis. Daugelis junginiy atitinka minimus
literatiiroje, mokslinése duomeny bazése pateikiama informacijos apie geltonziedzio barkiino
ekstraktuose nustatytus flavonoidus, fenolines rtigstis, riebaly ruigstis, palyginus jy iSsiskyrimo laikus

galima pastebéti, kad rezultatai sutampa [12, 14, 19, 26, 28].

3.8. Riebaly riig§ciy sudéties nustatymas geltonziedzio barkiino séklose

RR sudétis dujy chromatografijos (DC — LJD) metodu, buvo nustatyta superkritinés CO:
ekstrakcijos metu, optimaliomis ekstrakcijos salygomis gautame aliejuje. RiigStys buvo nustatytos
lyginant jy sulaikymo laikus su zinomy riig8¢iy (standarty) sulaikymo laikais, o jy procentiné sudétis

iSreikSta, pagal gautus smailiy plotus. Rezultatai pateikiami 7 lenteléje.

7 lentelé. RR sudétis geltonZiedZio barkiino (*SK-COy) sékly ekstrakte

Nr. Junginys Junginio kiekis (%) Sulaikymo laikas, min
1. Miristo ragstis (C14:0) 0.10 36.56
2. Pentadekano rigstis (C15:0) 0.13 38.68
3. Palmitino rigstis (C16:0) 8.63 40.67
4, Stearino riigstis (C18:0) 1.65 44.38
5. Oleino riigstis (C18:1n9¢) 7.99 45.58
6. Linolo rigstis (C18:2n6c) 43.92 47.39
7. v — Linoleno riigstis (C18:3n6) 0.54 47.90
8. o — Linoleno riigstis (C18:3n3) 34.76 49.65
9. Cis-8, 14 — Eikozadieno riigstis (C20:2) 0.10 50.91

10. Beheno riigstis (C22:0) 0.23 51.34

11. Arachidono rigstis (C20:4n6) 0.12 53.13

12. Cis—11, 14, 17 — Eikozatrieno ragstis (C20:3n3) 0.14 53.13

13. Lignocerino riigstis (C24:0) 0.12 55.05

14, Kitos riigstys ~2 -

Atlikus riebaly rigSciy sudéties analize, galime matyti, kad geltonziedzio barkiino séklose
dominuoja 5 RR. Daugiausiai (43.92 %) sudétyje randama linolo riigsties (omega — 6) bei o — linoleno
(34.76 %) (omega — 3). Taip pat palmitino (8.63 %), oleino (7.99 %) ir stearino (1.65 %) rigsciy. Kity
rugsciy kiekiai labai mazi ir nesiekia 1 %. Dujy chromatografijos metodas patvirtina ultra efektyviosios

skysc¢iy chromatografijos metodu gautus rezultatus, aliejiniy ekstrakty sudétyje taip pat randamos linolo
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bei a — linoleno ragstys. Lyginant gautus rezultatus su literatiiros duomenimis galime teigti, kad ragstys
nustatytos tiksliai, nes mokslinése domeny bazése pateikiamuose straipsniuose apie geltonziedj barkiing,

dominuojancios yra butent $ios rtgstys [26, 28].

3.9. Trigliceridy sudéties nustatymas geltonZiedZio barkiino séklose

Trigliceridy analiz¢ buvo atlikta taikant ultra efektyviaja skys¢iy chromatografija — masiy
spektrometrijg. Analizei buvo naudoti visi i§ sékly superktritinés CO2 ekstrakcijos metu gauti ekstraktai
(*SK-CO2, SK-CO2 (5%, 10% EtOH)). *SK-CO2 chromatograma pateikiama 3.18 pav., kitos

chromatogramos pateikiamos priedy skyriuje (IV priedas).
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3.18 pav. Trigliceridai aptikti geltonziedZio barkano sékly *SK-CO:2 ekstrakte

Pagal gautas junginiy mases bei atsizvelgiant j riebaly riig§¢iy sudéties nustatymo rezultatus, buvo
nustatyti 8, geltonziedzio barkiino alieniuose ekstraktuose esantys trigliceridai. Gauti tirgliceridy analizés

rezultatai pateikiami 8 lenteléje, trigliceridy formulés pateikiamos priedy skyriuje (IV priedas).
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8 lentelé. Trigliceridy kompozicija geltonZiedZio barkiino *SK-CO; ekstrakte

