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1. IVADAS

Siuo metu stebima didéjanti jvairiy sveiky ir sveikatai naudingy maisto
produkty paklausa. Vis daugiau zmoniy domisi sveika gyvensena ir mityba.
Atliekama daugybé tyrimy ieSkant naujy vertingy produkty ar Siy junginiy
Saltiniy. Ypatingas démesys skiriamas natiralioms antioksidacinémis savybémis
pasizymin¢ioms medziagoms, kurias galime iSgauti i§ paciy jvairiausiy augaliniy
Saltiniy. Sie junginiai teigiamai veikia miisy sveikata, gali apsaugoti nuo jvairiy
susirgimy, kenksmingy junginiy poveikio. Vis didesnj susirfipinimg kelia jvairios
maisto gamybos ar apdorojimo metu susidarancios atlickos. Labai svarbu kaip
jmanoma labiau sumazinti kiekj $iy pramoniniy maisto atlieky, kurios daznai yra
tiesiog iSmetamos, kompostuojamos ar naudojamos pasary gamybai. Taikant
Siuolaikines augalinés zaliavos perdirbimo technologijas galima ne tik sumaZinti
$iy atlieky kiekj, bet ir i§gauti vertingus funkcinius junginius, kurie galéty bati
panaudojami jvariy maisto priedy ar funkcinio maisto gamyboje.

Vienos svarbiausiy Zmoniy mityboje yra griiddinés kultiiros. Kiekvienais
metais uzauginama apie 700 mln. tony kvieciy ir 15 mln. tony rugiy. Kvietiniai
produktai paplite visame pasaulyje, gaminiai i§ rugiy griidy dominuoja Siaurés
Europos Salyse. Perdirbant Siuos griidus gaunamas didelis kiekis Salutiniy
produkty — séleny. Kasmet susidaro apie 175 min. tony kvieciy ir 3,75 min. tony
rugiy séleny. Sis 3alutinis produktas daznai yra inaudojamas neefektyviai, nors
jame gausu jvairiy naudingy medziagy. Tai lyg gridy maistiniy medziagy
sandélis, kuriame itin daug maistiniy skaiduly, vertingy riebaly riigsciy,
antioksidanty, mineraly, vitaminy ir baltymy. Gaminant jvairiy vaisiy sultis lieka
didelis kiekis i$spaudy, kurios tiesiog kompostuojamos ar naudojamos paSary
gamybai. Taciau tokiose i§spaudose vis dar lieka didelis kiekis vertingy junginiy,
kurie galéty biti panaudojami didinti mtisy maisto produkty vertei arba gaminti
jvairiems funkciniams maisto priedams. Be to, augaluose esantys vertingi
komponentai veikia tik tada, kai suvartojamas pakankamas jy kiekis. Tadiau
vartojant Sviezius vaisius ar kitus komercinius produktus labai sunku pasiekti
reikiama koncentracija.

Sukoncentruoti  vertingiems junginiams galima taikyti skirtingas
ekstrakcijos technologijas. Populiaréja ekstrakcijos sistemos, veikian¢ios
padidinto slégio aplinkoje. Jos yra daug pranaSesnés uz sistemas, veikiancias
atmosferinio slégio aplinkoje. Sios sistemos lengvai valdomos, greitos,
dazniausiai reikia tik nedidelio kiekio tirpiklio. Norint pasiekti geriausius
rezultatus ir efektyviai iSnaudoti jrenginius reikia pasitelkti jvairius matematinio
modeliavimo metodus.

Siame darbe tirtos rugiy bei kvie¢iy séleny ir juodyjy serbenty isspaudy
panaudojimo bioaktyviyjy junginiy gamybai perspektyvos. Siy zaliavy
ekstrakcijai buvo pritaikyti didelio efektyvumo ekstrakcijos metodai:
superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu, ekstrakcija organiniais tirpikliais
padidinto slégio aplinkoje. Optimizuoti vykdomiems procesams buvo taikomas
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centriSkai kompozicinis planas ir pagal gautus duomenis sudaryti tiriamojo
atsako pavirsiai. Gautos jvairios bioaktyviyjy junginiy frakcijos ir jvertintos jy
savybés.

Darbo tikslas

Sukurti efektyvias biorafinavimo schemas, skirtas gridy sélenoms ir uogy
i$spaudoms perdirbti j vertingus funkcinius junginius taikant efektyvius didelio
slégio ekstrakcijos/frakcionavimo ir fermentinio apdorojimo metodus.

Darbo uZdaviniai:

1. Ivertinti, kaip rugiy ir kvieciy séleny ekstrakty iSeiga priklauso nuo daleliy
dydZio bei panaudoto tirpiklio.

2. Ivertinti, kaip rugiy ir kvieCiy séleny ekstrakty antioksidacinés savybés
priklauso nuo daleliy dydZio bei panaudoto tirpiklio.

3. Nustatyti optimalias rugiy séleny superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
parametry vertes, kad buty gauta didZiausig ekstrakto iSeiga. Jvertinti gauto
ekstrakto savybes.

4. Jvertinti rugiy séleny frakcionavimo galimybes taikant pakopinés ekstrakcijos
organiniais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje metodikg ir Siy ekstrakty
savybes.

