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Patvirtinu, kad mano, Gerdos CiliSauskaités, baigiamasis projektas tema ,,Geltonosios
grindelijos ir grikiy Zziedy bei lapy ekstrakty cheminés sudéties, antioksidaciniy ir
antimikrobiniy savybiy tyrimai‘ yra parasytas visiSkai savarankiskai ir visi pateikti duomenys
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SANTRAUKA

Magistro baigiamajame darbe buvo tirti du augalai — Geltonoji grindelija (Grindelia
squarrosa) ir grikiy augalas (Fagopyrum esculentum). Darbe i$nagrinéta literatiira ir moksliniai
straipsniai susije¢ su $iy augaly tyrimais. Aptarta augaly cheminé sudétis ir pagrindiniai junginiai.

Ekstraktai buvo pagaminti ekstrakcijos karStu vandeniu, pagreitintos ekstrakcijos ir Soksleto
biidais, su skirtingo poliSkumo tirpikliais. Geriausias iSeigas parodé geltonosios grindelijos
metanolinis pagreitintos ekstrakcijos tirpikliu ekstraktas. Buvo istirta abiejy augaly ekstrakty
cheminé sudétis. Grindelijos augalo ekstraktuose identifikuoti 7 junginiai: fenolinés riigstys
(chlorogeno, chino, 3,5-dikafeoilchino, (5Z,11a,13E)-11-Hidroksi-9,15-dioksoprosta-5,13-dien-
1-oik rugstis), kumarinai (skutelarinas), flavonoidas (5,7-dihidroksi-3,4,5-trimetoksi-flavonas,
3,7,4°-tri-O-metilkvercetinas). Grikiy lapy ir ziedy ekstraktuose buvo identifikuoti 9 fenolinai
junginiai: fenolinés rugstys (chino, chlorogeno, kavos, galo), flavonoidai (katechinas,
kvercetinas), flavonoidy glikozidai (rutinas, kvercitrinas), kumarino glikozidas (skopolinas) ir
triterpenas (skvalenas). Ekstrakty ir frakcijy antioksidacinio aktyvumo nustatymas buvo
patikrintas  2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvojo radikalo sujungimo, 2,2°-azino-bis-(3-
etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties) ir oksipreso metodais. Geriausia antioksidacinj aktyvumag
parod¢ grikiy lapy Soksleto biidu pagamintas etanolinis ekstraktas. Atlikus difuzijos agare metoda
abiejy augaly ekstraktai parodé antimikrobinj aktyvuma prie§ Staphylococcus aureus. Geltonosios
grindelijos vandens ekstraktas parodé didziausig jtaka Staphylococcus aureus mikroorganizmui

jautienos farSe, patogeninio mikroorganizmo augimas buvo sumazintas 36%.
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SUMMARY

The Master's thesis contains of the examination of two plants - curlycup gumweed
(Grindelia squarrosa) and buckwheat (Fagopyrum esculentum). The paper analyzed literature and
scientific articles, which includes studies using curlycup gumweed and buckwheat plants. The
chemical composition and the most important compounds of plants are reviewed.

Extracts were made few ways — extraction with hot water, accelerated solvent extraction and
Soxhlet extraction with different polarity extrahents. The biggest yield showed curlycup gumweed
methanol accelerated solvent extract. The chemical compositions of both plants extracts were
analyzed. The main important compounds in Grindelia squarrosa extracts were quinic, 3,5-di
caffeoylquinic, (5Z,11a,13E)-11-Hydroxy-9,15-dioksoprosta-5,13-dien-1-oic acids, scutellarin,
5,7-dihydroxy-3,4,5-trimethoxy-flavone, 3,7,4°-tri-O-methyl quercetin and in Fagopyrum
esculentum extracts — quinic, chlorogenic, caffeic, gallic acids, catechin, quercetin, quercitrin,
scopolin, squalene. Using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical assay and 2,2'-azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) techniques the best antioxidant activity showed buckwheat
leaf Soxhlet ethanol extract. Agar well diffusion method demonstrated both plant antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus. Curlycup gumweed water extract shows the biggest impact
of Staphylococcus aureus in beef meat, the growth of pathogenic microorganism was reduced
36%.



SANTRUMPOS

ABTS - 2,2"-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono rigstis);

AE-g - geltonosios grindelijos Soksleto acetoninis ekstraktas ;

ASE - pagreitinta ekstrakcija tirpikliu (angl. Accelerated solvent extraction);

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas;

EAF-g - geltonosios grindelijos metanolinio ekstrakto tert-butilmetileteriu frakcija ;

EC50 - efektyvi koncentracija (angl. effective concentration);

EE-g - geltonosios grindelijos Soksleto rektifikuoto etilo alkoholio ekstraktas;

EE-Z - grikiy ziedy Soksleto rektifikuoto etilo alkoholio ekstraktas ;

EE-I - grikiy lapy Soksleto rektifikuoto etilo alkoholio ekstraktas ;

EF-g - geltonosios grindelijos metanolinio ekstrakto eterio frakcija ;

ESCh - efektyvioji skys¢iy chromatografija;

HF-g - geltonosios grindelijos metanolinio ekstrakto heksano frakcija ;

IP - indukcinis periodas;

ME-g1 - geltonosios grindelijos metanolinis ekstraktas, pagamintas pagreitintos ekstrakcijos
ME-g2 - geltonosios grindelijos Soksleto metanolinis ekstraktas;

SD - standartinis nuokrypis (angl. Standard deviation)

TEAC - trolokso ekvivalento antioksidantiné galia (angl. Trolox equivalent antioxidant capacity);
TLC - plonasluoksné chromatografija (angl. Thin layer chromatography) ;
UPLC/ESI-QTOF-MS - ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — masiy spektrometrijos
metodas (angl. ultra-performance liquid chromatography-electrospray ionization/quadrupole-
time-of-flight high-definition mass spectrometry method) ;

UV - ultravioletiniai spinguliai (angl. Ultraviolet radiation)

VE-g - geltonosios grindelijos vandeninis ekstraktas ;

VE-I - grikiy lapy vandeninis ekstraktas ;

VE-Z - grikiy ziedy vandeninis ekstraktas ;

VF-G - geltonosios grindelijos metanolinio ektrakto vandens frakcija ;


http://orgchem.colorado.edu/Technique/Procedures/TLC/TLC.html

JZANGA

Produktai gaunami i§ gamtos, vadinami nattraliais [1]. Kintant gyvenimo budui, zmonés
atsigrezia j nataraliy ir sveiky produkty vartojimg. Didéjant vartotojo suvokimui ir informacijos
sklaidai apie maisto produkty sauguma bei galimg nauda ar zalg zmogaus sveikatai, paskutiniu
metu padidéjo poreikis panaudoti augalus ir jy ekstraktus kaip konservantus [2]. Kadangi junginiai,
esantys augaliniuose ekstraktuose, nattraliai susidaro maisto produkty apdorojimo metu, bei
augaliné zaliava Zmoniy vartojama jau nuo seno, vartotojas teigiamai priima $ig naujovg ir pasitiki
augaliniy ekstrakty saugumu. D¢l teigiamo vartotojo pozitirio j natiiralius ekstraktus, jie tampa
daug zadancia alternatyva maisto priedy rinkoje [3].

Iprastai maisto produktai apdorojami termiskai, taip uZtikrinamas vegetatyviniy
mikroorganizmy sunaikinimas [3]. Taéiau maisto kokybe nusako tokie rodikliai kaip skonis,
kvapas, spalva, tekstira ir maistiné verté [4]. Atliekant terminj apdorojimg taip pat jvyksta
nepageidaujamos reakcijos, kurios neigiama linkme pakeicia pagrindinius kokybés rodiklius. Nors
jprastai prieskoniai ir Zolelés dedamos tik norint pagerinti produkto skonj, taciau jos gali padéti
apsaugoti maistg nuo uzkre¢iamy mikroorganizmy. Zinoma, norint i$gauti geriausia produkto
apdorojimo efekta ir produkto kokybe konservuojant maista, konservavimg nattraliomis
augalinémis zaliavomis galima sujungti ir su kitomis neterminémis technologijomis [5].

Taip pat kovojant prie§ maisto oksidacijg | maistg gali biiti dedami stipriai veikiantys
sintetiniai antioksidantai, tokie kaip butilhidroksianizolis (BHA), butilhidroksitoluenas (BHT,),
tert-butilhidrochinonas (TBHQ),) ir propil galatas (PG). Taciau abejojama dél Siy sintetiniy
antioksidanty saugumo yra galvojama, kad jie pasizymi toksiskumu. Nors jy panaudojimo kiekiai
yra ribojami, vis dar manoma, kad po ilgo jy vartojimo galimos neigiamos pasekmés Zzmogaus
organizmui [6]. Natiiraliis antioksidantai dazniausiai gaunami i§ augalinés Zzaliavos, o jy
antioksidacinis stiprumas svyruoja priklausomai nuo augalo cheminés sudéties ir auginimo salygy.
Taip pat nataraltGs ekstraktai pasizymi prieSuzdegiminémis, raminanc¢iomis, mazinan¢iomis
raumeny skausmus ir kitomis organizmui naudingomis savybémis [2].

Spalvos poky¢iai, paSaliniai kvapai, susidarancios gleivés — tai pagrindiniai mésos
mikrobinio gedimo rodikliai. Dél jos cheminés sudéties, apsaugoti mésa ir pratesti jos galiojimo
laikg yra sudétinga uzduotis [7]. Ta¢iau natraliis augaliniai ekstraktai, turi gausybe biologiskai
aktyviy junginiy, kurie kiekvienas pasiZymi skirtingomis savybémis ir gali apsaugoti mésos
produktus nuo mikrobinio gedimo, o taip pat pristabdyti oksidacija ir iSlaikyti ar net pagerinti
juslines savybes [8]. Tad Sis netradicinis konservavimo buidas plétojamas, norint patenkinti ir

technologinj ir vartotojo poreikj.



Todél savo darbe tikrinsiu Grindelia squarrosa ir Fagopyrum esculentum augaly nataraliy

ekstrakty cheming sudétj, antioksidacinj stiprumg ir antimikrobinj veikima pries mésoje esancius

Ir maisto apsinuodijimg sukelian¢ius patogeninius mikroorganizmus.

Darbo tikslas — istirti geltonosios grindelijos ir grikiy Ziedy bei lapy cheming sudétj bei

patikrinti iy augaly ekstrakty antioksidaciniy ir antimikrobiniy savybiy stipruma, atsizvelgti j Siy

natiiraliy ekstrakty galimg panaudojima maisto produktuose.

Darbo tikslui pasiekti suformuluoti Sie uzdaviniai:

1.

Pagaminti geltonosios grindelijos ir grikiy lapy bei ziedy ekstraktus, Soksleto,
pagreitintos ekstrakcijos tirpikliu ir ekstrakcijos karStu vandeniu budais ir nustatyti
gauty ekstrakty iSeigas;

Nustatyti geltonosios grindelijos ir grikiy ziedy bei lapy ekstrakty cheming sudét; ;
Nustatyti geltonosios grindelijos ir grikiy ziedy bei lapy ekstrakty ir atskiry junginiy
antioksidacinj aktyvuma jvairiais in vitro ir chromatografiniais metodais;

Nustatyti geltonosios grindelijos ir grikiy Ziedy bei lapy ekstrakty antikmikrobinj
poveikj difuzijos agare metodu;

Nustatyti geltonosios grindelijos ekstrakty poveikj Staphylococcus Aureus

mikroorganizmui mésoje;



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Geltonoji grindelija savybés

Geltonoji grindelija (Grindelia squarrosa (Pursh) Dunal) — tai geltonziedé gélé, priklausanti
Asteracea Seimai, auganti iki 30 cm aukscio, zydinti nuo birzelio iki rugséjo, sausuose arba pusiau
sausuose dirvoZemiuose, gavusi genties varda pagerbiant rusy §
botanikg D.H. Grindel [9]. Grindelia gentis apima apie 60
skirtingy augalo rasiy, kilusiy i§ Siaurés Amerikos. Geltonoji
grindelija vietiniy buvo naudojami kaip vaistazolé gydyti nuo
jvairiy ligy: pradedant nuo iSbérimo baigiant véZiniais susirgimais.
Siais laikais Grindelia genties augalai naudojami daugelyje
vaistiniy preparaty padedanciy nuo kosulio ir astmos. Geltonoji

grindelija laikoma efektyviu vaistu nuo nepastovios temperatiiros,

kurig sukelia maliarijos liga, taip pat kovoja ir su kitais maliarijos
simptomais, pavyzdziui sumazina padidéjusiag bluznj [10]. 1 Pav. Geltonoji grindelija
1.2. Geltonosios grindelijos atlikty darby apZvalga
El. Shamy, Ali ir kt. [10] tyré Grindelia squarrosa eteriniy aliejy sudétj. Eteriniai aliejai
sudaro 0,2 % $io augalo antzeminés dalies. Zieduose yra didziuliai kiekiai o-pineno ir zymus kiekis
limoneno, o lapuose dominuoja limoneno junginys, o a-pineno randama gerokai maziau.
Slawomila, Nowakas ir kt. [11] pagamintus Grindelia squarrosa ziedy ir lapy ekstraktus
analizavo TLC ir ESCh metodais. Taip identifikavo Sio augalo lapuose ir zieduose, esancias

fenolines rugstis, pateiktas 1 lenteléje.

1 lentelé. Polifenolinés riigstys, esan¢ios Grindelia squarrosa lapuose ir zieduose

2 e
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Lapai
Grindelia s.
. - + + - + + ++ + ++ + +
Ziedai

Tai benzoiniy riigs¢iy dariniai (galo, protokatechino, p-hidroksibenzoiné, vanilino, elago, p-
hidroksifenilacto, salicilo) ir cinaminés ragstys (kavos, p-kumaro, feruliné ir chlorogeno). Galo ir

p-hidroksibenzoiné riigstys buvo rastos Grindelia s. lapuose, 0 zieduose — ne.
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1.2.1. Geltonajg grindelijq sudaranciuy junginiy apzvalga

Aptariamos Slawomila Nowakas ir kt. [ 11] tyrime nustatytos polifenolinés rigstys, esancios
geltonosios grindelijos lapuose ir zieduose ir du pagrindiniai junginiai rasti eteriniuose aliejuose,
kuriuos tyringjo EI. Shamy Ali ir kt. [10].