Smailés nr. | Sulaikymo laikas, min | Trigliceridas | M + Jony fragmentai (m/z) Trlgllcer(;ci) y kiekis,
1. 1.0 LnLnLn(OH) | 906 LnLn 595 1.8
2. 1.2 L(OH)LnLn | 908 LLn 597, LnLn 595 6.0
3. 1.3 L(OH)LLn 910 LL 599, LLn 597 4.7
4, 15 LnLnLn 890 LnLn 595 6.4
5. 1.7 LLnLn 892 LLn 597, LnLn 595 23.3
6. 2.0 LLLn 894 LL 599, LLn 597 30.3
7. 2.3 OLnL 896 | OL 601, OIn 599, LnL 597 17.6
8. 2.7 PLL 872 PL 575, LL 599 9.9

Trigliceridy sudétyje aptiktos riebaly rigstys:

palmitino (P), linolo (L), a — linoleno (Ln), oleino

(O), hidroksi linolo (L(OH)) ir hidroksi — a — linoleno (Ln(OH)). Pagal gautus fragmentus ir trigliceridy

molines mases buvo nustatytos tikslios jy formulés, remiantis mokslinémis publikacijomis [85, 86, 87,

88, 89].

3.10. Oksidacinio stabilumo ir peroksidy skai¢iaus nustatymas aliejiniuose ekstraktuose

Oksidacinis stabilumas, panaudojant ML ,,Oxipres” jrangg buvo nustatytas aliejiniuose

ekstraktuose, gautuose atlikus superkriting CO2 ekstrakcija *SK-CO2 optimaliomis salygomis bei

klasiking soksleto ekstrakcijg Hex-S SOK. Ekstraktai buvo palyginti su kanapiy sékly (Cannabis sativa

L.) ekstraktu, gautu atliekant superktriting CO- ekstrakcija [90]. Kanapiy sékly aliejus palyginimui buvo

pasirinktas dél panasios riebaly rtigs¢iy kompozicijos, kaip ir geltonZiedziame barkiine [90, 91]. Gauti

rezultatai pateikiami 3.19 pav.
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Atlikus eksperimentg galime matyti, kad ekstrakto *SK-CO> oksidacinis skilimas jvyksta praéjus
~ 1.8 val. nuo eksperimento pradzios, SK-CO: (K) oksidacinis skilimas prasideda praéjus ~ 1.6 val. nuo
eksperimento pradzios, o ekstrakto, gauto soksleto ekstrakcijos metu i§ augalo sékly, panaudojant
heksang Hex-S (SOK) tik po ~3.1 val. Lyginant abu ekstraktus gautus atliekant superkriting ekstrakcija,
galime pastebéti, kad jy stabilumas panasus ir beveik dvigubai mazesnis, negu soksleto ekstrakcijos metu

1§ geltonziedzio barkiino sékly gauto aliejinio ekstrakto.

Peroksidy skaicius bandiniuose pateikiamas 9 lentel¢je.

9 lentelé. Peroksidy skaidius ekstraktuose.

Ekstraktas Peroksidy skai€ius, mekv/100 g. riebaly
*SK-CO, 0.14
*SK-CO; (K) 0.13
Hex-S (SOK) 0.15

Pagal (LST EN 1SO 3960:2010) standartg [75], augaliniai riecbalai laikomi $vieziais, kai peroksidy
skaiCius juose ne didesnis kaip 0.15 mekv/100g, salyginai $vieziais — 0.15 — 0.5 mekv/100g, apkartusiais,
kai peroksidy skai¢ius didesnis nei 0.5 mekv/100g riebaly. Galima teigti, kad tyrimams buvo naudotas

Sviezias aliejus ir oksidacinis stabilumas buvo nustatytas vienodo Sviezumo aliejuose.
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4. ISVADOS

1. Ekstraktams i§ augalinés zaliavos iSgauti buvo atliktos dazniausiai naudojamos ir laiko
patikrintos, klasikinés, soksleto, vandeniné, pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais ir vis dazniau
pradedama taikyti superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu. DidZiausios iSeigos atlickant augalo lapy
ir stieby ekstrakcijas buvo gautos: MeOH (ASE) — 27.2 %, H20 (VE) — 27 % ir MeOH/H.0 (ASE) —
26.5 % ekstrakcijose. Maziausio iSeigos buvo gautos EtOH (SOK) — 10.4 %, AC (SOK) — 9.6 %, HEX
(SOK) — 10 %. Ekstrahuojant augalo séklas: *SK-CO; — 4.6 %, SK-CO. (EtOH 5 %) — 8.5 %, SK-CO>
(EtOH 10 %) — 9.8 %, Hex — S (SOK) — 8.9 %. Efektyviausia ekstrakcija — ASE, panaudojant MeOH ir
MeOH/H0 tirpiklius.