5. Sudaryti juodyjy serbenty iSspaudy biorafinavimo schema taikant didelio
slégio ir fermentinés ekstrakcijos metodus.

6. Ivertinti gauty juodyjy serbenty iSspaudy ekstrakty savybes ir Siy ekstrakty
panaudojimo galimybes.

Mokslinis darbo naujumas

1. Pirma karta ekstrakcija organiniais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje buvo
pritaikyta bioaktyviyjy junginiy iSskyrimui i§ rugiy bei kvieCiy séleny ir
visapusiSkam jy antioksidaciniy savybiy jvertinimui. Be to, buvo reik§mingai
prapléstos mokslinés Zzinios apie rugiy séleny ekstrakcija, frakcionavimg ir
savybes, kadangi §i Zaliava yra daug maziau iStirta lyginant su kvie¢iy sélenomis.
2. Pirma kartg atliktas rugiy séleny lipofilinés frakcijos superkritinés ekstrakcijos
anglies dvideginiu optimizavimas ir tolimesnis zaliavos apdorojimas skirtingais
organiniais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje.

3. Pirma karta atliktas juodyjy serbenty iSspaudy lipofiliskos frakcijos
ekstrakcijos optimizavimas superkritinés ekstrakcijos sistemoje. Naujai
pritaikyta biorafinavimo koncepcija tolimesnése zaliavos apdirbimo stadijose
taikant ekstrakcijg organiniais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje ir fermenting
ekstrakcija.



Praktiné darbo verteé

Taikant Siuolaikinius ekstrakcijos bei biotransformavimo metodus galima
perdirbti Salutinius augalinés zaliavos perdirbimo produktus j itin vertingus
komponentus. Kadangi kiekviena medziaga turi tik jai savita biologing ir
cheming struktiirg, jvairiis biorafinavimo etapai turi buti pritaikomi individualiai
kiekvienai atskirai medzZiagai. Geriausias bioaktyviyjy junginiy iSskyrimo
efektyvumas pasiekiamas taikant didelio slégio ekstrakcijos sistemas kartu su
matematinio modeliavimo metodais. Darbe pirma karta parodyta galimybé
pagaminti rugiy ir kie¢iy séleny ekstraktus taikant pakoping ekstrakcijg
skirtingais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje. Kruops¢iai istirtos $iy ekstrakty
antioksidacinés savybés, nustatytos salygos, kurioms esant galime iSgauti
didZiausig $iy naudingy medziagy kiekj. Pirmag kartg atliktas iSsamus rugiy
séleny bei juodyjy serbenty iSspaudy superkritinés ekstrakcijos optimizavimo
eksperimentas. Nustatytos salygos, kurioms esant galime iSgauti didziausig
lipofilinés frakcijos kiekj. Siame tyrime pirma karta buvo pritaikytas tolimesnis
zaliavos apdorojimas padidinto slégio aplinkoje kartu su skirtingais organiniais
tirpikliais bei papildoma fermentiné ekstrakcija. Buvo optimizuoti svarbiausi
procesy parametrai, nuo kuriy priklauso ekstrakcijos efektyvumas ir naudingyjy
medziagy iseiga. Taikydami pakoping ekstrakcija, skirtingus metodus bei
naudodami skirtingus tirpiklius galime iSgauti didziajg dalj augalo bioaktyviyjy
junginiy. Po medziagos apdorojimo taikant biorafinavimo principa, joje lieka tik
minimalus kiekis vertingy junginiy, ir §i zaliava gali biti naudojama biokuro
gamybai. Darbe parodyta galimybé padidinti $iy perdirbimo procesy mastelj iki
pramoninio naudojant didesnius zaliavos kiekius.

Disertacijos struktira

Disertacija parasyta angly kalba. Ja sudaro simboliy ir santrumpy sarasas,
paveiksly ir lenteliy sarasas, jvadas, literatiiros apzvalga, tyrimy objektai ir
metodai, rezultatai ir jy aptarimas, i§vados bei naudotos literatiiros sgrasas (164
Saltiniai). Disertacijos apimtis — 104 p. aiSkinamosios dalies, 16 lenteliy ir 33
paveikslai.

Darbo rezultaty publikavimas

Disertacijos tema paskelbti 2 straipsniai Thomson Reuters WOS
pagrindinio saraso leidiniuose. Darbo rezultatai pristatyti 6 tarptautinése
konferencijose.

Ginamieji disertacijos teiginiai
1. Didelio slégio ekstrakcijos technologijos — ekstrakcija organiniais

tirpikliais padidinto slégio aplinkoje ir superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu
— gali buti taikomos vertingy medziagy iSgavimui i§ rugiy ir kvieéiy séleny.



Taikant centriskai kompozicinj plang gaunamas adekvatus atsako pavirsius, kuris
gali buti naudojamas rugiy séleny ekstrakcijos proceso parametrams optimizuoti.

2. Taikant biorafinavimo principg ir tinkamai parinkus ekstrakcijy,
vykstanéiy didelio slégio aplinkoje ar naudojant fermentus, metodus bei Siy
procesy parametrus galima efektyviai perdirbti juodyjy serbenty iSspaudas
iSgaunant vertingas bioaktyviasias medziagas.

Darbo schema

— Ekstrakcija organiniais Ekstrakty  i3eigos  ir
Rugiy ir kvieciy tirpikliais  padidinto  slégio antioksidacinio ~aktyvumo
sélenos aplinkoje (EOTPS) naudojant jvertinimas

heksana, acetona,

metanolj/vandenj.