Galo ragstis

Galo ragstis (3,4,5- trihidroksibenzoiné riigstis (2 Pav.)) tai polifenoliné ragstis, nattiraliai
randama perdirbtuose gérimuose — raudoname vyne ir zalioje arbatoje. Ji yra placiai paplitusi
augaly karalystéje, randama lapuose (uogy), Saknyse ir zievése (granatose ir rieSutuose). Taip pat
ji randama ir medZziuose, tokiuose kaip gzuolas (Quercus robur), kastonas (Castanea sativa L.) ir
daugelyje kity.

Si rgstis pasizymi natiiraliomis ir stipriomis antioksidacinémis, antimutageninémis,
antikancerogeninémis, antialerginémis, antibakterinémis, prieSuzdegiminémis savybémis. Galo
rugstis gali veikti kaip prooksidatorius, priklausomai nuo tam tikry metaly jony koncentracijos.
Manoma, kad galo rtigstis yra svarbi uzkertant piktybiniy vézio lasteliy augima gyvame organizme
[12].

Protokatechino ragstis

Protokatechino (3,4-dihidrobenzoiné riigstis (2 Pav.)) — tai polifenoliné rugstis, placiai
paplitusi ir nattraliai randama daugelyje valgomyjy augaly, naudojamy liaudies medicinoje. Tali
gerai Zinomas junginys zmoniy mityboje, randamas sélenose, ruduosiuose ryziuose (Oryza sativa
L.) ir svogiinuose (Allium cepa L.). Si riigitis randama vaisiuose: slyvose (Prunus domestica L.),
agrastuose (Ribes uvacrispa L.), vynuogeése (Vitis vinifera) ir rieSutuose, pvz. migdoluose (Prunus
amygdalus). Protokatechino riigstis randama daugelyje produkty gauty i§ augaly: alyvuogiy aliejus
ir vynas, bei daugumoje prieskoniy ir Zoleliy.

Nustatyta, jog §i riigStis pasizymi antioksidaciniu, antibakteriniu, prieSvéziniu aktyvumu,
padeda nuo diabeto, sen¢jimo, virusiniy susirgimy, veikia kaip prieSuzdegiminis agentas, padeda
gerinti Sirdies veikla, apsaugo kepeny veiklg ir nervy sistema [13].

p-hidroksibenzoiné riigstis

p-hidroksibenzoiné ragstis ( 4-hidroksibenzoiné riigstis (2 Pav.)) — tai polifenoliné rtigstis,
randama kokosuose, specifiniuose aliejuose, vyne, vanil¢je, ¢iobreliy meduje.

p-hidroksibenzoiné riigStis pasizymi prieSvézinémis savybémis, estrogeniniu ir stipriu
antioksidaciniu veikimu [14].

p-hidroksifenilacto ragstis

p-hidroksifenilacto (4-hidroksifenilacto ragstis (2 Pav.)) — tai polifenoliné ragstis

dazniausiai randama alyvuogiy aliejuje.
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Ji pasizymi antioksidaciniu veikimu, antivirusinémis, antikancerogeninémis, ir
prieSuzdegiminémis savybémis [15].

Vanilino ragstis

Vanilino rugstis (4-hidroksi-3-metoksibenzoiné riigstis (2 Pav.)) — tai fenolinis junginys,
randamas valgomuosiuose augaluose ir vaisiuose, kamieno zievéje (Ambrurana cearensis),
Saknyse (Angelica sinensis), kiny medicinoje naudojamose zolelése (Scrophularia sambucifolia),
augaly lapy ekstraktuose (Ginko biloba). Vaniliné rigstis oksiduojasi i§ vanilino, kuris
naudojamas kaip kvapioji medziaga.

Sis junginys pasizymi stipriomis antioksidacinémis, antimikrobinémis savybémis. Manoma,
kad pasizymi ir prie$virusiniu aktyvumu, taciau $is veikimo mechanizmas néra iki galo isaiskintas
[16][17].

Elago rugstis

Elago rugstis (Benzoariné riigstis (2 Pav.)) — polifenoliné rtgstis, randama granatose,
juodosiose avietése, braSkése, rieSutuose ir migdoluose. Elago riigstis gaunama hidrolizuojantis
elago taninams, esant atitinkamoms sglygoms.

Sis antrinis metabolitas pasizymi jvairiomis teigiamomis savybémis Zmogaus organizmui:
antivirusinémis, antikancerogeninémis, antioksidacinémis ir prieSuzdegiminémis [18].

Salicilo ragstis

Salicilo rugstis (2-hidroksibenzoiné riigstis (2 Pav.)) — polifenoliné rtigstis, randama
vaisiuose, darzovése ir prieskoniuose. Si riigstis, esanti jvairiuose augaluose, pasizymi svarbia
funkcija — apsauga nuo ligy sukéléjy

Salicilo rugstis pasiZymi naudingomis savybémis Zmogui: antioksidacinémis ir

CT ?H OWOH
MRS g| ﬁ
N OH OH

Galo rugst|s Protokatechino rlgstis  p-hidroksibenzoiné rtugstis p-hidroksifenilacto rugstis

prieéuidegiminémis [19].

0] OH
OH O%/OH I
HO O
i
HO
Elago rugstis Salicilo ragstis Vanilino rdgstis

2 Pav. Grindelijose aptikty benzoinés ragsties dariniy formulés
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Chlorogeno riigstis

Chlorogeno ragstis (3-(3,4-dihridroksicinamono) chinano ragstis (3 Pav.)) — polifenoliné
rugstis, randama laisvoje arba suristoje formoje, dviskil¢iy augaly lapuose ir vaisiuose, jskaitant ir
kavos pupeles [20]. Viename puodelyje kavos yra apie 190 mg chlorogeno riigsties (laikant, kad
viename puodelyje jdedama 10g kavos). Chlorogeno riigstis randama vysniose, abrikosuose,
persikuose, slyvose ir jy koncentracija apytiksliai yra 50-500 mg/kg., taip pat jos yra bulvése apie
34-140 mg/kg, obuoliy sultyse -120-310 mg/l [21].

Sis junginys pasizymi Siomis savybémis: antioksidacinémis, antikancerogeninémis,
prie§vézinémis, prieSuzdegiminémis, antibakterinémis, kovojan¢iomis prie§ ZIV savybémis
[20][21].

Kavos ragstis

Kavos rugstis (3,4-dihidrocinamono ragstis (3 Pav.)) — polifenoliné ragstis, randama
daugumoje vaisiy, darzoviy ir tam tikruose augaluose, dazniausiai ne kaip laisvas junginys, o kaip
esterio konjugatas — dazniausiai chlorogeno riugstyje. Riigstis randama sultyse (obuoliy, vynuogiy,
kriau$iy ir t.t.) ir vyne. Obuoliy sultyse jos galima rasti iki 10 mg/l. Baltame vyne randama apie
2,5ml/l kavos rugsties [22].

Nustatyta, jog §is junginys pasizymi antioksidacinémis, prie§vézinémis, prieSuzdegiminémis
ir antibakterinémis savybémis.[21].

p-kumaro riigstis

Kumaro raigstis (4-hidroksicinamono riigstis (3 Pav.))— tai polifenolinis junginys, randamas
daugelyje valgomy augaly: morkose, pomidoruose, rieSutuose ir cesnakuose. Jo taip pat galima
rasti vyne ir acte.

Kumaro dariniai pasizymi dideliu biologiniu aktyvumu, tokiu kaip antioksidacinés,
antimikrobinés, profikatinés prie§ ZIV (zmogaus imunodeficito virusas), prie§vézinés, raumenis
atpalaiduojancios, prieSuzdegiminés, antikoaguliacinés savybés [23].

Feruliné ragstis

Ferulinés rugstis (3-metoksi, 4-hiroksicinamono ragstis (3 Pav.)) tai polifenoliné rtigstis
randama visy augaly lgsteliy sien¢lése, esancioje lignoceliuliozéje, pavyzdziui, pektine ir lignine.
Feruliné rugstis randama kavos, obuoliy, rieSuty ir apelsiny séklose, taip pat ryziy, kvieciy ir avizy
séklose ir Igsteliy sienelése.

Si riigitis pasizymi biologiniu aktyvumu: antioksidaciniu, prie§virusiniu, antimikrobiniu,

antialerginiu, kepenis apsauganciu, prieSvéZiniu ir prieStrombiniu [24].
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3 Pav. Grindelijose aptikty cinamingés riigsties dariniy formulés

a-pinenas

a-pinenas ((+)-a-pinenas (4 Pav.)) — tai biciklinis monoterpenas ir pladiausiai gamtoje
paplites terpenas. Jis randamas daugelyje eteriniy aliejy, gaunamy i§ augaly. Pinenas yra
pagrindinis Sideritis spp ir Salvia spp. augaliniy aliejy komponentas, pasiZymintis aktyvumu pries§
Staphylococcus aureus mikroorganizma.

a-pinenas pasizymi prieSuzdegiminémis ir bronchus plecianCiomis savybémis. Jis yra
laikomas plataus spektro antibiotiku [25].

Limonenas

Limonenas ( (+)-limonenas (4 Pav)) — tai visy monoterpeny pirmtakas, antras pagal paplitima
gamtoje terpenas. Daugiausiai randamas citrinose ir kity citrusiniy vaisiy eteriniuose aliejuose.

Naudojamas gydyti depresijai, taip pat kaip prieSvézinis agentas, gerina skrandzio ir stemplés

veikla. Netoksiskas ir alergijas nesukeliantis junginys [25].

H4C CHj
CH; H3C
CH3 CH3
a-pinenas Limonenas

4 Pav. Grindelijose aptikty terpeny dariniy formulés
1.3. Grikiy augalo savybés
Grikiy augalas (Fagopyrum esculentum) — tai baltaziedis augalas, priklausantis
Polygonaceae $eimai, uzauga iki 125cm auki&io. Zinoma apie 15 grikiy risiy, kurios gausiausiai
auga daugelyje Azijos valstybiy, taip pat kai kuriose Siaurés Europos Salyse. Auga tik Siltuoju

periodu, uzauga per trumpg 10-12 savai¢iy laikotarpj, jo privalumas kaip augalo, kad gali augti
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nederlingose vietovése. Lapai ir Gigliai naudojami kaip lapinés darzovés, o i$ grikiy ziedy ir zaliy
lapy ekstrahuojamas rutinas, kuris naudojamas medicinoje [26].

Fagopyrum augalai gerai Zinomi kaip vaistazolés, jy uzpilas yra naudojamas, norint
sumazinti auksta kraujo spaudima. Zoleliy ekstraktas taip pat naudojamas prie§ kojy edema ir
diabetg. Lapai ir tigliai naudojami kaip salotinés darzovés, jy paruoSimas panasSus kaip ir Spinaty.
Kinijoje, Indijoje ir Nepale iSdziovinti arba marinuoti lapai taip pat
naudojami kaip darzové. Japonijoje, grikiy ziedymas naudojami kaip
funkcinis maistas, dél didelio rutino kiekio. Fagopyrum esculentum
laikomas vertingu augalu agronomijos ir farmacijos srityse. Grikiai
pasizymi naudingomis savybémis, tokiomis kaip antioksidacinés ir
prieSvézinés. Rutino ir kvercetino junginiai, esantys grikiy augale,

padeda iSvengti kepeny uzdegimo, veikdami kaip antioksidantai ir

prieSuzdegiminiai agentai pries oksidacija, kuri sukelia kepeny zala [26] .
[27]. 5 Pav. Grikiy augalas

1.4. Su grikiy Ziedais ir lapais atlikty tyrimy apzZvalga

Xiaohua, Li ir kt. [28] iStyré, kokie fenoliniy junginiai ir jy kiekiai yra Fagopyrum
esculentum lapuose ir zieduose. Didesni junginiy kiekiai yra randami zieduose, grikiy ziedai ir
lapai yra didziulis rutino $altinis, taip pat nemazai randama (-)-epigalkatechino. Lapuose gausu
chlorogeno ruigsties ir (-)-epikatechino . Rutinas vienas pagrindiniy indikatoriy jvertinant grikiy
kultivaro kokybe [29].

2 lentelé. Fenoliniy junginiy kiekiai grikiy Zieduose ir lapuose [28]

Junginiai Kiekis Zieduose (mg /100 mg Kiekis lapuose (mg /100 mg
sausos masés£SD) sausos masés+SD)
Galo rugstis 8,41+1,15 5,37+1,51
(-)- epigalokatechinas 199,28+20,08 309,26+19,03
Chlorogeno raigstis 907,65+15,10 13,07+2,18
(-)-katechino hidratas 137,82+9,12 3,02+0,21
Kavos riigstis 3,46+0,07 2,38+0,07
(-)-epikatechinas 536,48+14,20 103,20+5,72
Kvercetinas 1,37+0,01 -
Feruliné rugstis - 2,27+0,03
Rutinas 6809,37+147,23 5524,71+£236,30
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Kitame savo tyrime Xiaohua, Li ir kt. [29] palygino polifenoliniy junginiy kiekj dvejuose
Fagopyrum esculentum kultivaruose: jprastiniame (K) ir su dideliu rutino Kiekiu (R). Analizé
atlikta ESCh metodu ir grikiy lapuose buvo aptiktos galo, 4-hidroksibenzoiné, kavos, benzoiné
rugstys, taip pat rutinas ir kvercetinas.

4-hidroksibenzoiné

Galo riigstis o Kavos riigstis Kvercetinas BK
314 0.10 rugstis 0.20 0.10 - ER
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6 Pav. Biologiskai aktyviy junginiy susikaupimas Fagopyrus esculentum augale [29]

IS grafiky matome, kad daugiausiai Siame augale yra junginio rutino, net ir jprastiniame
grikio augale jo aptinkama apie 13pg/mg. Galo, 4-hidroksibennzoinés, kavos riigsciy ir kvercetino
aptinkami kiekiai yra nedideli, taciau pastebima, kad jie visuomet didesni auksto rutino lygio
kultivare. Benzoiné riigstis aptinkama tik auksto rutino lygio kultivare, trans-cinamono raigstis ir
kampferolis, randami tik Saknyse.

Kalinova, Jana ir kt [27] tyrinéjo a-tokoferolio, skvaleno, epikatechino ir rutino junginiy
pasiskirstyma ir kiekius augalo dalyse, priklausomai nuo auginimo sglygy, mety, vietos ir augalo
brandos periodo.