2. Atlikti issamis antioksidacinio aktyvumo tyrimai, taikant visame pasaulyje naudojamus BFJK
(Folin-Ciocalteu), DPPH", ABTS " ir FRAP metodus, nustatyta, kad geriausiu aktyvumu pasizymi
MeOH (ASE) (115.2 mg/g, BFJK), MeOH/H>O (ASE) (136 mg/g, BFJK, 86.5 % DPPH", 81.4 %
ABTS'), EtOH (SOK) (86.4 %, ABTS™) bei H.O (VE) (96.1 % DPPH"). Tyrimams su riebalais
pasirinktas EtOH (SOK) ekstraktas dé¢l savo tinkmamumo naudoti maiste, bei ganétinai gero aktyvumo.

3. Atliekant kokybing augalo lapy, stieby bei sékly ekstrakty analizé nustatyti 26 junginiai i§ kuriy
daugiausia flavonoidai (rutinas, anisatinas, kamferolis), fenolinés ragstys(p — kumaro r., arabono r.,
salicilo r.), nepakei¢iamos RR alfa linoleno (omega — 3) bei linolo (omega — 6).

Nustatyta RR sudétis sékly ekstraktuose. Analizés metu buvo nustatyta 13 RR, Daugiausiai (43.92
%) sudétyje randama linolo rtigSties (omega — 6) bei a — linoleno (34.76 %) (omega — 3). Taip pat
palmitino (8.63 %), oleino (7.99 %) ir stearino (1.65 %) ragséiy. Aliejus pagal savo sudétj panasus j
kanapiy aliejy.

Geltonziedzio barkiino sékly ekstraktuose buvo nustatyti 8 trigliceridai: LnLnLn(OH),
L(OH)LnLn, L(OH)LLn, LnLnLn, LLnLn, LLLn, OInL, PLL.

4. Atlikti iSsamis pirminiy bei antriniy riebaly oksidacijos produkty tyrimai, j kiaulienos riebalus
pridedant EtOH (SOK) ekstrakto, bei palyginant bandinj su kitais bandniais. Nustatyta, kad EtOH (SOK)
ekstraktas stabdo riebaly oksidacija. Ivertintas kiaulienos riebaly oksidacinis stabilumas, atliekant
,Rancimat® metodg ir nustatyta, kad riebaly bandinys su etanoliniu geltonziedZio barkiino ekstraktu
pasiZymi geresniu stabilumu nei bandinys su sintetiniu antioksidantu (BHT).

5. Atlikti mikrobiologiniai tyrimai, kokybiSkai jvertiant bandniuose esancias aerobines
mezofilines, pienartigStes, aerobines psichrofilines, enterobakterijas bei mieliy ir pelésiy bakterijas.

Nustatyta, kad EtOH (SOK) ekstraktas pasizymi antimikrobiniu poveikiu pries visas Sias bakterijas.
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6. Jvertintas oksidacinio stabilumas, bei nustatytas peroksidy skaiciaus aliejiniuose ekstraktuose:
*SK-CO2, Hex — S (SOK), SK-CO2 (K). Geltonziedzio barkiino ekstraktai palyginti su pana$iu riebaly
rugsciy sudétimi pasizyminciy kanapiy sékly aliejumi SK-CO> (K). Nustatyta, kad Hex — S (SOK) yra
stabilesnis negu *SK-CO: ir SK-CO2 (K) ekstraktai. Peroksidy skaiciaus nustatymaspatvirtino, kad
stabilumas buvo vertinamas vienodo $viezumo aliejuose.

7. Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad geltonziedzio barkiino ekstraktai dé¢l savo
sudétyje esanciy fenoliniy junginiy, nepakeiiamy riebaly rigsciy bei gero antioksidacinio bei

antimikrobinio aktyvumo tinka naudojimui maisto produktuose bei maisto papildy gamyboje.
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9 pav. SK-COz2(5 % EtOH) ekstrako chromatograma
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3 pav. Trigliceridy junginiai susidarantys augalo sékly ekstrakty analizés metu spektrometre
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