SKE  ekstrakto  riebaly

~ ruogséiy analizé, ekstrakty
Rugiy sél SKE _ ekstrakcijos antioksidacinio  aktyvumo
ugiy selenos optlml'zawm‘as, B jvertinimas;
pakopiné liekanos ekstrakcija

) kietosios frakcijos
EOTPS = su ~ acetonu ir antioksidaciniy savybiy
etanoliu/vandeniu jvertinimas
SKE ekstrakcijos SKE  ekstrakto  riebaly
optimizavimas; rigsciy analizé, ekstrakty
- pakopiné liekanos ekstrakcija antioksidacinio  aktyvumo
Juodyjy serbenty EOTPS su etanoliu ir vandeniu- jvertinimas, oksidacinio
i§spaudos papildomas saliavos stabilumo jvertinimas;
apdorojimas naudojant kietosios frakcijos
fermentus antioksidaciniy savybiy
jvertinimas
Zaliava Apdorojimo metodai Analizés metodai

1 pav. Bendroji tiriamojo darbo schema
2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI
2.1. Tyrimy objektai

Tyrimams naudojome rugiy (Secale cereale) ir kvieciy (Triticum
aestivum) sélenas, kurias padovanojo AB ,,Kauno griidai. Sios sélenos buvo
laikomos sandariuose maiSuose, gerai védinamame, tamsiame kambaryje (20 °C
temperatiiroje). Sélenos buvo sumaltos rotoriniu smulkintuvu (8000 rpm) per 2
mm dydZio sietelj ir suskirstytos j skirtingas frakcijas naudojant skirtingo akuciy
skersmens sietelius: >1 mm, 1-0,5 mm, 0,5-0,23 mm, <0,23 mm. Sios skirtingo
dydzio dalelés buvo naudojamoOs pakopingje ekstrakcijoje padidinto slégio
aplinkoje kartu su organiniais tirpikliais.

Rugiy sélenos, naudotos optimizavimo eksperimentui su superkritiniu
anglies dvideginiu, buvo sumaltos rotoriniu smulkintuvu (8000 rpm) naudojant
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skirtingo skersmens sietelius. Taip gautos trys skirtingy daleliy dydziy frakcijos:
<0,2 mm, <0,5 mm, ir <1,0 mm.

Tyrimams naudotas $viezias juodyjy serbenty (Ribes nigrum) isspaudas
padovanojo vietiné jmoné ,,Obuoliy namai“. I§spaudos buvo liofilizuotos ir
sumaltos rotoriniu smulkintuvu (8000 rpm) naudojant 0,2 mm akuéiy dydzio
sietelj. Paruosti i$spaudy milteliai buvo laikomi sandariai uzdaryti stikliniuose
induose, tamsiame, vésiame ir sausame kambaryje.

2.2. Tyrimy metodai

purtykléje su tirpikliu) pagal standartinius AOAC metodus. Sie metodai buvo
skirti palyginti $iy ekstrakcijos procesy efektyvumui su eksperimentais, atliktais
padidinto slégio aplinkoje.

Rugiy ir kvieCiy sélenos ekstrahuotos pakopinés ekstrakcijos budu
padidinto slégio aplinkoje (EOTPS), naudojant didéjancio poliskumo tirpiklius.
Pirmiausia buvo naudojamas heksanas, tada acetonas, o galiausiai metanolio ir
vandens misinys (MeOH/H,0; 80:20 t/t). Buvo jvertinta kiekvieno panaudoto
tirpiklio jtaka ekstrakto iSgavimui ir nustatyta, kokia jtakg turéjo tiriamosios
medziagos daleliy dydis. Kiekvieno ekstrakto savybés jvertintos taikant jvairius
antioksidaciniy aktyvumo (AOA) tyrimy metodus. Norint atlikti i$§samy
medziagos antioksidaciniy savybiy jvertinimg, butina remtis keliais metodais.
Antioksidanty veikimas gali pasireiksti keliais mechanizmais: vandenilio atomo
atidavimas (radikaly suri§imo mechanizmas) arba elektrono perkélimas (radikalo
redukcija). Keliy AOA metody taikymas padeda geriau jvertinti Siuos
mechanizmus, ir taip galime tiksliau nustatyti, kokiomis specifinémis savybémis
pasizymi tiriamasis meéginys. Darbe buvo taikomi trys metodai: deguonies
radikaly suri§imo gebos nustatymas (ORAC arba L-ORAC (lipofiliniams
junginiams)), bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas (BFJK) ir vienas
radikaly suri§imo gebos nustatymo metodas (ABTS®" arba DPPH®).

Atlikus pirminj skirtingy grudy séleny jvertinima, buvo nuspresta
tolimesnius tyrimus vykdyti su rugiy sélenomis. Siy griidy produktai pla¢iausiai
paplit¢ Ryty Europos, Skandinavijos Salyse, ir ¢ia jy suvartojama didziausias
kiekis, todél lieka dideli kiekiai rugiy séleny. Eksperimento pradzioje buvo
jvertinta, kokig jtaka ekstrakcijos iSeigai turi dinaminés ekstrakcijos trukmé.
Kadangi didziausia iSeiga pirmojo eksperimento metu buvo gauta i§ smulkiausiy
daleliy, tai smulkiausios frakcijos (<0,2 mm) rugiy sélenos buvo panaudotos
ekstrakcijai su superkritiniu anglies dvideginiu (SKE). Visi SKE optimizavimo
eksperimentai atlikti naudojant 50 mL ekstrakcijos cele. Sis eksperimentas buvo
optimizuotas norint iSgauti didziausig lipofiliskos frakcijos kiekj. Procesas
optimizuotas taikant centriSkai kompozicinj plang (CKP) kartu su atsako
pavirSiaus metodologija (APM). Optimizuoti trys didZiausia jtaka ekstrakcijos
iSeigai turintys Kkintamieji: ekstrakcijos slégis, temperatira ir dinaminés
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ekstrakcijos trukmé. Visi kintamieji buvo optimizuoti penkiais lygiais, sudarytas
erdvés). Buvo jvertinta kiekvieno nepriklausomojo kintamojo ir jy saveikos jtaka
tiriamajam atsakui. Nustatytos optimalios salygos, kurioms esant galime gauti
didziausia lipofiliskos frakcijos kiekj. Optimalios salygos buvo patikrintos
bandomojoje jrangoje (10 L ekstrakcijos celé) su didesniu medziagos kiekiu.
Kad procesas buty efektyvesnis, statiné ekstrakcija (vykdoma prie$ dinaming
ekstrakcijg) buvo prailginta nuo 10 iki 30 min. Ekstraktas, i§gautas optimaliomis
salygomis, buvo  iStirtas  nustatant jo  antioksidacines  savybes
spektrofotometriniais metodais (L-ORAC, DPPH®, BFJK), taip pat nustatyta
riebaly rigséiy sudétis taikant dujy chromatografija su liepsnos jonizacijos
detektoriumi.