1.4.1. Grikiy lapuose ir Zieduose nustatyty junginiy apZvalga

Aptariami Xiaohua, Li ir kt [28], [29] bei Kalinova, Jana ir kt. [27] tyrimuose nustatyti
junginiai ir jy savybes.

a-tokoferolis

Nemazi kiekiai a-tokoferoliy yra randama lapuose, Saknyse ir zieduose. Lapuose, jy yra
daugiausiai, dél to, jog §is junginys yra pagrindinis vitamino E komponentas, kuris randamas lapy
chloroplastuose. a-tokoferoliy kiekiai grikiy lapuose yra panasiis kaip ir dilgelése, kurie yra nuo
240 mg/kg sausos masés geguzeés ménesj iki 1070 mg/kg birzelio ir liepos ménesiai ir 550 mg/kg
lapkri¢io ménesj. Rekomenduojama tokoferoliy dienos doz¢ yra 10mg, tai reiskia, kad i§ 10g
grikiy lapy imanoma gauti 1/10 tokoferoliy dienos normos. Taciau, patiriami didziuliai tokoferoliy

nuostoliai apdorojimo metu. [27] (7 Pav.).
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Skvalenas

Gausiausiai skvalenas aptinkamas zydéjimo periode. DidZiausi Sio junginio Kiekiai randami
lapuose. Skvaleno kiekiai grikiuose stipriai priklauso nuo krituliy kiekio, temperattros ir
gaunamos saulés kiekio. Tod¢l Kalinova, Jana ir kt [27] atliktas tyrimas rodo, kad vieny mety
augale skvaleno lapuose buvo maziau, nei kad stiebuose.

Skvaleno junginys — izoprenoidas, turintis 6 izopreno vienetus, kurios nulemia $io junginio
antioksidacines savybes. Skvalenas apsaugo lasteles pries§ radikalus, stiprina imunine sistemg ir
sumazina rizikg susirgti jvairiy riisiy véziu [27] (7 Pav.).

Katechinas

Katechinai paprastai randami vaisiuose, tac¢iau didziausi kiekiai katechiny yra juodajame
Sokolade. Darzovése randami katechiny kiekiai yra nedideli, i§skyrus rabarbarus, Zirnius ir pupas.
Grikiy zieduose, katechiny kiekis netgi didesni nei juodajame Sokolade (327-502 mg/kg).
Epikatechiniy kiekis grikiy lapuose iSauga suzydéjimo laikotarpyje, o tuomet sumazéja.

Epikatechinas veikia kaip mazo tankio lipidy oksidacijos inhibitorius, taip pat gali mazinti
lasteliy proliferacija ir kontroliuoti kancerogeny metabolizma [27] (7 Pav.).

Rutinas

Grikiy lapai ir ziedai yra didziausi rutino S$altiniai augale. Rutinas pasizymi prie$
uzdegiminémis, prie§ vézinémis, Sird] apsauganciomis ir raumenis atpalaiduojanciomis
funkcijomis.

Rutino kiekis grikiy augale priklauso tik nuo temperatiiros. Suvartojus 10 g Svieziy grikiy
lapy organizmas gauty apie 180-350mg rutino, o tai laikoma gydomaja rutino doze.
Rekomenduoja dienos dozé néra nustatyta, taciau bendra flavanoidy dienos dozé yra 2,6—13 mg.
Flavonoidai augale padeda augalui atlaikyti prastas aplinkos salygos, taip pat jie veikia kaip
kompensacijos mechanizmai, taip apsaugodami fotosintezés aparata [27] (7 Pav.).

Kvercetinas

Kvercetinas tai vienas labiausiai gamtoje paplitusiy flavonoidy. Jis gausiai randamas
daugumoje vaisiy ir darzoviy.

Jis naudojamas gydant diabeta, sumaZina kasos p-lasteliy suzalojima, sistolinj kraujo

spaudima, kraujo plazmos lipidy kiekj ir gliukozés kiekj kraujyje [30] (7 Pav.).
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biiti ekstraktai i§gauti i§ augaly audiniy ar mikroorganizmy. Sis apibrézimas leidzia suprasti, kad
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7 Pav. Grikiuose randamy junginiy formulés

1.5. Natiralas ekstraktai ir ju panaudojimas maiste

Natiiralus ekstraktas tai cheminis junginys ar medziaga iSgauta i§ gyvo organizmo, tai gali

bet kuri biologiné molekulé yra natiiralus produktas, bet apskritai $is terminas skirtas antriniams

metabolitams (katarinoidams, fitosterinams, fenoliniams junginiams, alkaloidams ir t.t.), gautiems

i§ gyvy organizmy [31].

reikalavimy naudojamies ekstrahentams. Ekstrahentai naudojami pagal geros praktikos gamybag

(GMP), t.y. jeigu ji panaudojus lieka tik technologisSkai nei§vengiami ir nekeliantys grésmés

Zmoniy sveikatai likuciai arba dariniy kiekiai.

komponentus ar maisto ingredientus [33]:

Vanduo
Propanas
Butanas

Etilacetatas

Jei ekstraktas naudojamas maisto produkte, reikia laikytis HN 132:2013 [32] iskelty

Ekstrahenty sgrasas, kuriuos galima naudoti apdorojant zaliavas, maisto produktus, maisto

18



e Etanolis
e Anglies dioksidas
e Acetonas (draudziama naudoti acetong rafinuojant alyvy iSspaudy aliejy)

e Anglies dioksidas

1.6. Antioksidantai ir jy tipai

. Antioksidantai — medziagos, kurios prailgina maisto produkty galiojimo terming ir apsaugo
juos nuo gedimo, kurj sukelia oksidacija, pavyzdziui, riebaly gaizumo ir spalvos
pakitimy“[1333/2008]. [33]. Jie skirstomi j dvi grupes: sintetinius ir natiiralius antioksidantus.

1.6.1. Sintetiniai antioksidantai

Vieni populiariausiy sintetiniy antioksidanty yra fenoliniai junginiai, tokie kaip
butilhidroksianizolis (BHA, E320), tert-butilhidrochinonas (BHT, E321), butilhidrokvinonas
(TBHQ, E319) ir galo rugsties esteriai, pvz. propil galatas (PG, E310), jy formulés pavaizduotos

8 paveikslélyje.
oH CHs OH ne O o, oy 1 COOCsHr
CH i H.C CH
2 CH, 3 CH, : =
T
CHs HO “ on
OCHg OCH, CH, OH OH
2- BHA 3-BHA BHT TBHQ PG

8 Pav. Maisto pramonéje naudojami sintetiniai antioksidantai

Siy keturiy pagrindiniy sintetiniy antioksidanty kiekis pagal GMP yra ribojamas iki 0,02%
maisto produkto riebaluose. Sie antioksidantai buvo tikrinami dél toksiniy savybiy, tadiau pamatyti
ar jie tikrai daro Zalg organizmui galima tik po ilgo jy vartojimo, tod¢l jy vartojimas yra apribotas.
Nuo 1980 mety natuiraliis antioksidantai tapo alternatyva sintetiniams [6].

1.6.2. Natiiralas antioksidantai

Natiiraliis antioksidantai randami praktiskai visy augaly audiniuose, mikroorganizmuose
netgi ir gyviiny audiniuose. DidZioji natiiraliy antioksidanty dauguma yra fenoliniai junginiai, o
svarbiausios grupés — tokoferoliai, flavonoidai ir fenolinés ragstys.

Tokoferoliai geriausiai Zinoma ir placiausiai naudojama antioksidanty grupé. Jie skirstomi j
tokoferolius (toc) ir tokotrienolius (toc3), kiekviena i$ Siy grupiy turi 4 izomerus ( a-,B-,y- ir 5-).
Svarbiausias junginys yra a-tokoferolis. Tokoferoliai maiste yra palyginti silpni antioksidantai.
Reakcijos metu su laisvaisiais radikalais jie paverciami j chinonus ar kitus junginius, taip pat ir j
kopolimerus su oksiduotais lipidais (9 Pav).

Flavonoidai sudaro didel¢ fenoliniy junginiy grupeg, naturaliai susidaranc¢iy augaluose.

Flavanoidy jungin; sudaro du aromatiniai Ziedai, sujungti su trijy angliy alifatine gradine, kuri
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suformuoja pirano arba furano ziedg. Flavonoidai, jskaitant flavonus, flavonolius, izoflavonus,
flavononus ir chalkonus, randami visy aukstesniujy augaly audiniuose. Flavonai ir flavonoliai
randami augaluose dazniau nei flavonai ir yra aptinkami augaly lapuose ir ziedlapiuose. Apie 90%
flavonoidy augaluose aptinkami glikozidy formose. Dazniausiai aptinkami flavonoidai yra
spigeninas, liuteolinas, kvercitrinas ir kampferolis (9 Pav.).

Fenolinés rugstys tai naturaliis antioksidantai randami daugelyje augaly, kai kuriose gryby
rusyse. Junginj sudaro aromatinis ziedas su prisijungusia karbosi riigSties grupe. Fenolinés rugstys
skirstomos ] monohidroksibenzoines, dihidroksibeonzoines ir trihidroksibenzoines rugstis.

Dazniausiai randamos augaluose ragstys yra: kavos, chino, chlorogeno, vanilino [2] (9 Pav.).

R
HO Rs
CHs - CH- Ra
3 CH; a_.-HJ 2 S
Ry o CH; = o
Rz R
) R OH
a-tokoferolis
R, Fenoliné rdgstis
H.1 -
.-f H\J
HO o .
Ry
R
OH O
Flavonoidas

9 Pav. Natiiraliy antioksidanty grupés
1.7.  Antioksidacinis efektas
Antioksidantai maiste yra apibréziami kaip medZiagos, kurios gali atidéti, sulétinti arba
apsaugoti maista nuo apkartimo arba kito skonio pablogejimo, kurj sukelia oksidacija. Oksidacijos
sulétinimas tuo paciu pratesia maisto galiojimo terming. Taciau antioksidanty pridéjimas | maistg
jau jvykus oksidacijai yra nebeefektyvus sustabdyti apkartima.
Antioksidantai gali slopinti arba létinti oksidacija dviem buidais ir pagal tai skirstomi j dvi
rusis:
e Pirminiai antioksidantai — grandines nutraukiantys, t.y. laisvyjy radikaly akceptoriai;
e Antriniai antioksidantai — tiesiogiai neprisijungia laisvyjy radikaly;
Kai kurie antioksidantai veikia dvejopai ir vadinami daugiafunkciniais antioksidantais.
Pirminiams antioksidantams priklauso fenolinés riigstys, tokios kaip vitaminas E (a0 —
tokoferolis). Antriniai antioksidantais veikia keletos mechanizmy principais, jskaitant jony
suriSimo metoda, deguonies prijungima, hyperperoksidy pakeitimg j kitus junginius, absorbuojant

UV spindulius arba deaktyvuojant singletinj deguon;.
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Paprastai antriniai antioksidantai veiksmingi esant antram Salutiniam komponentui.
Pavyzdziui, izuoliuojantis agentas citriny rigstis yra efektyvi esant metaly jonams, o redukuojantis
agentas askorbo rugstis yra efektyvi tik tuomet jei yra tokoferolis ar kitas pirminis antioksidantas
[2].

1.8. Natiaraliy antimikrobiniy medziagy panaudojimas maiste

Natiiraliy produkty naudojimas gydymo tikslais nuo seno paplites visame pasaulyje. Siuo
metu zinoma daugiau kaip 1340 augaly, kurie yra laikomi antimikrobiniy junginiy Saltiniais. Bet
daugiau nei 250000 augaly r@iSiy aprasomi kaip turintys bioaktyviy junginiy. Daugeliu atveju
naturaliy ekstrakty biologiskas aktyvumas pagrjstas sinergizmu tarp skirtingy junginiy. Be to,
manoma, kad ekstrakty toksiSkumas yra didesnis jei medziagos yra iSgrynintos. Ekstrakty
antimikrobinis aktyvumas yra susietas su jame esanciais junginiais, tokiais kaip terpenai, eteriniai
aliejai, kumarinai ir flavonoidai [1].

Norint maisto produktuose sunaikinti vegetatyvinius mikroorganizmus, jis paprastai yra
termiSkai apdorojamas, temperatiira svyruoja nuo 60-100° C, apdorojimo trukmé nuo keliy
sekundziy iki keliy minuciy. Sio proceso metu dideli energijos kickiai perduodami maistui, tadiau
Si energija gali sukelti nereikalingas reakcijas, tokias kaip nepageidaujamas skonis ir sumazéjusi
maistiné verté. Antimikrobiniai junginiai, esantys maiste, gali pratgsti maisto galiojimo laikg
apdorotam arba neapdorotam maisto produktui sumazinant mikrobinj augima arba gyvybinguma.
Iprastai prieskoniai ir Zolelés dedamos pakeisti arba pagerinti skonj, taciau kai kurios medziagos
prisideda prie augaly apsisaugojimo prie$ uzkreciamus organizmus. Natliralios antimikrobinés
medziagos maisto konservavime gali biiti naudojamos vienos arba kartu su kitomis neterminémis
technologijomis [3].
turi didziulj kiekj antriniy metabolity, kurie gali sumazinti arba slopinti bakterijy, mieliy ir pelésiy
augimg. Dauguma Siy junginiy vis dar yra tyrin¢jami ir vis dar nenaudojami komerciskai. Augaly
esencijos aliejai ir junginiai dazniausiai inhibuoja prie§ Gram teigiamas nei Gram neigiamas
bakterijas. Tikslus antimikrobinio veikimo mechanizmas néra Zinomas. Fenoliniy junginiy efektas
gali priklausyti nuo koncentracijos. Esant maZai koncentracijai, fenoliai veikia fermenty
aktyvuma, ypac ty fermenty, kurie susij¢ su energijos gamyba, o didel¢ fenoliy koncentracija gali
sukelti baltymy denatiiracija.

Augaly ekstrakty ir esencijos aliejy antimikrobinis aktyvumas priklauso nuo botanikos
Saltinio, nuémimo laiko, vystymosi stadijos ir ekstrakcijos metodo. Norint pritaikyti natiraliy
antimikrobiniy savybiy turinciy ekstrakty panaudojima, reikia istirti i$ i$siaiSkinti kokie junginiai
prie§ kokius mikroorganizmus veikia stipriausiai, sukurti junginiy kombinacijas, Kurios veikty
sinergistiSkai bei optimizuoti maisto apdorojimo ir laikymo salygas [4].
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1.9. Mésos mikroflora

Smulkinta mésa yra ypatingai jautri mikrobiniam gedimui dél didelio maisto komponenty
kiekio ir vandens aktyvumo. Mikrobinis gedimas sukelia mésos spalvos pokycius, pasalinius
kvapus bei ant mésos susidaro gleivés. Sie mésos poky¢iai priklauso nuo mésos kompozicijos,
higienos sglygy, pakavimo proceso ir laikymo salygy [7]. Norint uztikrinti, kad mésa biity sveika
ir saugi vartoti bei pratesti jos galiojimo laika, reikia atidéti arba sustabdyti patogeniniy organizmy
augima [8].