Atlikus SKE optimaliomis sglygomis iSekstrahuojama beveik visa
lipofiliska rugiy séleny dalis. Liekanoje, kuri gauta po ekstrakcijos, lieka jvairiy
naudingyjy medZiagy, kurias galime i$gauti panaudodami Kitus tirpiklius. Si
liekana toliau ekstrahuojama acetonu EOTPS sistemoje. Kadangi $ioje sistemoje
slégis iSlieka pastovus (10,3 MPa), svarbiausi parametrai $itoje ekstrakcijoje yra
ekstrakcijos temperatira ir trukmé, kol tirpiklis lieCiasi su ekstrahuojama
medziaga. Sie du parametrai buvo optimizuoti taikant CKP ir APM. Nustatytos
optimalios sglygos, kurioms esant galime pasiekti didZiausig iSeiga. Sios salygos
buvo taikomos tolimesnéje EOTPS ekstrakcijoje su kitu tirpikliu — etanolio ir
vandens miSiniu (70:30, t/t). Visos EOTPS ekstrakcijos vykdytos trim
pakopomis — tris kartus buvo tiekiamas $viezias tirpiklis. Optimizuojant EOTPS
su acetonu, buvo papildomai jvertintas nepriklausomyjy kintamyjy atsakas —
BFJK. Jis buvo i$reikstas tiek grynam ekstraktui, tiek sausai Zaliavai. Pritaikius
QUENCHER procedirg antioksidacinis aktyvumas nustatytas sausoje
medziagoje — liekanose po jvairiy ekstrakcijos etapy. Sis metodas parodo, kaip
keiciasi bioaktyviyjy junginiy kiekis sausoje medziagoje.

Optimizuotas biorafinavimo (pakopinés ekstrakcijos taikant skirtingus
tirpiklius) procesas buvo pritaikytas juoduyjy serbenty iSspaudy ekstrakcijai.
Liofilizuotos ir per smulkiausig sietelj (0,2 mm) sumaltos iSspaudos buvo
panaudotos optimizuoti SKE. Ekstrakcijos procesas buvo optimizuotas
pasitelkiant APM kartu su CKRP. Optimizuoti trys pagrindiniai nepriklausomieji
kintamieji: ekstrakcijos slégis, temperatira ir dinaminés ekstrakcijos trukme.
Pagal gautus rezultatus sudarytas matematinis modelis, patikrintas jo
adekvatumas, nustatyti svarbiausi proceso parametrai ir jy saveikos jtaka
tiriamajam atsakui. Optimalios sglygos (45 MPa, 60 °C, 120 min) patikrintos
naudojant didesne ekstrakcijos cele (500 mL) su didesniu tiriamosios medZiagos
kiekiu (150 g). Statiné ekstrakcija, kaip ir naudojant bandomaja jrangg su rugiy
sé¢lenomis, buvo prailginta iki 30 min. Liekana, likusi po lipofiliskos frakcijos
iSgavimo, buvo ekstrahuojama taikant EOTPS technologija. Pirmiausia buvo
ekstrahuojama etanoliu (70 °C), o véliau ir subkritiniu vandeniu (130 °C).
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Neapdorota zaliava ir méginiai po jvairiy ekstrakcijos etapy buvo papildomai
apdoroti naudojant fermentus Viscozyme L, bei CelluStar XL. Viscozyme L — tai
fermenty misinys, sudarytas i§ skirtingy karbohidraziy (arabinazés, celiulazés, -
gliukanazés, hemiceliulazés ir ksilanazés), o CelluStar XL — celiulazés ir
hemiceliulazés misinys. Apskaiciuota, kiek vandenyje tirpiy medziagy galime
i$gauti po jvairiy technologiniy etapy haudodami fermentus.

Juodyjy serbenty ekstrakte, gautame optimaliomis SKE salygomis,
nustatyta riebaly raig8¢iy sudétis taikant dujy chromatografija su liepsnos
jonizacijos detektoriumi, o tokoferoliy sudétis nustatyta taikant efektyviaja
skys¢iy chromatografija su fluorescencijos detektoriumi. Papildomai buvo
jvertintas $io aliejaus oksidacinis stabilumas taikant Rancimat ir Oxipress
metodus. Taikant kelias skirtingas metodikas (ORAC, L-ORAC, DPPH®,
ABTS®", FRAP, BFJK, QUENCHER) istirtos antioksidacinés savybés tiek
gautuose ekstraktuose, tiek juodyjy serbenty liekanose po skirtingy technologiniy
procesy etapy.

Visi eksperimentiniai matavimai atlikti bent tris kartus ir prie rezultaty
pateikiamas §iy matavimy vidurkis kartu su standartiniu nuokrypiu (SN).
Optimizavimo eksperimentai apdoroti statistine programa Stat-Ease Design
Expert 7.0. Vidurkiai ir reikSmingi skirtumai tarp jy jvertinti statistine programa
Statgraphics. Koreliacijos koeficientai nustatyti ir kiti papildomi skai¢iavimai
atlikti MS Excel programa.

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rugiy ir kviefiy séleny EOTPS ekstrakty iseiga ir antioksidacinés
savybés

Rugiy ir kvieCiy séleny antioksidacinis aktyvumas iki §iol nebuvo
nuodugniai istirtas. Ekstrakcija organiniais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje
dar niekad nebuvo taikyta $iy medziagy ekstrakcijai ir analizei. Rugiy sélenos
(RS), lyginant su kviec¢iy (KS), yra daug maziau paplitusios, todél Sios Zaliavos
tyrimy atlikta labai nedaug. Rugiy ir kvie¢iy sélenos buvo suskirstytos j kelias
skirtingas frakcijas pagal jy daleliy dydj ir ekstrahuotos taikant EOTPS bei
naudojant skirtingus tirpiklius, jy poliSkumo didéjimo tvarka. Naudoty procesy
efektyvumas jvertintas nustatant gauty ekstrakty antioksidacines savybes ir
taikant skirtingus antioksidaciniy savybiy tyrimy metodus.

3.1.1. Rugiy ir kvieciy séleny ekstrakcijos iSeiga

Rugiy ir kvieciy sélenos buvo ekstrahuotos naudojant skirtingus tirpiklius
ju poliskumo didéjimo tvarka: heksang (HE), acetong (AC) ir metanolio/vandens
misinj (MeOH/H,0) (1 lent.). Didesnis ekstrakto kiekis buvo gautas i§ RS
naudojant poliskg tirpiklj — MeOH/H,O. Daugeliu atvejy daleliy dydis buvo
reik§mingas parametras. Naudojant MeOH/H,O ir mazinant daleliy dydj
stebimas reikSmingas KS ekstrakto kiekio padidé¢jimas. Tokia pati tendencija
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stebima rugiy séleny ekstrakte, ekstrahuotame su heksanu. EOTPS technologija
néra tokia efektyvi, kad galéty visiSkai laisvai prasiskverbti per augalinés
zaliavos matrica — reikia didinti paviriaus plota.

1 lentelé. Rugiy ir kviegiy séleny EOTPS iseigos

Rugiy sélenos  Tirpiklis Iseiga, % I;‘;:ic;g Tirpiklis Iseiga, %
HE 2,25+0,02? HE 2,51+0,05°

>1 mm AC 0,93+0,05° >1 mm AC 1,19+0,02°
MeOH/H,0  9,89+0,01° MeOH/H,0  5,77+0,02°

HE 2,44+0,07° HE 2,65+0,07°

0,5-1 mm AC 0,92+0,01° 0,5-1 mm AC 1,24+0,01¢
MeOH/H,0  9,83+0,04° MeOH/H,0  5,61+0,07°

HE 2,61+0,04° HE 2.08+0,03°

0,23-0,5 mm AC 0,86+0,01° 0,23-0,5mm AC 0,94+0,01°
MeOH/H,0  9,96+0,04¢ MeOH/H,0  6,15+0,09°

HE 2,91+0,02° HE 2,29+0,03°

<0,23 mm AC 0,87+0,01° <0,23 mm AC 0,96+0,02°
MeOH/H,0 10,5610,0%9 MeOH/H,0 7,1110,07:

HE 2,90+0,08 HE 2,61+0,05

TrE ! ' a TrE ' ' a
(<0,23 mm) AC 0,88+0,03 (<0,23 mm) AC 0,88+0,03

MeOH/H,0 9,53+0,61° MeOH/H,0 5,93+0,10°
Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £ SN; raidés prie skaiciy tame paciame
stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp vieno tirpiklio ir skirtingo daleliy dydzio
(ANOVA, p <0,05).

3.1.2. Rugiy ir kvietiy séleny daleliu dydzio jtaka ekstrakty
antioksidaciniam aktyvumui

Visapusiskam tirty séleny antioksidacinio aktyvumo jvertinimui taikéme
skirtingus metodus antioksidaciniam aktyvumui nustatyti. Antioksidacinis
aktyvumas buvo iSreikStas tiek sauso ekstrakto masei, tiek sausos Zzaliavos
medziagos masei. Abu Sie parametrai suteikia vertingos informacijos
interpretuojant gautus duomenis. Vieni ekstraktai gali pasizyméti stipriomis
AOA savybémis, 0 jy iSgaunamas kiekis gali bati labai nedidelis.
Gali bati priesingai — kai ekstrakto aktyvumas yra mazas, O ekstrakto iseiga —
pakankamai didelé. AOA matavimy rezultatai pateikti 2 lenteléje.

BFJK reik§més svyravo pladiame intervale tiek ruginése (12,5+0,2—
53,0+0,1 mg GRE/g), tiek kvietinése sélenose (13,2+0,1-40,2+0,1 mg GRE/g).
Didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas acetono rugiy (iki 53+0,11 mg
GRE/qg) ir kvie¢iy (iki 40,2+0,1 mg GRE/qg) ekstraktuose. Naudojant metanolj
iSeiga yra pastebimai didesné, Sio tirpiklio miSinys buvo itin efektyvus i§
tirlamosios medziagos ekstrahuojant fenolinius junginius. Fenoliniy junginiy
kiekis, i§gautas naudojant MeOH/H,0 (0,83—1,42 mg GRE/g SM), buvo apie du
kartus didesnis lyginant su heksanu (0,31-0,68 GRE/g SM) ir apie 3 kartus
didesnis lyginant su acetonu (0,33-0,48 mg GRE/g SM).
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2 lentelé. Rugiy ir kvieciy séleny ekstrakty antioksidacinis aktyvumas: DPPH®, ABTS®*", ORAC isreiksti pM TE/g ekstrakto ir
uM TE/g SM tirtoje zaliavoje; BFJK isreik$tas mg GRE/g ekstrakto ir mg GRE/g SM tirtoje zaliavoje