Ivairtis augalai paskutiniu metu yra tyriné¢jami ne tik dél savo didelio gydomojo potencialo,
bet ir dél panaudojimo kaip natiiraliy konservanty. Atsizvelgiant j tai, kad augalai sudaryti i$
biologiskai aktyviy junginiy, kurie turi daug naudingy savybiy Zmoniy sveikatai. Dauguma
aromatiniy ir vaistiniy augaly sudaryti i§ skirtingy cheminiy junginiy, kuriy kiekvienas pasizymi
skirtingomis savybémis ir veikla. Mésa ir mésos produktai gali biaiti lengvai uZzterSiami
mikroorganizmais ir sudaryti sglygas patogeny augimui, kurie gali sukelti pavojingas per maistg
plintancias ligas [34].

1.9.1. Staphylococcus Aureus mikroorganizmas

St. Aureus mikroorganizmas, kuris gamina toksinus, daugiausiai randamas mésoje,
paukstienoje, kiauSiniuose, pieno produktuose ir konservuotose grybuose. Jis gali augti net prie
labai mazo vandens aktyvumo. Optimalios laboratorinés salygos augti St. Aureus yra 37 °C
temperatiira, intervale 7-48 °C. Taciau, kai jos auga maiste, $ios ribos gali biiti mazesnés. Kadangi
reikia didelio kiekio mikroorganizmy, jog jis sukelty liga, dazniausiai méginiuose reikia nustatyti
organizmy koncentracija, o ne naudoti jautraus aptikimo metoda. Metodai tinkami nustatyti St.
Aureus yra apraSyti standartuose ISO6888-1 [35] ir 1ISO6888-2 [36]. [37].

Tyrimus stengiantis natiiraliais konservantais sumazinti arba sustabdyti St. Aureus augima
mésoje, tiksliau smulkintoje jautienoje, atliko Djenane, Djemel ir kt.[34]. Siuo atveju buvo naudoti
Lavandula ir Mentha augaly eteriniai aliejai, dél savo cheminéje sudétyje turimy junginiy, Sie
augalai ne tik slopino St. Aureus mikroorganizmo augima, bet ir kartu veiké kaip antioksidantai ir

taip pratgsé mesos galiojimo laika.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Tyrimo objektai ir medziagos

2.1.1. Medziagos ir reagentai

Metanolis, heksanas, acetonas, etilo acetatas, terbutilmetileteris, skruzdziy riigstis, aceto
nitrilas, NaCl , KH2POs, Na,HPO4 , KCI , NaOH, ABTS reagentas, K>S>0s, DPPH reagentas
(Sigma Aldrich, JAV).

BP agaras (Italiana S.r.l., Milanas, Italija), P.C.A. TSN agaras, PS agaras, kiau$inio trynio
emulsija (Laboratorios Conda, Madridas, Ispanija), ringerio tirpalas, MRS agaras, MH agaras,
NAI agaras, BHI agaras, TSB, TSA, PS CFC priedas (Oxoid LTD, Hemsyras, Anglija), glicerolis
(VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, Pranciizija).

Maistinis rektifikuotas etilo alkoholis 96,3% alk., pagaminta ir i$pilstyta UAB ,,Stumbras®,
Kaunas, Lietuva. Premium ,,Daumanty* majonezas be E, gamintojas UAB ,,Daumantai LT,
Kédainiai, Lietuva. Rafinuotas ,,Obeliy” rapsy aliejus, gamintojas UAB ,,Rukola®, Vilnius,
Lietuva. Jautienos farsas ,,AlCampo®, Ispanija.

Tiriant antimikrobinj ekstrakty aktyvuma, indikatoriniais mikroorganizmais pasirinkti:
E.Coli (CECT 99), E.Coli (CECT 501), St.Aureus (CECT 25923), St.Aureus (CECT Promise30),
St.Aureus (CECT 10), St.Aureus (CECT 30), St.Aureus (CECT 103), B.Cereus (CECT 147),
L.Mesenteroides (CECT 119CN19), L.Mesenteroides (CECT 396), W.Viridescens (CECT 283),
W.Virisdescens (CECT 144), P.Putida (CECT 324), Listeria innocua (CECT 910),
B.Thermosphacta (CECT 847), Salmonella (CECT 9B9), Y.Enterocolica (CECT 354), S.Sonnei
(CECT 853), C.Jenuni (CECT 496), C.Perfringers (CECT 376).

2.1.2. Tyrimo objektai ir ekstrakty gamyba

Magistro darbe buvo tiriami du skirtingi augalai:

o Geltonoji grindelija (Grindelia squarrosa (Pursh) Dunal) 2013 08 06, auginta Kauno

botanikos sode. Ekstraktai gaminami i§ ziedy ir lapy neatskiraiant.

o Grikis (Fagopyrum esculentum), 2014 09 12, augintas Kauno botanikos sode. Augalas

atskiriamas 1 dvi dalis — Ziedus ir lapus.

Augalai i8dZiovinti, prie§ pradedant darbus iSrenkami stambis koteliai, ir augaliné Zaliava
smulkinama maltine ,,TEFAL SEB 8100“ (S.A. SEBm Dion, Pranciizija), haudojamas sietelis
Imm.

10 paveikslélyje pateikiama geltonosios grindelijos, o 11 paveikslélyje grikiy ziedy ir lapy

ekstrakty gaminimo schemos.
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Geltonoji grindelija

|

Pagreitinta Soksleto Ekstrakcya _lcaIEtu
ekstrakcyja tirpikl ekstrakcija vandeniu
Metanolinis l _ l .
ekstraktas ME-g, Acetoninis Vandeninis
ekstraktas AE-g ekstraktas VE-g
Metanolinis
ekstraktas ME-g;
Etanolinis
ekstraktas EE-g

10 Pav. Geltonosios grindelijos ektrakty gamybos scehma

Grikny
augalas
Ziedai Lapai
Soksleto Ekstrakcija Soksleto Ekstrakcija
ekstrakcija kargtu vandeniu ekstrakcija karétu vandeniu
Etanolinis Vandeninis Etanolinis Vandeninis
ekstraktas EE-Z  ekstraktas VE-z  ekstraktas EE-1 ekstraktas VE-1

11 Pav. Grikiy lapy ir ziedy ektrakty gamybos scehma
Pagreitinta ekstrakcija tirpikliu

Ruosiamas ME-g: pagreitintos ekstrakcijos budu. Pagreitintai ekstrakcijai buvo naudojamas
ekstraktorius ,,ASE 350 (TurboVap, Latvija). Svarstyklémis , KERN770” sveriama 5g
smulkintos zaliavos j cele ir maiSoma su 2g aktyvintos Zemés. Naudojamas tirpiklis metanolis,
ekstrakcija vyksta 65°C temperatiroje, 5val. Gautas ekstraktas sukoncentruojamas ir
iS8dZiovinamas nugarinant tirpiklj vakuuminiame - rotaciniame garintuve, BUCHI R-114 (Buchi
labortechnik AG, Konstanz, Sveicarija), palaikant 40°C temperatiira.

Ekstrakcija karstu vandeniu

Ruosiami VE-z, VE-I, VE-g ekstraktai kar§tu vandeniu. Atskirai atsveriama svarstyklémis
,KERN770% po 30g smulkintos zaliavos, uzpilama 600ml ultra §varaus vandens ir kaitinama ant
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magnetinés elektrinés maisyklés ,,Agimixt“ ( Interlab, Lietuva) kol pasiekia 80°C temperatiirg.
Visg laikg maiSant magnetine maiSykle, 30min vykdoma ekstrakcija, tuomet laukiama kol
ekstraktas atvés ir filtruojama per filtro popieriy Biuchnerio piltuve - ,Funnel Buchner” (VWR
International, JAV). Gauti ekstraktai perpilami j 500ml talpos liofilizavimui skirtas kolbas,
uzSaldomi su skystu azotu -121°C temperatiroje ir tuomet sukoncentruojami ir iSdZiovinami
liofilizatoriumi, proceso trukmé apie 18val.

Soksleto ekstrakcija

Ruosiami EE-z, EE-I, EE-g, ME-g2, AE-g ekstraktai Soksleto aparate (Behr Labor-technil,
Duseldorfas, Vokietija). Svarstyklémis atsveriama po 12g Zaliavos j patronus, uzpilama 200ml
tirpiklio, kai jis uzverda ekstrakcija vykdoma 3 val. Gauti ekstraktai sukoncentruojami ir
iSdziovinami nugarinant tirpiklj vakuuminiame - rotaciniame garintuve BUCHI R-114 (Buchi
labortechnik AG, Konstanz, Sveicarija), palaikant 40°C temperatiira. Ekstrakty pavadinimai su
atitinkamais tirpikliais ir temperatiiromis pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Soksletu gautiems ekstraktams naudotas tirpiklis ir virimo temperatiira.

Ekstraktai Naudotas tirpiklis Virimo temperatiira, °C
EE-z; EE-I; EE-g Rektifikuotas etilo alkoholis 80
ME-g> Metanolis 65
AE-g Acetonas 60

2.2. Ekstrakty analizé ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu

Ekstrakty chromatografiné analizé buvo atlikta Waters Acquity sistema (Waters, Milford,
JAV), kuri buvo sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru (angl.
Q-TOF) (Bruker Daltonic, Brémenas, Vokietija). Anali¢iy skirstymas atliktas atvirksc¢iy faziy
analitine kolonéle Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm, sorbento daleliy dydis - 1,7 um (Waters,
Milford, JAV), kuri buvo palaikoma 40 °C temperataroje.

Metodas atliktas remiantis D. Detata ir kt. [38] straipsniu, Siuo atveju naudotos salygos

pateikiamos toliau aprase. Principiné metodo schema pateikiama 12 paveikslélyje.

Dujiné jony fazé Jonuy riiiavimas Jomy
aptildimas Masés spekiras
Neidimas Saltinis Analiza- Jonu Duomeny
: ) = torius detektorius sistema
| |.|..__,l '
Meginio Vakuuminiai siurbliai ISvesties
ivedimas duomenys

12 Pav. UESCh-Q-TOF metodo principiné schema
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Geltonosios grindelijos ekstraktai buvo skristyti 50 mm ilgio kolonéléje, A eliuentas — 0,4%
skruzdziy ragstis; B — 100 % acetonitrilas. Eliucijos trukmé — 12 min. Judrios fazés tékmés greitis
— 0,4 ml/min., jleidziamas tiiris — 1 pL. Sudarytas gradientas pateikiamas 4 lenteléje.

4 Lentelé. Q-TOF metode grindelijos ekstraktams naudojamas gradientas

Laikas, min Tirpiklis A% Tirpiklis B%
0 100 0
9 0 100
10 0 100
11 100 0
12 100 0

Grikiy ziedy ir lapy ekstraktams skristyti buvo naudojama 50 mm ilgio koloné¢l¢je, A
eliuentas — 1% skruzdziy rugstis; B — 100 % acetonitrilas. Eliucijos trukmé — 12 min. Judrios fazés
tekmés greitis — 0,4 ml/min., jleidZiamas tiiris — 1 pL. Sudarytas gradientas pateikiamas 5 lenteléje

5 Lentelé. Q-TOF metode grindelijos ekstraktams naudojamas gradientas

Laikas, min Tirpiklis A% Tirpiklis B%
0 100 0
5 85 15
7 0 50
9 0 100
10 0 100
11 100 0
12 100 0

IS kolon¢lés iSeinantys junginiai aptikti diody matricos detektoriumi (DMD) esant 100 —
500nm bangos ilgiui. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy detektorius buvo nustatytas neigiamos
elektrinés 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
I/min. Tarpusavyje derinant pilno skenavimo ir MS/MS modelius buvo apskaiéiuotos tikslios
junginiy molekulinés formulés intervale - m/z 100 — 1500, kai skenavino greitis buvo 2,5 Hz.

Taikant MS/MS modelj buvo patvirtinti junginiai, kuriy negalima vienareik§misSkai identifikuoti.

2.3. Ekstrakty analizé auksto efektyvumo skys¢iy chromatografija ir 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo laisvuoju radikalu
ECSh-DPPH metodas buvo atliekamas I. Koleva ir kt. [39] atlikty metody pagrindu su tam

tikromis modifikacijomis. Gradientas buvo optimizuotas ir gautos tokios skirstymo salygos:
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mobilios fazés tékmés greitis buvo Iml/min., tirpiklis A - 0,4% skruzdziy ragstis, o tirpiklis B —
100% acetonitrilas Sudarytas gradientas pateikiamas 6 lenteléje

6 lentelé. ECSh-DPPH metode grindelijos ekstraktams naudojamas gradientas

Laikas, min Tirpiklis A% Tirpiklis B%
0 90 10
30 70 30
50 0 100
55 0 100
58 90 10
60 90 10

Sis metodas buvo panaudotas nustatyti ekstrakty radikaly sujungéjus. ECSh-DPPH metodas
buvo sukombinuotas naudojant metanolinj DPPH* radikalo tirpala, kurio koncentracija 10mg/ml.
ESCh isskirti aktyvus junginiai reaguoja su DPPH* radikalu postkolonoje ir spalvos isblukimas
uzfiksuojamas kaip neigiamas pikas prie 517nm. Principiné metodo schema pateikiama 13

paveiklélyje.

HPLC simblys — ODS kolona — PDA detektorins —— Monitorins —

|

. :
Nedéjas J' . | o .

DPPH = — HPLCsimblys —— Reakeija vyksta

l

UV detektorins —» Integratorms —— bk AN .I.a"""* e
£17am fests [ 11 g

13 Pav. ECSh-DPPH metodo principiné schema

2.4. Ekstrakcija dalijamajame piltuve dviem nesimaiSanciais tirpikliais

Siai ekstrakcijai naudojamas ME-g: norint geriau iSskirstyti junginius su pasirinktais
tirpikliais. 3,8881g ekstrakto istirpinama 500ml vandens ir supilama j 1000ml talpos dalijamajj
piltuva ,,SIMAX®. Zaliava paeiliui ekstrahuojama heksanu, tert-butilmetileteriu ir etiloacetatu.
Ant vandeninio ekstrakto tirpalo pilama 100ml heksano, supurtoma ir palieckama nusistovéti.
Atsiskyrus dviems sluoksniams ] atskirg kolbg nuleidZziamas apatinis heksano sluoksnis.
Ekstrakcija su heksanu kartojama tol, kol su heksanu nebeiSsiekstrahuoja medziagos, tai galima
matyti pagal mazéjantj heksano spalvos intensyvuma. I$ viso buvo panaudota 400ml heksano.
Toliau tokiu paciu budu medziaga ekstrahuojama tert-butilmetileteriu ir etiloacetatu, kuriy buvo
panaudota po 350ml.
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Surinktos heksano, tert-butilmetileteriu ir etiloacetato frakcijos sukoncentruojamos,
i8dZziovinant vakuuminiame-rotaciniame garintuve. Likusi vandens frakcija uzsaldoma skystu
azotu -121°C temperatiroje ir liofilizuojama, proceso trukmé apie 18 val. 14 paveikslélyje pateikta

metanolinio ekstrakto frakcionavimo schema.