Méginys Tirpiklis BFJK ABTS"" DPPH* ORAC
Ekstrakte SM Ekstrakte SM Ekstrakte SM Ekstrakte SM
Rugiy sélenos HE 22,8+0,05° 0,51% 34,0+0,03° 0,77 27,00,13¢ 0,61° 2166+0,21° 48,74
(>1 mm) AC 46,8+0,16° 0,43 113,7+0,12° 1,06° 54,5+0,16° 0,51% 2826+0,23° 26,28°
MeOH/H,0  14,4+0,11° 1,42° 198,4+0,13 19,62¢ 21,2+0,18° 2,09¢ 2131+0,31° 210,76°
Rugiy sélenos HE 23,810,152 0,58 32,240,16° 0,79 20,710,182 0,502 2188J_ro,33ab 53,38°
(051 mm) AC 51,7+0,15 0,48° 130,0+0,23° 1,20° 66,0+0,19 0,61 2861+0,31° 26,32°
' MeOH/H,0  14,4+0,18° 1,41° 162,30,19° 15,95° 18,7+0,11* 1,83 2146+0,37° 210,93
Rugiy sélenos HE 23,2»;0,095E 0,60° 32,2+0,07° 0,84; 19,3+0,12° 0,50 252410,43bb 65,89°
(02305 mm) AC 51,740,17 0,44° 136,4+0,15% 1,17 73,440,21° 0,63 2881+0,33° 24,78
' ' MeOH/H,0  12,8+0,15% 1,272 140,7+0,23" 14,01° 17,0+0,19° 1,69° 2155+0,40° 214,62°
Rugiy sélenos HE 23,5+0,16™ 0,687 29,6+0,09% 0,867 17,940,172 0,52° 2647+0,43° 77,02°
(<0,23 mm) AC 53,0+0,10° 0,46° 218,4+0,19° 1,90 85,5+0,21¢ 0,74° 2955:+0,26" 25,71°
' MeOH/H,0  12,5+0,19* 1,32° 89,9+0,23° 9,49 16,7+0,19° 1,77° 2210+0,33" 233,38°
Kvicgiy sélenos HE 18,7+0,10° 0,47° 36,8+0,05® 1,28° 27,00,11° 0,517 2564+0,26° 64,35°
(>1 mm) AC 34,0+0,16° 0,40° 81,3+0,11° 0,97% 36,7+0,17° 0,44% 2173+0,28° 25,86°
MeOH/H,0  14,4+0,09° 0,83 89,9+0,13° 747 24,9+0,10° 1,442 2049+0,36° 118,222
Kuietin sélenos HE 16,5+0,07° 0,44° 48,6+0,07° 1,29° 12,5+0,10° 0,33° 2635+0,32° 69,83°
© 5—1qmm) AC 37,1+0,17° 046°  127,5+0,17° 1,58° 51,9+0,22° 0,64°  2325%0,21° 28,83’
' MeOH/H,0  15,7+0,11° 0,88 157,2+0,19° 8,82° 26,6+0,18° 1,49 2074+0,38° 116,34°
Kviegiy sélenos HE 14,8+0,13° 0,317 36,5+0,097 0,76° 8,9+0,03" 0,18 2673+0,31° 55,59
(0.23-0,5 mm) AC 40,2+0,06° 0,38° 160,7+0,19° 1,51° 61,7+0,24° 0,58° 2448+0,29° 23,01°
' ' MeOH/H,0  16,5+0,16° 1,01¢ 209,9+0,21° 12,91° 27,3+0,11° 1,68° 2128+0,29" 130,88°
Kvicéiy sélenos HE 13,4+0,13° 0,317 22,5+0,09° 0,52 4,4+0,01° 0,10° 2673+0,40° 61,22°
(<0,23 mm) AC 34,2+0,06° 0,33 190,8+0,19¢ 1,83¢ 71,2+0,22¢ 0,68¢ 2787+0,31¢ 26,75°
' MeOH/H,0  13,2+0,14% 0,94° 212,3+0,22¢ 15,09 28,0+0,13¢ 1,99 2259+0,38° 160,63°

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés = SN; raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje nurodo reik$mingus skirtumus tarp vieno tirpiklio ir
skirtingo daleliy dydzio (ANOVA, p < 0,05). SM: sausoje medziagoje; HE: heksanas; AC: acetonas; MeOH/H,O: metanolis/vanduo (80:20 %).



Rugiy séleny DPPH® radikaly suri$imo geba kito nuo 16,77+0,19 iki
85,5040,21 uM TE/g, o kvietiy sélenose nuo 4,4+0,0 iki 71,2+0,2 uM TE/g.
ISreiskus Siuos dydzius sausajai medziagai atitinkamai gauti Sie rezultatai:
0,50-2,09 ir 0,10-1,99 uM TE/g SM. Naudojant metanolj buvo i§gautas
didziausias DPPH® radikalg suriSanciy junginiy kiekis i§ rugiy (1,69-2,09
UM TE/g SM) bei kvie¢iy (1,44-1,99 uM TE/g SM) sé¢leny. Kvie¢iy séleny
ekstraktai pasizyméjo mazesne RSG nei rugiy sélenos. ABTS®" radikalo
suriS§imo geba kito dar didesniame intervale: RS — 29,6+0,1-218,4+0,2; KS —
nuo 22,5+0,1 iki 212,3+0,2 puM TE/g. Sie rezultatai patvirtino, jog
didziausias radikalus suri$anciy junginiy kiekis yra i§gaunamas naudojant
MeOH/H,0 (RS iki 19,62 uM TE/g SM; KS iki 15,09 uM TE/g SM).

Matuojant ORAC vertes tarp ekstrakty, iSgauty skirtingais tirpikliais,
nebuvo uzfiksuota tokiy dideliy skirtumy. ORAC reikSmés rugiy sélenose
svyravo nuo 2131,4+0,3 iki 2955,7£0,3 ir nuo 2049,2+0,4-2787,1+0,3 uM
TE/g kvie¢iy sélenose. Didesni veréiy svyravimai uzfiksuoti perskaiciavus
AOA sausoms sélenoms (RS: 25,71-233,38 uM TE/g SM; KS: 23,0-160,63
MM TE/g SM). Pastebéta ta pati tendencija — MeOH/H,O buvo efektyviausias
tirpiklis i§gaunant bioaktyviuosius junginius.

3.1.3. Daleliy dydzio jtaka bioaktyviyju junginiy iSgavimui i§ rugiy ir
kviefiy séleny

Atliekant ekstrakcija, medziagos daleliy dydis yra vienas i§ svarbiausiy
parametry. Kai dalelés smulkesnés, jy pavirSiaus plotas yra didesnis, tirpiklis
gali lengviau pasiekti ekstrahuojamas medziagas, o Sios gali lengviau pereiti
i§ vienos fazés j kitg. Ekstrakcijos proceso efektyvumas priklauso tiek nuo
zaliavos savybiy, tiek nuo parinkto tirpiklio. Daleliy dydis turi bati
parenkamas individualiai kiekvienai skirtingai Zaliavai. Siame darbe buvo
tirtos keturiy skirtingy frakcijy medziagos dalelés: >1 mm, 0,5-1,0 mm,
0,23-0,5 mm ir <0,23 mm.

Daleliy dydis daugeliu atvejy neturéjo pastebimos jtakos matuojant
BFJK ekstrakte, taciau i§ 2 lentelés nustatyti reikSmingi skirtumai tarp tam
tikry dydziy. Pateiktuose rezultatuose galime rasti labai jdomiy
priklausomybiy: buvo nustatyti reik§mingi skirtumai tarp RS heksano
ekstrakty BFJK, taciau néra jokios priklausomybés nuo daleliy dydzio. KS
heksano ekstrakty BFJK kiekis mazéjo didéjant daleliy pavirSiaus plotui
(mazinant daleliy dydj). Tokius skirtumus tarp RS ir KS gali lemti jy
skirtingos struktiiros bei sudéties ypatybés. ABTS®" radikaly suridimo gebos
rezultatai atskleidzia jdomias S§iy skirtingy tiriamyjy medziagy savybes.
Rugiy séleny AC ekstrakty ABTS®' radikaly suridimo geba didéja nuo
113,7£0,1 iki 218,4+0,2 uM TE/g, kai daleliy dydis mazéja, taciau
MeOH/H,O ekstraktuose — aktyvumas mazé&jo nuo 198,4+0,1 iki 89,9+0,2
uM TE/g. Kadangi visos ekstrakcijos buvo atliekamos pakopomis (naudojant
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ta pacig zaliava), o MeOH/H,O0 tirpiklis buvo panaudotas paskutinis, galime
teigti, jog esant mazesniam daleliy dydziui AC geba iSekstrahuoti daugiau
RSG pasizyminéiy junginiy. Liekanoje po ekstrakcijos lieka maziau junginiy,
kurie véliau galéty biti i$skiriami panaudojus MeOH/H,0. Panasi tendencija
gauta naudojant DPPH® radikalg, tadiau ¢ia skirtumai yra maZzesni. Kvie¢iy
séleny AC ekstrakto RSG didéjo mazéjant daleliy dydziui matuojant keliais
radikaly suriimo metodais (ABTS®", DPPH®). Didesni skirtumai tarp RS ir
KS matyti ekstrahuojant MeOH/H,O. Skirtingai nei RS, RSG metanolio—
vandens ekstraktuose didéja mazéjant daleliy dydziui. Tokie skirtumai gali
atsirasti dél skirtingy rugiy bei kvieCiy séleny matricy ir juose esanciy
tirpiyjy antioksidanty sudéties. Maziausio daleliy dydzio KS heksano
ekstraktas pasizyméjo maziausia radikaly suriSimo geba, ir ji didéjo didéjant
daleliy dydziui. Tokia pati tendencija matoma ir RS méginiuose, tik skirtumai
¢ia kiek maZesni. Daleliy dydis bei tirpiklio tipas ORAC reik§méms neturéjo
labai didelés jtakos. Didziausiu deguonies radikalo suri§imo aktyvumu
pasizyméjo ekstraktai, iSgauti i§ smulkiausios frakcijos.