ME-g1 + vanduo

&

Heksanas

Heksano sluoksnis Vandenimis sluoksmis
. tert-butilmetileteris
tert-butilmetileterio | | Vandeninis sluoksnis
sluoksnis

+—  Etilo acetatas

[y
L4

Etiloacetato Vandeninis sluoksnis
sluoksnis

14 Pav. ME-g; frakcionavimo schema

2.5. Plonasluoksné chromatografija ant silikagelio plokstelés

Aktyviy junginiy iStyrimui bei nustatymui, kokiomis salygomis jie geriausiai pasiskirsto,
ME-g: ir gautoms metanolinés frakcijoms buvo taikoma plonasluoksné chromatografija ant
silikagelio plokstelés, remiantis J. Wang ir kt. 2006 [40] su nezymiais pakeitimais. Sio
eksperimento metu buvo naudojami nevienodo poliskumo tirpikliai, vardinant nuo maziausio
poliskumo — heksanas, etiloacetatas, metanolis ir vanduo. Jie supilstomi skirtingais santykiais ir
buvo ieSkomas geriausias santykis kiekvienai frakcijai.

Kiekvienos frakcijos 1mg buvo iStirpintas 1ml metanolio, panaudojant ultragarso vonelg
,,Ultrasonics* (ASTRA-SON, JAV) ir stiklo kapiliaru uZzneSama ant chromatografijos plokstelés.
Plokstelé pamerkiama j stiklinéje paruosta eliuenty misinj, taip kad tirpiklis neapsemty bandiniy,
stikliné uzdengiama ir laukiama kol junginiai pasiskirstys ploksteléje.

Plokstelé iSimama, i8dziovinama ir apSvietus UV lempa ,,CAMAG UV CABINET 4*
(Opsytec, Vokietija) 254nm ir 365nm ilgio bangomis, pazymimi atskirti junginiai. Plokstelé
nupurSkiama DPPH* radikalu ir stebima, kurie junginiai turéjo antiradikalinj aktyvumg. 15
paveikslélyje pateikiamas pavyzdys, kaip atrodo frakcijy skirstymas ant silikagelio ploksteles,
kair¢je puséje paruosta plokstelé su kg tik uzdétais bandiniais, deSinéje jau iSsiskirste junginiai ant
ploksteles.
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15 Pav. Frakcijy skirstymai ant silikagelio plokstelés

2.6. Frakcionavimas silikagelio kolona

Efektyviam metanolinio ekstrakto heksano frakcijos aktyviy junginiy iSskyrimui atlickamas
frakcionavimas kolonoje su silikageliu, remiantis J. D. Fair ir kt. [41] straipsniu, su tam tikrom is
modifikacijomis. Keiciant tirpiklj nuo maziausiai polinio iki poliskiausio galima i$skirti didelj
skaiciy frakcijy su jose atsiskyrusiais junginiais. Tirpikliai parenkami pagal skirstymo ant
silikagelio plokstelés duomenis. 16 paveikslélyje matomas frakcionavimas silikagelio kolonoje.

Paruos$iamas 200ml eliuenty misinys, ji sudaro 90% heksano ir 10% etiloacetato. Kolona
uzpildoma 100g silikagelio ir paruostu eliuenty misiniu. |-

Skirstymas atliekamas po 24val, kad susiguléty silikagelis |
ir biity geresnis skirstymas. 1,007 g HF-g frakcija iStirpiname 5 .
ml tirpiklio, kurj sudaro 90% heksano ir 10% etilo acetato ir
paruostas bandinys uzneSamas ant kolonos. Kolona paeiliui
plaunama didéjancio poliskumo tirpikliais ir renkamos frakcijos
1 15ml mégintuvélius. Tirpikliai kei¢iami atsizvelgiant j tai, kaip
iSsiplauna silikagelio spalva, bei tikrinant surenkamy faziy
aktyvumg. Pirmiausiai supilamas 500ml tirpiklis, kurj sudaro
90% heksano ir 10% etilo acetato, tuomet 300ml tirpiklio, kurj
sudaro 75% heksano ir 25% etilo acetato. Frakcijy aktyvumas |
nustatomas uzneSant stiklo kapiliaru ant silikagelio plokstelés ir |
uzpurskiant DPPH* radikalu. 16 Pav. Fakcionavimas silikagelio kolonoje

2.7. Ekstrakty ir frakcijuy antioksidacinio aktyvumo nustatymas 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazilo laisvojo radikalo sujungimo metodu

Ekstrakty ir frakcijy antioksidacinis aktyvumas buvo matuojamas remiantis A. Von Gadow

ir kt. [42] metodu, jo pakeitimai apraSomi toliau tekste. Eksperimentui ruoSiami ekstrakty tirpalai

metanolyje — 0,01 g ekstrakto istirpinamas 2 ml metanolio. I$ paruosty tirpaly toliau ruosiami
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bandiniai su metanoliu skiedimo btdu. Paruosti bandiniai maiSomi su DPPH" radikalo tirpalu
santykiu 1:19 (0,05 ml bandinio su 0,95 ml radikalo).

DPPH?* radikalo tirpalui paruosti 0,0059¢g radikalo istirpinama 250 ml metanolio.

Matavimai atliekami spektrofotometru.,,GENESYS 8% (Spectronics instruments, Rocester,
JAV). Nulinei reiSkmei nustatyti iSmatuota absorbcija pagal metanolj

Atliekami standartinés kreivés matavimai, matuojant sumaiS§yta DPPH radikalo tirpalg su
metanoliu santykiais 1:0, 4:1, 2:1, 1:1, 1:4. Visi matavimai atlieckami 1 cm kiuvetéje esant 515 nm
bangos ilgiui.

Antioksidacijos efektas yra proporcingas DPPH® spalvos iSnykimui bandinyje. DPPH*
susiformavimo prisijungiant vandenilj i§ antioksidanto, violetiné spalva pasikeicia j geltona

Ekstrakty ir frakcijy bandiniy absorbcija matuojama praéjus 30 minuciy po sumaiSymo su
DPPH?®* radikalo tirpalu. Apskai¢iuojamas bandiniy absorbcijos sumazéjimas lyginant su tusciu
bandiniu. I§ gauty reikSmiy grafiSkai nustatomas antioksidanto kiekis, reikalingas 50 proc.
pradinés DPPH* koncentracijos sujungti. DPPH® radikaly sujungimo rezultatai pateikiami kaip
efektyvi koncentracija (ECso), Brand-Williams ir kt. [43].

2.8. Ekstrakty ir frakcijy antioksidacinios aktyvumo nustatymas 2,2'-azino-bis-(3-

etilbenztiazolin-6-sulfono rigsties) metodu

ABTS radikalo katijonas gaunamas oksiduojantis ABTS su kalio persulfatu. Pirmiausiai
paruoSiamas fosfatinis buferinis druskos tirpalas (PBS): 8,18 g NaCl , 0,27g KH2POg4, 1,42
Na2zHPOg ir 0,15 g KCl istirpinama 1 1 ultra $varaus vandens. Tirpalo pH turi bati 7,4 , jei jis per
mazas pridedama NaOH. Tuomet pasveriama 0,0549g ABTS reagento, kuris iStirpinamas 50ml
paruosto PBS tirpalo ir jis sumaiSomas su 0,0038g K2S20s druskos, kuri buvo istirpina 200pL
distiliuoto vandens. Taip gaunamas pradinis ABTS tirpalas, jis turi biiti laikomas tamsoje,
kambario temperatiiroje 16-17val kol susidaro reikiama spalva. Tokiomis salygomis laikomas
radikalas iSlieka stabilus daugiau nei dvi paras.

ABTS tirpalas skiedziamas PBS tirpalu, kol jo absorbcija esant 734nm bangos ilgiui tampa
0,800+0.030. 1mg ekstrakto iStirpinama 1 ml metanolio, tuomet atlickami ekstrakcijy ir frakcijy
skiedimai su PBS tirpalu. Paruosti 20pug ekstrakty tirpalai pilami j kiuvetes ir pilama 980pg ABTS
tirpalo bei matuojama tirpaly absorbcija prie 734nm bangos ilgio po 6min nuo supilstymo. Prie$
pradedant naudotis spektrofotometru .,,GENESYS 8 (Spectronics instruments, Rocester, JAV),
reikia nustatyti nuling reik§me su PBS tirpalu.

Rezultatai pateikiami TEAC (trolokso ekvivalento antioksidantiné galia) dydziu, ji
apskaiCiavus i§ sudaryty grafiky, metodas, skaifiavimai ir rezultaty pateikiamas atliekami

remiantis R. Re ir kt. [44] aprasymu.
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2.9. Oksipreso metodas

Aliejaus ir riebaly stabilumas oksidacijai, priklausomai nuo priedy, tirtas instrumentiniu
Oksipreso metodu, nustatant indukcijos periodg (IP). 5g bandinio (pasveriama 0,001g tikslumu)
patalpinama ] reakcijos celg. Oksidacijos temperatira palaikoma 120°C, o deguonies slégis
0,5MPa (5 bar). Indukcinis periodas gaunamas oksidacijos kinetikos kreivés ltzio taske.

2.10. Ekstrakty antimikrobiniy savybiy tyrimai

Su patogeniniais mikroorganizmais buvo dirbama II klasés biologinés saugos kabinoje —
TELSTAR bio II Advanced (Telstar, Spain). Terpiy sterilizavimui naudojama autoklavas —
,,Certoclav EL 12/18* ( Berger, Danija). Méginiy susmulkinimui buvo naudojamas Smasher™
(bioMerieux, France), méginiai skirti smulkinimui buvo dedami j specialius maiselius - Bag Page
+ microperforated filter 400ml (Interscience, Pranciizija). Méginiy suplakimui mégintuvéliuose
buvo naudojamas maiSytuvas VWR 115/230V Power Unit (VWR International Eurolab S.L.,
Barselona, Ispanija). Mégintuvéliy ir Petri 1éksteliy inkubavimui buvo naudoti termostatai
SHELLAB SL-1535“ (Medwow, Ispanija).

2.10.1. Difuzijos agare metodas

Augaly ekstrakty EE-z, EE-Il, VE-Z, VE-I, EE-g, VE-g poveikis bakterijy paderméms buvo
tiriamas difuzijos agare metodu aprasytu Ashafa, A.O.T. ir kt. [45] su tam tikrais pakeitimais
apraSytais toliau tekste. Tyrimams buvo pasirinktos bakterijos, kurios dazniausiai randamos Zalioje
mésoje. Eksperimentas vykdomas patogeny laboratorijoje, antiseptinémis sglygomis.

IS Saldiklio paimamos parinktos kultiiros. Jos séjamos j paruo$tas ir suzymétas Petri
lekstelése esancias terpes. Séjama su kilpele. LékStelés pagal bakterijy riis; paskirstomos |
atitinkamus termostatus ir laukiama 24 val, kol uzaugs bakterijos. ISaugusi izoliuota kolonija
jsodinama j mégintuvélj su paruosta skysta terpe be agaro ir laikoma per naktj atitinkamuose
termostatuose. Eksperimento dieng, kiekvienas mégintuvélis, kuriame yra iSauge mikroorganizmai
yra suplakamas ir paimama 100ul, kuris su pipete jvedamas j 1§ vakaro paruoStas agaro bazes
suzymétose Petri lektelese ir iSlyginamas lazdele. Sustingus turiniui lékStelése yra padaromos
skylés ir 0,2 g/ml augaly ekstrakty koncentracijos jvedamos j terpes. 17 paveikslélyje pateikiama

eksperimento schema.

Q Q Inkubacija Inkubacija Agaro bazé I skylutes jvedami

24val. 16-18val. ekstraktai (30uL)

17 Pav. Difuzijos agare eksperimento schema
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Augaly ekstrakty antimikrobinés medziagos difuzijos biidu sklinda j terpe ir kontaktuoja su
testuojamu organizmu. Gautos slopinimo zonos skersmuo iSmatuojama milimetrais ir pagal
skersmenj galima nuspresti ekstrakty antimikrobiniy savybiy stipruma. P.C.A., NAI, MRS, TSA,
BHI, MH, BP, Columbria — tai agarai, terpés, kuriose atitinkamai nuo jy sudéties ir inkubacijos
temperatiiros, auga tam tikri mikroorganizmai, pateikti 7 ir 8 lenteléje.

Difuzijos agare metodui, pasirinkty bakterijy sgraSas, su jy augimui tinkan¢iomis agaro
terpémis bei inkubacijos temperatiiromis pateikiamos 7 lenteléje.

7 lentelé. Difuzijos agare metodui naudoti mikroorganizmai ir jy augimo salygos

.. Per naktj
Bakt .. .
:u ?;;JOOS Inkubacijos laikoma
Mikroorganizmai Numeris tegr A temperatiira, | mikroorgamizmo | Agaro bazé
P °C augimo terpé
(agaras) RO
meégintuvélyje
E.Coli Cect 99 37
E.Coli Cect501 37
St.Aureus Cect 25923 NAI 37 BHI (b) MH
St.Aureus Promise30 37
B.Cereus Cectl47 30
L.Mesenteroides 119CN19 30
L.Mesenteroides Cect396 30
_ MRS MRS (b) MRS
W.Viridescens Cect283 30
W.Virisdescens Cectl44 30
P.Putida Cect 324 TSA 26 TSA (b) TSA
Listeria imocia Cect 910 37
BHI(b) MH
B.Thermosphacta Cect847 BHI 26
Salmonella 9B9 37
Y.Enterocolica Cect 354 37 MH
S.Sonnei Cect 853 BHI 37 BHI (b)
C.Jenuni* Cect496 42 Columbia
C.Perfringers* Cect376 37 TSA

*Speciali atmosfera. C. Jenuni — mikroaerofiliné atmosfera. C. Perfringers — anaerobiné atmosfera.
(b) — skysta terpé, be agaro.

2.10.2.Ekstrakty antimikrobiniy savybiy tyrimas mésos sultyse
Eksperimento metu patikrinama mésos sul¢iy, mésos suléiy su St. Aureus S6 koncentracija
mikrofloros, bei antimikrobinés VE-g ir VE-g ekstrakty savybés. 18 paveikslélyje pateikiama

eksperimento schema.
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Malta jautiena + ringerio tirpalas (1:10)

Smulkinimas

[Efiltruotos mésos sultys

. v } . v .

be priedy su VE-Z SuVE-g su .5t durens 10° su St dwrens 10840 sy St Aurews 108 1ir
®) ekstraktu ekstrakty (S6) VE-Z ekstraktu VE-g
(VE-Z) (VE-g) (S6+VE-I) (S6+VE-g)
Laikoma 6°C temperatfiroje
Mikrobiologing analizé

» Mezofiliniy aerobiniy bakterijy skaitivs
o St Aureus bakterijy skaitius
18 Pav. Ekstrakty antimikrobiniy savybiy tyrimo mésos sultyse eksperimento schema
Pasveriama 10g maltos jautienos farSo j specialy plastikinj maiSelj su filtru, jpilama 90ml

ringerio tirpalo ir gerai susmulkinama Stomacher aparate. Gautos issifiltravusios mésos sultys
paskirstomos j 6 mégintuvélius po 10ml. Paruo$iami 6 mégintuvéliai su bandiniais: kontrolé (K),
mésos sultys su 10% VE-Z ekstraktu (VE-Z), mésos sultys su VE-g ekstraktu (VE-g), mésos sultys
su St. Aureus 108 ksv/ml (S6), mésos sultys su St. Aureus 10° ksv/ml ir 10% VE-7 ekstraktu (VE-
7) ir mésos sultys su St. Aureus 10° ksv/ml ir 10% VE-g ekstraktu (VE-g).

St. Aureus S6 koncentracijos paruo$imas

Eksperimentui buvo naudojamos 4 skirtingos St.Aureus padermés: St.Aureus 25923,
St.Aureus 103, St.Aureus 30, St.Aureus 10. Sios padermés buvo pasétos | NAI leksteles ir
inkubuojamos, po 24 val. i§ kiekvienos Petri 1¢€kstelés paimama izoliuota kolonija ir pasé¢jama j i$
anksto paruostus 4 mégintuvélius su 10ml BHI(b) ir laikomos inkubatoriuje 16-18 val. (6 lentelé)

Po 16-18 val islaikyty mégintuvéliy turinys, kuriy koncentracija yra 10%° ksv/ml yra gerai
iSmaiSomas ir kiekvieno atskirai iSmatuojamas optinis tankis, tuomet pagal formule (1)
suskaiciuojamas reikalingas kiekis mililitrais i§ $io mégintuvélio ir ringerio tirpalo kiekis mililitrai
pagal (2) formule.

x,ml = % * 10 1)

X — reikalingas kiekis mililitrais i§ tBHI (b) mégintuvéliy su St.Aureus

O.T. — optinis tankis

Ringerio tirpalo kiekis,ml = 10 — x 2
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Reikiami kiekiai pipete supilami j sterilizuota buteliuka ir tirpalo koncentracija yra 108
ksv/ml. Atliekami tolimesni skiedimai: 100ul i§ sterilizuoto buteliuko supilami j 10ml mésos
suléiy, gaunama 10° ksv/ml koncentracija. 19 paveikslélyje pateikiama St. Aureus (S6) 10° ksv/ml

koncentracijos paruosimo schema.

Ringenio
tirpalas

g

St Aureus 30

1010 St Aureus 10
i, —= ]
ksv/ml St. Aureus 25923 |

St Aureus 103

e

108

100l 5.55 ksv/ml

19 Pav. St. Aureus (S6) 10° ksv/ml koncentracijos paruo§imo schema

Bandiniy ¢émimo laikai tO (i§ karto paruoSus méginius), t1 (po 5 val.), t2 (po 9 val.), t3 (po
24 val.), t4 (po 32 val.), t5 (po 48 val.).

BP agare aptinkami uzaugg St.Aureus mikroorganizmai, P.C.A. agare — suskai¢iuojama
mezofiliniy aerobiniy bakterijy skai¢ius, nustatantis bendrg mikrobiologing tar$g maisto produkte.

Patikrinimui ar koncentracija paruosta teisingai, t0 bandinio émimo metu, i§ sterilizuoto
buteliuko, kuriame koncentracija 10® ksv/ml, atliekamas laipsniskas skiedimas j paruoitus
mégintuvelius su 9ml. ringerio tirpalu. IS -6 skiedimo, su pipete 100puL mégintuvélio turinio
supilama j Petri 1ékstele su BP agaru, iSlyginama lazdele ir inkubuojama termostate (7 lentelé).

Eksperimento metu, kiekvieno méginio émimo metu, 1ml kiekvieno bandinio skiedziama
ringerio tirpiklyje ir laipsniSkai skiedziant, paruosiamos pasirinktos koncentracijos. Tuomet i$
atitinkamy skiedimy su pipete imama po 1ml ir supilama j Petri 1ékstele ir uzpilama 20ml P.C.A.
agaru, tuomet lI€kstelés turinys gerai sumaiSomas. BP terpei, su pipete imama po 100uL kiekvieno
méginio ir supilama j i§ anksto paruostas léksteles su BP agaru, méginys agaro pavirsiuje tolygiai
paskirstomas lazdele. Lékstelés inkubuojamos atitinkamose temperatiirose termostatuose (7
lentelé). Po méginio paémimo jie laikomi 6°C temperatiiroje.

Pra¢jus inkubavimo laikui suskaiCiuojamas l¢kstelése iSaugusiy mikroorganizmo kiekis.

Tuomet pagal formulg (3) suskai¢iuojamas kolonijas sudarantys vienetai mililitre (ksv/ml):
ksv k

ml vXx10% "’ )
k — suskaic¢iuoty kolonijy kiekis;
v — ] 1ékstele jvesto méginio tiris, ml;

X — skiedimo laipsnis;
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Suskai¢iuojamas deSimtainis logaritmas log10 (ksv/ml), kadangi eksperimentas kartojamas
du kartus, iSvedamas vidurkis ir braizoma grafiné priklausomybé, nuo eksperimento méginiy
émimo dieny. Taip pat suskai¢iuojama standartinis nuokrypis, kuris pavaizduojamas grafike.

2.10.3. Ekstrakty antimikrobinis tyrimas mésoje

Eksperimento metu patikrinamas VE-g ekstrakto antimikrobinés savybés jautienos farSe.
Paruosiami penkios skirtingos mésos kukuliy po 5g partijos: malta mésa su 10% duonos
dzitivéséliy (KD), malta mésa su 10% VE-g ekstraktu (VE-g), malta mésa su St. Aureus 108 ksv/ml
ir duonos dzitivéseliais (S6+KD), malta mésa su St. Aureus 10° ksv/ml ir 10% VE-g ekstraktu
(S6+VE-Q). Eksperimentas vykdomas D0 (méginiy paruosimo dieng), D3, D4, D5 (treéig, ketvirtg
ir penktg dieng po méginiy paruosimo) tuo paciu laiku. Eksperimento tvarka analogiska 2.10.2.
eksperimentui, tik antimikrobinis aktyvumas patikrinamas pries$ 4 skirtingus mikroorganizmus. 20

paveikslélyje, pateikiama eksperimento schema.

Malta jautiena
kontrolé su duonos su VE-g su St ureus 105+ su St Awreus 108 ir
dZilivésiais (VE-z) duonos diifivésiais VE-z
{KD) (56+KD:I (56+\'1E-g}
Laikoma 6°C temperatiiroje

Mikrobiologiné analizé
» Nezofiliniy aerobinim bakterijy skaifius
& 5t Aupeus bakterijy skaifius
» Pasudomonas bakterijy skaifius
» Pienariigiiés bakterijos bakterijy skaicius
20 Pav. Ekstrakty antimikrobinio tyrimo mésoje eksperimento schema
Kiekvieno bandinio émimo metu atlieckama mikrobiologiné analizé, 8 lentel¢je pateikti
lekStelése tiriami ir skai¢iuojami mikroorganizmai, atitinkamos jy terpés, inkubavimo
temperatiiros ir laikas. Skai¢iavimai ir duomeny apdorojimas analogiskas 2.10.2. eksperimentui.

8 lentelé. Mikrobiologiniai parametrai

Mikroorganizmo Inkubavimo laikas,

Mikroorganizmai Temperatara, °C

augimo terpé (agaras) val

St. Aureus BP 37 48
Mezofiliniai aerobiniai P.C.A. 30 72
Pseudomonas Pseudomonas agaras 30 24
Pienartigstés bakterijos MRS agaras 30 72
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Ekstrakty ir frakciju iSeigos

Atliekant ekstrakcijg Soksleto ir ASE aparatu pasveriami naudojamos zaliavos kiekiai bei
rotaciniame garintuve iSdziovinty ekstrakty kiekiai. Gaminant vandeninius ekstraktus, pasveriama
naudojama zaliava ir liofilizuotas ekstraktas. Tuomet apskaiciuojama iSdziovinty ekstrakty iSeiga.
21 paveikslélyje pateikiamos ekstrakty iSeigos.

Atliekant ekstrakcijg dalijamajame piltuve su dviem nesimaiSanciais tirpikliais,
eksperimento pradzioje pasveriamas ME-g; ekstrakto kiekis bei gauty, sukoncentruoty HF-g, EF-
g, EAF-g ir liofilizuotos VF-g kiekiai, tuomet apskaiGiuojamos gautos iSeigos. Sios iSeigos
pateikiamos 22 paveikslélyje.

30

26,57 25,85

25

19,26
20 1827 “ ¥ 7 141 17,66 17,94

ME-gl VE-? VE-| VE-g EE-# EE-| EE-g AE-g ME-g2
Ekstraktai

21 Pav. Ektrakty iSeigos

40 35,58

8,08

HF-g EF-g EAF-g VF-g
Frakcijos
22 Pav. Frakcijy iSeigos

Gaminant ekstraktus i§ Grindelia squarrosa zaliavos, didziausia iSeiga pasiekiama ekstrakta
gaminant ASE aparatu su metanolio tirpikliu - 26,57 % (ME-g1), 0 acetoninio ekstrakto iSeiga
maziausia — 5,69% (AE-g). O ME-g: ekstrakto frakcijos didziausia iSeiga yra vandeninés frakcijos
— 35,58% (VF-g). Tuo tarpu gaminant ekstraktus i§ Fagopyrum esculentum ziedy ir lapy, iSeigos
skyrési labai nezymiai, tac¢iau vandeniy ekstrakty iSeigos (VE-z, VE-I), atitinkamai 18,27% ir
19,26% yra Siek tiek didesnés nei etanoliniy (EE-z, EE-I) — 17,66% ir 17,94%.

36



3.2. Cheminés sudéties nustatymas ir aktyviy junginiy identifikavimas

UESCh-Q-TOF metodu buvo nustatyti, kokie junginiai yra grikiy lapy ir ziedy bei
geltonosios grindelijos ekstraktuose. Junginiai buvo identifikuojami pagal apskaiciuota
molekulinio jono formule, molekuling jono mase¢, UV spektrg bei sulaikymo laika. Ekstrakty ir
frakcijy bei standarty chromatogramos pateikiamos 1 priede.

3.2.1. Junginiy identifikavimas grikiy lapy ir Ziedy ekstraktuose

Grikiy lapuose ir zieduose buvo identifikuoti 9 fenolinai junginiai: fenolinés riigstys (chino,
chlorogeno, kavos, galo), flavonoidai (katechinas, kvercetinas), flavonoidy glikozidai (rutinas,
kvercitrinas), kumarino glikozidas (skopolinas), ir triterpenas (skvalenas). 9 lenteléje parodytas
junginiy pasiskirstymas EE-l, VE-I, EE-Z ir VE-Z ekstraktuose.

9 lentelé. Identifikuoty junginiy pasiskirstymas grikiy lapy ir ziedy ekstraktuose

— 2] %]

= E| o 2 2 | S 7|73 o 2|5 3 S 3 kS

= = = = o o B = = = [

= 2| £ om O »m o » ) S o» Q = 5] ) S =

c ~ an [+ an e o0 ~—~ [+ o0 @ ~—~~ > > ~—~ > ~—~ o

< =] 1 ! 1 X 1 © o) (o2} X o
EE-I + + + + + + + - + -
VE-I| + + + + + + + + - +
EE-z + + + + + + + - + -
VE-Z + + + + + + + + - +

Ekstrahentai (vanduo ir rektifikuotas etilo alkoholis), netur¢jo didelés jtakos skirtingy
junginiy iSsiekstrahavimui, tadiau etanoliniuose ekstraktuose (EE-l ir EE-z) identifikuojamas
kvercitrinas, o vandeniniuose (VE-I ir VE-z) kvercetinas. Taip pat tik VE-I ir VE-Z ekstraktuose
buvo identifikuotas skvalenas.

Remiantis Xiaohua, Li ir kt [28] tyrimais, lapuose ir zieduose buvo identifikuoti tie patys
junginai: rutinas, ir chlorogeno rugstis. Kvercetinas buvo identifikuotas tik Zieduose, o kavos ir
galo rugstys tiek Zieduose, tiek ir lapuose.

Kalinova, Jana ir kt [27] identifikavo ir i$skyré, keturis svarbiausius junginius grikiy
antZeminéje dalyje: a-tokoferolj, ruting, skvaleng ir epikateching ir steb&jo jy pasiskirstyma
2004m. ir 2005m. augalo dalyse priklausomai nuo auginimo sglygy (temperatiira, krituliy kiekis,
augalo brandos periodas), o kitame savo tyrime Kalinova, Jana ir kt [47] nustaté katechino,
kvercetino ir izokvercitrino junginiy pasiskirstymg grikiy augalo dalyse priklausomai nuo augalo
brandos (prie§ zydéjima, zydéjimo ir nuémimo laikotarpiu) ir auginimo mety — 2004 ir 2005.
Rezultatai parode, kad tiek skirtingi metai, tiek augalo brandos periodas turi didelg jtaka junginiy

kiekiams zieduose ir lapuose, pavyzdziui 2005 mety grikiy lapuose katechinas visai nebuvo
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aptiktas. Rutino kiekiai augalo lapuose ir zieduose priklauso tik nuo auginimo temperatiiros, o tuo
tarpu skvaleno kiekis stipriai priklauso nuo krituliy kiekio, temperatiiros ir gaunamos saulés
kiekio.

Sie tyrimai galéty paaiskinti, kodél EE-l, EE-Z, VE-I, VE-Z ekstraktuose nebuvo aptikta tam
tikry junginiy, kurie buvo aptikti jau minétuose tyrimuose ir identifikuota keletas naujy junginiy —
chino ragstis ir skopolinas. Tai fenoliniai junginiai, kurie pasizymi antioksidacinémis savybémis.

10 lenteléje, pateikiami identifikuoty junginiy duomenys: sulaikymo laikas, jono formulé,
molekuliné jono masé ir molekuliné masé.

10 lentelé. Identifikuoty junginiy EE-l, EE-z, VE-Z, VE-| ekstraktuose duomenys

Identifikuotas | Sulaikymo Molekuliné Molekuliné UV spektrai,
junginys laikas, min Jono formulé jono masé masé nm
1 0,7 C7H1u10s 191,0561 192,1672 242-325
2 2,7 C7Hs0s 169,0142 170,1204 242-325
3 33 Ci16H170g 353,0878 354,3096 242-325
4 4,2 Ci16H170g 353,0875 354,3097 -
5 4,3 CoH704 179,0569 180,1572 242-325
6 5,0 C15H1306 289,0712 290,2683 -
7 6,1 C27H29016 609,1444 610,5184 254-354
8 6,4 C21H10011 447,0931 448,3778 -
9 7,0 C1sHqe0O7 301,0363 302,2363 254-366
10 8,6 CsoHag 409,2364 410,7184 -

3.2.2.Junginiy identifikavimas geltonosios grindelijos ekstraktuose ir frakcijose

Grindelijos augale identifikuoti 7 junginiai: fenolinés rtigstys (chlorogeno, chino, 3,5-
dikafeoilchino, (5Z,11a,13E)-11-Hidroksi-9,15-dioksoprosta-5,13-dien-1-oik riigstis), kumarinai
(skutelarinas), flavonoidas (5,7-dihidroksi-3,4,5-trimetoksi-flavonas, 3,7,4¢-tri-O-
metilkvercetinas). Junginiy identifikavimui taip pat buvo praleista keletas junginiy standarty:
chlorogeno ir 3,5-dikafeilchino riigstys, kuriy sulaikymo laikai atitinkamai buvo — 1,7 min ir
2,6min., kurie sutapo su sulaikymo laikais augalo ekstraktuose. 11 lentel¢je parodytas junginiy
pasiskirstymas VE-g, EE-g, ME-g:, HF-g, EA-g, EAF-g, AE-g ekstraktuose.

Junginiy pasiskirstymas priklauso nuo ekstrahenty, jy koncentracijos ir poliskumo. Siuo
atveju tirpikliy poliSkumas nuo didziausio iki maziausio yra: vanduo, metanolis, etanolis,
etiloacetatas, acetonas, eteris, heksanas. Daugiausia junginiy identifikuota VE-g, EE-g, ME-Q:
ekstraktuose, kur ekstrakcijoms buvo panaudoti poliskiausi tirpikliai, o maziausiai junginiy

identifikuota HF-g frakcijoje, atitinkama heksanas maziausiai poliSkas ekstrahentas.
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11 lentelé. Identifikuoty junginiy pasiskirstymas geltonosios grindelijos ekstraktuose ir frakcijose
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VE-g + + + + +
EE-g + + + + + + -
ME-g; + + + + + + -
HF-g - - - + + - +
EF-g - - - + - + +
EAF-g - - + + + + +
AE'g - - - - + + +

Slawomila, Nowakas ir kt. [11] aptiko Grindelijos lapy ir ziedy ekstraktuose 11 fenoliniy

rugsciy ir tyre jy pasiskirstyma bei kiekius augale. Cheminé sudétis priklauso nuo augalo auginimo

vietos ir salygy, todél Grindelia squarrosa tirtame augale identifikuotos tik 5 fenolinés ragstys.

Terpenai tai aromatiniai angliavandeniliai, gaunami dazniausiai i$ spygliuociy augaly arba

identifikuojami eteriniuose aliejuose[48][49], tac¢iau Timermann, N. Barbara ir kt. [50] Grindelia

squarrosa lapy ir ziedy dichlormetano ekstrato frakcijose identifikavo ne tik flavonoidus, bet ir

terpenus. Siuo atveju Grindelia squarrosa ekstraktuose nebuvo aptikta terpeny ar jy dariniy.

12 lentel¢je, pateikiami identifikuoty junginiy duomenys: sulaikymo laikas, jono formule,

molekuliné jono ir junginio masé.

12 lentelé. Identifikuoty junginiy duomenys

Identifikuotas | Sulaikymo Jono Molekuliné Molekuliné )
junginys laikas, min formulé jono masé masé UV spektral
11 0,7 C7H1106 191,0562 192,1671 242-325
12 1,7 Ci16H1709 353,0885 354,3093 242-325
13 2,4 C21H17012 461,0713 462,3602 -
14 2,7 CasH24012 515,1203 516,4514 242-325
15 4,5 Ci18H1507 343,0827 344,3159 -
16 4,9 C20H2706 363,1804 364,4338 254-366
17 5,6 C20H290s 349,2012 350,4497 -
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3.2.3. Ekstrakty analizé auksto efektyvumo skys¢iy chromatografija ir 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo laisvuoju radikalu
Realaus laiko ECSh-DPPH metodo esmé tokia, jog antioksidantai, esantys ekstrakte
sureaguoja su DPPH* radikalu ir toje vietoje, kur iSeina aktyvus junginys, gaunama neigiama
absorbcija. Vienu metu uzraSomi du UV spektrai — ekstrakto ir ekstrakto su DPPH*. 23
paveikslélyje pateikiama ME-g1 ECSh UV ir DPPH?® realaus laiko chromatogramos, su pazymeétais
aktyviais junginiais.
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23 Pav. ECSh UV ir DPPH- realaus laiko ME-g: chromatogramos

I$ gautos chromatogramos matyti, kad didziausia neigiama absorbcija gauta apie 19 ir 32
minute ir sutampa su auks$ciausiomis ekstrakto smailémis. Nustatyta, kad $ios smailés atitinkamai
priklauso chlorogeno ir 3,5-dikafeilchino rtigstims, todél galima daryti i§vada, kad Sios rtigstys yra
radikaly sujunggjos. Sios dvi riigstys identifikuotos kaip radikaly sujungéjos ME-g: ir VF-g
ekstraktuose. EAF-g ir HF-g radikaly sujungéju identifikuota tik 3,5-dikafeilchino ragstis, EF-g
frakcijoje né viena i$ rig$ciy nebuvo aptikta. Likusios chromatogramos pateikiamos 2 priede.

3.2.4.Plonasluoksné chromatografija ant silikagelio plokStelés

Geriausias bioaktyviy junginiy skirstymas HF-g frakcijai buvo su tirpikliu, kurj sudaré 70%
etiloacetato ir 30% heksano . HF-g frakcijai atlickamas frakcionavimas silikagelio kolonoje, gauty
frakcijy aktyvumas patikrinamas panaudojus silikagelio ploksteliy analize. Nustatyta, kad
aktyviausios ir bendrais junginiais pasizymincios fazeés yra 5-11, jos apjungiamos ir iSgarinamos,
naudojant vakuuminj-rotacinj garintuvg BUCHI R-114 (Buchi labortechnik AG, Konstanz,
Sveicarija).
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I$ 5-11 frakcijy paskai¢iuota iSeiga, kuri yra — 16,4 %. Toks kiekis, kuris buvo gautas po
frakcionavimo, nebuvo pakankamas toliau suplanuotiems tyrimams vykdyti, todél tolesniuose
tyrimuose $i surinkta frakcija nebuvo panaudota.

3.3. Antioksidacinés ekstrakty ir frakcijuy savybés

3.3.1.Ekstrakty ir frakcijy antioksidacinio aktyvumo nustatymas 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazilo laisvojo radikalo sujungimo metodu

Absorbcijos pokycCio reiksmés naudojamos standartinis antioksidantas — troloksas,
kalibracinei kreivei sudaryti ir tiriamo junginio DPPH*® radikaly sujungimo aktyvumas
iSreiskiamas kaip standartiniam antioksidantui ekvivalentiSka koncentracija. Kuo maziau
antioksidanto masés daliy reikia, kad sumazinti pradinés DPPH® koncentracijos radikalo
absorbcijg 50%, tuo ekstrakto antioksidacinés savybés yra stipresnés.

Sudaroma grafiné DPPH®* radikalo tirpalo su metanoliu priklausomybé nuo optinio tankio
(kalibraciné kreivé), kuri pateikiama 3 priede. Sudaromi kiekvieno ekstrakto ir frakcijos grafikas
ir apskai¢iuojamas ECso dydis. Rezultatai pateikiami 13 lenteléje.

Pagal ECso dydj, galima daryti i§vadas, jog geriausiomis antioksidacinémis savybémis
pasizymi EE-| ir EE-Z ekstraktai, atitinkamai 0,0152mg/ml ir 0,0149mg/ml, kuriy ECso dydis yra
mazesnis ir uz standartinio antioksidanto trolokso, kurio ECso buvo gautas — 0,0632mg/ml.

3.3.2. Ekstrakty ir frakciju antioksidacinios aktyvumo nustatymas 2,2'-azino-bis-(3-

etilbenztiazolin-6-sulfono ragsties) metodu

TEAC apskaiCiuojamas 1§ grafiky, Siuo atveju kuo didesné¢ trolokso ekvivalento
antioksidaciné galia, tuo stipresnémis antioksidacinémis savybémis pasizymi ekstraktas.

Sudaroma grafiné trolokso koncentracijos priklausomybé nuo sujungimo galios (kalibraciné
kreivé), kuri pateikiama 3 priede. Sudaromi kiekvieno ekstrakto ir frakcijos grafikas ir
apskaiciuojamas TEAC dydis. Rezultatai pateikiami 13 lenteléje.

Geriausiomis antioksidacinémis savybémis pasizymi EE-I ir EE-Z ekstraktai, kuriy TEAC
dydziai atitinkamai 11,98 (mmol Trolokso/g) ir 12,25 (mmol Trolokso/g).

3.3.3. Oksipreso metodas

Indukcinis periodas parodo riebaly oksidacijos lygj, kuo jis didesnis, tuo oksidacinés
ekstrakto savybés didesnés. Oksipreso rezultatai gaunami kreivése, 1§ kuriy nustatomas IP.
Kontrolé buvo naudojamas Premium ,,Daumanty‘ majonezas be E ir iSmatuotas jo IP yra 1,87val.

ir jo grafikas pateikiamas 24 paveikslélyje.
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24 Pav. Oksipresu uzraSyta kontrolinio bandinio oksidacijos kinetikos kreivé
4 priede pateikiamos ekstrakty ir frakcijy oksipresu uzraSytos oksidacijos ir kinetikos ir
indukcinio periodo nustatymo kreivés. Didziausias IP buvo EE-Z ir EE-1 ekstrakty, atitinkamai
2,40val. ir 2,50val., o maziausias ME-g1 -1,19val. Lik¢ rezultatai pateikiami 13 lenteléje.
13 lentelé. DPPH*, ABTS ir oksipreso metody rezultatai

Ekstrakt_(? arba DPPH* ABTS Oksipresas
frakcijos TEAC (mmol
L ECso (mg/ml) IP, val
pavadinimas Trolokso/g)
ME-g: 2,4902 1,57 1,19
VE-z 0,3215 6,21 2,18
VE-I 0,7926 5,56 2,34
VE-g 1,2754 4,49 2,24
EE-z 0,0152 11,98 2,40
EE-I 0,0149 12,25 2,50
EE-g 2,4369 4,58 2,31
AE-g 2,7117 1,47 1,72
ME-g. 2,4061 1,53 -
EF-g 2,6525 0,78 1,98
EAF-g 3,0256 0,91 1,54

Visy metody rezultatuose, stipriausig antioksidacinj aktyvumg parodé EE-l, EE-Z ir VE-Z ir
VE-I ekstraktai, tai galéjo nulemti jy sudétyje, esancios fenolinés ragstys. Olszewska, A. Monika
ir kt. [51] ABTS metodu iSmatavo kavos riigsties, galo ruigsties, kvercetino, katechino TEAC
(mmol Trolokso/g) dydzius, kurie atitinkamai yra— 10,37, 22,36, 12,41, 9,51. Etanoliniy ekstrakty
antioksidacinés savybés didesnés galimai dél to, jog sudétyje yra kvercetino, kurio TEAC didesnis

uz katechino junginio, kuris i$siekstrahavo vandeniniuose ekstraktuose. EE-l ir EE-Z ekstrakty
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antioksidacinés savybés yra netgi stiprenés uz sintetiniy antioksidanty: BHA, BHT ir TBHQ, kuriy
TEAC atitinkamai lygts 7,09 mmol Trolokso/g, 2,56 mmol Trolokso/g, ir 6,01 mmol Trolokso/g
[51].

Geltonosios grindelijos ekstraktai, nepasizyméjo geromis antioksidacinémis savybémis.
ME-g:, VE-g, EE-g ekstraktuose iSsiekstrahavo trys fenolinés riigstys, tad ekstrakty antioksidacinis
stiprumas $iek tiek didesnis uz AE-g ekstraktg, kuriame identifikuota tik viena fenoliné rtgstis.

3.4. Mikrobiologiniai tyrimai

3.4.1.Difuzijos agare metodas

Augaly ekstrakte, esancios antimikrobinés medziagos geba difunduoti | terpes ir sgveikauti
su Petri 1¢kStelése Svieziai testui pasétais mikroorganizmais. Priklausomai nuo slopinimo zony
diametro, galima spresti augalo ekstrakto antimikrobiniy savybiy stipruma, todél Sias zonas
iSmatuojame.

25 paveikslélyje pateikiami difuzijos agare metodo rezultatai su St. Aureus ir Bacillus cereus

patogeniniais mikroorganizmais, kuriuose matomos slopinimo zonos.

25 Pav. Difuzijos agare metodo rezultaty pavyzdys su St. Aureus ir Bacillus cereus
Difuzijos agare rezultatai pateikiami lenteléje, esancioje 4 priede, su Kiekvienu ekstraktu
kiekvienam mikroorganizmui buvo atlikti trys pakartojimai, jei ekstraktas neparodo
antimikrobiniy savybiy, stulpelyje Zymima minusu (-), jei parodé pliusu (+) ir paraSomas
slopinimo zonos diametras.
14 lenteléje pateikiami susiaurinti rezultatai su bakterijomis, kurioms ekstraktai parodé

antimikrobinj poveikj, pateikiant slopinimo zonos diametro vidurkj su strandartiniu nuokrypiu.
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14 lentelé. Ekstrakty antimikrobinis poveikis (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje £SD, mm)

: s |

@ S
T @ 3 < <
[+ o — [72)
o £ v o 0 m n Q o - 2
s £ 2 3 2 9 S~ S © £ ~ c © £ o
S T 5 N 5 £ 2 3 2 & s 2 £ 5
< s |8 I S 3 B S 5 £ g LT g g
= a Hh O h o m O d O m O O O O O
EE-I 5,1+£0,6 2,6+0,3 2,3+0,6 n 0,7£0,3 6,3+£0,5 n
EE-Z 4,6+0,6 4,3+0,5 3,5+0,6 n 1,3+£0,2 7,5£1,0 n
EE-g 3,3+0,7 5,1+£0,4 2,4+0,6 1,2+0,2 2,34+0,3 22,04£2 2,1£0,2
VE-I 2,340,3 2,34+0,3 3,5+0.4 n 0,9+0,1 5,3£1,0 n
VE-z 3,8+£0,3 2,5+0,1 2,3+0,1 n 1,1+0,1 2,8+0,8 n
VE-g 5,5+0,5 4,5+0,4 1,8+0,8 0,6+0,3 1,7+0,3 24,6+3,0 1,7+£0,3

n — nebuvo slopinimo zonos

Geriausias antimikrobines savybes ekstraktai parodé prie§ St. Aureus, B. Cereus, B.

Thermosphacta, C. Jenuni mikroorganizmus. Pagal slopinimo zonos diametrus, galima galima

i§skirti VE-g ekstrakta, kaip turintj geriausias antimikrobines savybes.

Atsizvelgiant | rezultatus tolimesniems mikrobiologiniams tyrimams pasirenkamas St.

Aureus mikroorganizmas. Padaromas trumpas eksperimentas su 4 skirtingomis St. Aureus

padermémis ir VE-g ekstrakto skirtingomis koncentracijomis, tam kad nuspresti kokia ekstrakty

koncentracija naudoti tolimesniuose eksperimentuose. Rezultatai pateikiami 15 lenteléje,

nuspresta pasilikti prie pradinés koncentracijos 0,2g/ml.

15 lentelé. Skirtingy VE-g ekstrakty koncentracijy poveikis slopinimo zonos skresmeniui

0,2g/ml 0,1g/ml 0,05g/ml 0,025¢/ml 0,0125g/ml

+ + +

St.Aureus 10 7mm omm 0.2mm - -
+ + +

St.Aureus 30 10mm 3mm 0,5mm - -
+ + +

St.Aureus 103 11mm 7mm 1mm - -
+ + +

St.Aureus 25923 6mm Amm 0,5mm - -

3.4.2. Ekstrakty antimikrobiniy savybiy tyrimas mésos sultyse

Patikrinama S6 koncentracija, -6 skiedima, kolonijy skai¢ius — 61. Sis rezultatas patvirtina,

kad St.Aureus koncentracijy skiedimai buvo atlikti teisingai.
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St. Aureus
Atlikus skai¢iavimus BP agare, gaunamos K, VE-z; VE-g, S6; S6+VE-z ir S6+VE-g
priklausomybeés, pateiktos 26 paveikslélyje.
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26 Pav. Grafikas, parodantis St Aureus augimag bandiniuose

K, VE-z, VE-g bandiniuose yra apie 43% mazesnis St. Aureus Kiekis nei bandiniuose S6 ir
S6+VE-7, S6-VE-4. Si priklausomybé i§licka panasi visuose bandinio émimo laikuose. K ir S6,
esanciy St. Aureus kiekis beveik nekinta, matomas neZymus augimas.

Bandiniai su ekstraktais rodo didelj antimikrobinj aktyvuma. t3 laike, VE-Z yra 12,5%, 0
VE-g — 38,2% mazesnis St. Aureus kiekis nei K, o S6+VE-z yra 11,5% bei S6+VE-g — 39,5%
mazesnis St. Aureus kiekis nei S6. Daroma isvada, kad abu ekstraktai turi antimikrobinj aktyvuma
pries St. Aureus mikroorganizma, ta¢iau VE-Z ekstrakto aktyvumas yra nezymus, o VE-g — labai
stiprus. Todél tolimesniame tyrime su jautienos farSu buvo naudojamas tik VE-g ekstraktas.

Mezofiliniai aerobiniai mikroorganizmai

Atlikus skaiciavimus P.C.A. agare, gaunamos K, VE-zZ; VE-g, S6; S6+VE-z ir S6+VE-g

priklausomybés, pateiktos 27 paveikslélyje.
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27 Pav. Grafikas, parodantis mezofiliniy aerobiniy mikroorganizmy augima bandiniuose
Ekstrakty efektas matomas t3 laike ir tolygiai i$silaiko iki paskutinio bandinio émimo. VE-
g ir VE-Z bandiniuose mezofiliniy aerobiniy mikroorganizmy kiekis yra atitinkamai- 12% ir 8%

nei K, o S6+VE-g ir S6-VE-Z bandiniuose atitinkamai maziau 13,8% ir 7% lyginant su S6+KD.
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Zymaus mikroorganizmy augimo skirtumo, priklausanéio nuo jvestos St. Aureus koncentracijos i
meéginius nepastebéta. Daroma iSvada, kad ekstraktas VE-g pasiZzyméjo stipresnémis
antimikrobinémis savybémis.

3.4.3. Ekstrakty antimikrobinis tyrimas mésoje

Eksperimentui atlikti naudojamas Sviezias jautienos farSas. HN 26:2006 [52] teigia, kad
maisto produktuose, pateikiamuose rinkoje patogeniniy mikroorganizmy 25g arba ml neturi biti.

St. Aureus

Atlikus skaic¢iavimus BP agare, gaunamos KD, VE-g, S6+KD ir S6+VE-g priklausomybés,
pateiktos 28 paveikslélyje.
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28 Pav. Grafikas, parodantis St Aureus augimag bandiniuose

IS kontrolés (KD) linijos galime teigti, kad mésoje, esantis St. Aureus kiekis néra didelis ir
eksperimento metu, per 5 dienas beveik nesikeicia. Tai reiskia, kad mésa buvo Sviezia ir kadangi
laikymo temperatiira buvo 6°C .

D3 laiku VE-g yra 22% mazesnis St.Aureus kiekis, nei KD. Lyginant S6+KD ir S6+VE-g
linijas, pradinis St.Aureus kiekis zinoma yra toks pats, taciau jau D3 matome apie 36% St. Aureus
bakterijy kolonijy sumazéjimg bandinyje su ekstraktu, tai jrodo jog VE-g ekstraktas turi stipriy
antimikrobiniy savybiy prie$ St.Aureus.

D. Djenane ir kt. [34] atliko dviejy augaly L.angustifolia ir M. peperita eteriniy aliejy
antimikrobinj tyrima, prie§ St. Aureus mikroorganizma maltoje jautienoje. Eksperimentas buvo
vykdomas 9 dienas, bandiniai laikomi 9+1°C temperatiiroje. Bendras St. Aureus kiekis mésoje yra
9% didesnis, nei mano tirtame eksperimente, o kontroléje (maltoje jautienoje) mikroorganizmas
pradeda sparciai augti nuo 5 dienos, o eteriniai aliejai savo antimikrobinj aktyvumg parodo nuo
pat pirmos dienos ir jis nebekinta nuo 6 dienos. 9 dieng abiejy augaly ekstraktai lyginant su
kontrole, nuslopino St. Aureus augima net iki 32,22% . Tai nulémé eteriniy aliejy sudétyje, esantys

linalolo ir linolo acetato bei mentolio ir metiono junginiai.
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Pienariigstés bakterijos
Atlikus skai¢iavimus MRS agare, gaunamos KD, VE-g, S6+KD

r S6+VE-g
priklausomybés, pateiktos 29 paveikslélyje.
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29 Pav. Grafikas, parodantis pienartigs¢iy bakterijy augima bandiniuose

D4 matomas didZiausias pienartig§¢iy bakterijy kiekis bandiniuose. Bandiniuose su VE-g
ekstraktu pienartigs¢iy bakterijy yra 26,8% maziau, nei tg pacig dieng KD bandiniuose. O S6+VE-
g bandinyje, pienariig§¢iy bakterijy kiekis yra 24,14% maziau nei S6+KD méginyje. Tai parodo,
kad VE-g ekstraktas turi savybg slopinti pienartig§¢iy bakterijy augimag mésoje. Taip pat, pastebéta
sinergija tarp St. Aureus ir pienartigs¢iy bakterijy augimo, nes bandiniuose, kuriuose buvo jvesta
St.Aureus koncentracija, pienartig¢iy bakterijy skaicius buvo didesni nei tuose, kuriuose nebuvo,
pavyzdziui S6+KD bandinyje, pienartigs¢iy bakterijy skaiciuos yra 10,89% didesnis nei KD
bandiniuose.

Pseudomonas

Atlikus skaiciavimus PS agare, gaunamos KD, VE-g, S6+KD ir S6+VE-g priklausomybés,
pateiktos 31 paveikslélyje.
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31 Pav. Grafikas, parodantis Pseudomonas augima bandiniuose
Bandiniy su ekstraktu efektas matomas jau D3, D4 jis yra didziausias, o D5 islieka stabilus

ir vienodas kaip pries tai buvusia dieng. Lyginant KD ir VE-g kreives D4 dieng, Pseudomonas yra
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net 52,3% maziau VE-g bandinyje, 0 S6+VE-g net 60,4% mazesnis nei S6+KD. VE-g ekstraktas
slopino Pseudomonas bakterijy augima.

Mezofiliniai aerobiniai mikroorganizmai

Atlikus skai¢iavimus P.C.A. agare, gaunamos KD, VE-g, S6+KD ir S6+VE-g

priklausomybés, pateiktos 32 paveikslélyje.
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32 Pav. Grafikas, parodantis Mezofiliniai aerobiniai mikroorganizmy augimg bandiniuose

Didziausias efektas matomas D4. VE-g bandinyje mezofiliniy aerobiniy mikroorganizmy
kiekis yra mazesnis 20,1% nei KD, o S6+VE-g bandinyje maziau 18,6% lyginant su S6+KD.
Zymaus mikroorganizmy augimo skirtumo, priklausan¢io nuo jvestos St. Aureus koncentracijos j
meéginius nepastebéta.

Geltonosios grindelijos VE-g ekstrakto stiprus antimikrobinis veikimas, siejamas su jo
cheminé sudétimi. Lucarini, Rodrigo ir kt. [53] tyré Asteraceae Seimos augalg — Gochnatia pulchra
ir jos antimikrobines savybes prie§ patogeninius mikroorganizmus. Geriausius rezultatus
ekstraktai parodé pries St. Aureus, o $is aktyvumas buvo susietas su dviem junginiais — skutelarinu
ir 3,5-dikafeoilchino riigstimi. Sie du junginiai aptikti Grindelia squarrosa VE-g ekstrakte, tod¢l
daroma i$vada, kad skutelarinas ir 3,5-dikafeilchino riigstis galimai nulémé stipry VE-g ekstrakto

antimikrobinj aktyvuma prie§ St. Aureus patogeninj mikroorganizma.
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ISVADOS

1. Grikiy ziedy ir lapy, iSeigos skyrési labai nezymiai, taciau vandeniy ziedy ir lapy ekstrakty
iSeigos , atitinkamai 18,27% ir 19,26% yra Siek tiek didesnés nei etanoliniy — 17,66% ir
17,94%. Grindelijos ekstrakty, pagaminty i§ antzeminés augalo dalies, didziausia iSeiga
pasiekiama ekstrakta gaminant pagreitintos ekstrakcijos tirpikliu metodu su metanolio
tirpikliu - 26,57 % (ME-g1), o acetoninio ekstrakto iSeiga maziausia — 5,69% (AE-g). O
ME-g; ekstrakto frakcijos didZiausia iSeiga yra vandeninés frakcijos — 35,58% (VF-Q).
Grikiy lapuose ir Zieduose buvo identifikuoti 9 fenolinai junginiai: fenolinés riigstys (chino,
chlorogeno, kavos, galo), flavonoidai (katechinas, kvercetinas), flavonoidy glikozidai
(rutinas, kvercitrinas), kumarino glikozidas (skopolinas) ir triterpenas (skvalenas).
Grindelijos augale identifikuoti 8 junginiai: fenolinés riigstys (chlorogeno, chino, 3,5-
dikafeilchino, (5Z, 11a, 13E)-11-Hidroksi-9,15-dioksoprosta-5,13-dien-1-oik ragstis),
kumarinai (skutelarinas), flavonoidas (5,7-dihidroksi-3,4,5-trimetoksi-flavonas, 3,7,4¢-tri-
O-metilkvercetinas).

Grindelijos metanoliniame ekstrakte, pagamintame pagreitintos ekstrakcijos tirpikliu biidu,
vandens frakcijoje identifikuoti du aktyvias junginiai - chlorogeno ir 3,5-dikafeoilchino
rugstis. Heksano, tert-butilmetileterio frakcijoje identifikuota tik 3,5-dikafeoilchino ragstis,
0 etilo acetato frakcijoje aktyviy junginiy nebuvo identifikuota. Geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo grikiy lapy ir grikiy ziedy etanoliniai ekstraktai,
kuriy ECsg dydziai, atitinkamai 0,0152 mg/ml ir 0,0149 mg/ml, o TEAC — 11,98 (mmol
Trolokso/g) ir 12,25 (mmol Trolokso/g).

Geriausig antimikrobinj poveikj vandeniniai ir etanoliniai grikiy ziedy ir lapy bei grindelijos
ekstraktai parodé prie§s Staphylococcus Aureus patogeninj mikroorganizma. Stipriausiu
poveikiu prie§ §] mikroorganizma pasizyméjo geltonosios grindelijos ir grikiy Ziedy
vandeniniai ekstraktai.

Jautienos mésoje vandeninis geltonosios grindelijos ekstraktas, Staphylococcus Aureus
mikroorganizmo augimg tre¢ig bandymo dieng nuslopino 36%, tokj stipry antimikrobinj
veikima, galimai nuléme ekstrakte, esantys skutelarinas ir 3,5-dikafeoilchino riigstis.
Grikiy ziedy ir lapy etanoliniai ekstraktai po papildomy toksiSkumo tyrimy gali biiti
naudojami kaip natiiraltis antioksidantai maiste, nes tur¢jo didesnj antioksidacinj aktyvuma
nei sintetiniai antioksidantai, o Grindelijos vandeninis ekstraktas, galéty biiti panaudojamas,
kaip antimikrobinis agentas mésos produktuose pries Staphylococcus Aureus patogeninj

mikroorganizma.
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1 Priedas

Ekstrakty ir frakcijy bei standarty chromatogramos
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2 Priedas

ECSh UV ir DPPH- realaus laiko ekstrakty ir frakcijy chromatogramos
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2 Priedas
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3 Priedas

DPPH radikalo kalibraciné kreive ir ABTS kalibraciné kreivés
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4 Priedas
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