3.1.4. Bendras antioksidacinis aktyvumas ir gauty rezultaty koreliacija

Bendras visy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas yra pateiktas 2
paveiksle. Sios reik§més buvo gautos sudéjus visy ekstrakty (gauty
skirtingais tirpikliais) AOA, nustatyta tam tikru metodu. I$ §io grafiko puikiai
matyti, jog didziausiu BFJK pasizyméjo rugiy sélenos (2,31-2,47 mg GAE/g
SM), o kvieciy sélenose $is kiekis buvo pastebimai mazesnis (1,58-1,78 mg
GAE/g SM). Taciau daleliy dydis neturéjo reik§mingos jtakos BFJK (2 pav.,
a). Rugiy sélenose bendra RSG matuojant ABTS®" metodu sumazéjo nuo
21,45 iki 12,25 uM TE/g SM mazéjant daleliy dydziui (2 pav., b). Visiskai
prieSinga priklausomybé nustatyta kvieCiy sélenose — ¢ia RSG didéjo nuo
9,72 iki 17,44 uM TE/g SM. Sie rezultatai parodo, kokios skirtingos yra
rugiy ir kvieciy séleny antioksidacinés savybés, kurios daugiausiai priklauso
nuo specifiniy junginiy ir nuo jy kiekio tiriamojoje méginio matricoje. Gauti
duomenys aiSkiai parodo, kaip svarbu parinkti tinkama medziagos
susmulkinimo laipsnj. RSG, matuojant DPPH®, buvo labai panasiis visuose
tirtuose bandiniuose, nebuvo nustatyti jokie reikSmingi skirtumai. Rugiy
sélenose §is dydis svyravo nuo 2,82 iki 3,21 uM TE/g SM, o kvieciy sé¢lenose
buvo kiek mazesnis — 2,39-2,77 uM TE/g SM. Siy tyrimy metu buvo
naudojami skirtingo poliSkumo tirpikliai, pradedant nuo heksano, kuriame
tirpsta lipofiliski junginiai, ir baigiant MeOH/H,O, kuriame geriau tirpsta
hidrofilinémis savybémis pasiZymintys antioksidantai. Rugiy séleny
ekstraktuose, lyginant su KS, nustatytas didesnis ORAC aktyvumas (2 pav.,
c). Didziausias deguonies radikaly suri§imo efektyvumas nustatytas
ekstraktuose, gautuose i§ smulkiausios rugiy ir kviediy séleny frakcijos.
Anks¢iau kity autoriy atlikti tyrimai tik patvirtina tokia priklausomybe.
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2 pav. Bendras rugiy ir kvieciy séleny antioksidacinis aktyvumas, iSreikstas kaip: BFJK suma

(a); ABTS®" ir DPPH?" radikaly suri§imo gebos suma (b); deguonies radikalo suri§imo gebos
ORAC suma (c); 1 - RS >1 mm; 2-RS 0,5-1 mm; 3-RS 0,23-0,5 mm; 4 - RS < 0,23 mm; 5

—KS>1mm; 6 -KS 0,5-1 mm; 7 -KS 0,23-0,5 mm; 8 — KS < 0,23 mm
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Sio eksperimento metu buvo taikomos 4 skirtingos AOA nustatymo
metodikos, naudojami 4 skirtingi daleliy dydziai bei 3 skirtingo poliskumo
tirpikliai. Gautas didelis kiekis duomeny, todél norint maksimaliai i$naudoti
AOA tyrimy rezultatus skirtingomis metodikomis gauti duomenys buvo
palyginti tarpusavyje, ir nustatyti jy koreliacijos koeficientai (3 pav.).
Antioksidacinj aktyvuma iSreiskus sausos medziagos masei skirtingi metodai
gali labai gerai koreliuoti tarpusavyje (0,907-0,99 RS ekstraktams;
0,843-0,965 KS eckstraktams). Kai antioksidacinis aktyvumas i$reiskiamas
sausai ekstrakto masei, koreliacijos tampa daug sudétingesnés. Koreliacijos
koeficientai tarp BFIJK-ABTS®", BFIK-DPPH® ir ABTS*—DPPH® yra
teigiami ir arti vieneto — §ie metodai puikiai koreliuoja. Taciau koreliacijos
koeficientai su ORAC metodu néra tokie pastoviis. BFIK—-ORAC (0,924) ir
DPPH*-ORAC (0,854) vertés rodo gerg koreliacijg tarp rugiy séleny tyrimuy,
taciau kvieciy séleny tyrimuose §i koreliacija yra daug silpnesné: atitinkamai
0,1 ir 0,15. Koreliacijos koeficientai tarp ABTS*'—ORAC rugiy sélenose
buvo 0,191, o kviediy sélenose net neigiama -0,396. Sie rezultai atskleidzia,
kokia skirtinga AOA pasizymin¢iy junginiy sudétis yra rugiy ir kvieciy
sélenose.

17 B Rugiy sélenos B Kviediy sélenos

3

.

BFJK-ABTS++ BFJK-DPPHe BFJK-ORAC ABTS++-DPPH+ ABTS*+—ORAC DPPH:-ORAC
Palyginamos antioksidacinio aktyvumo metodikos

Koreliacijos koeficientas

-0.5 -

BRugiy sélenos  BKvieciy sélenos

= =
E - -

BFJK-ABTS++ BFJK-DPPHe BFJK-ORAC ABTS*+-DPPH+ ABTS++-ORAC DPPH--ORAC
Palyginamos antioksidacinio aktyvumo metodikos

Koreliacijosléoeficientas
o

3 pav. Koreliacijos koeficientai tarp skirtingy antioksidacinio aktyvumo matavimo
metody, taikyty skirtingy rugiy ir kvieéiy frakcijy savybéms jvertinti; virSuje — g
ekstrakto; apacioje — g sausos medziagos
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3.2. Rugiy séleny SKE optimizavimas taikant APM su CKRP

Anks¢iau atlikty eksperimenty metu nustatyta, jog naudodami EOTPS
i§ kvieciy ir rugiy séleny galime iSgauti vertingus ekstraktus, pasizymincius
sveikatai naudingomis antioksidacinémis savybémis. EOTPS ekstrakcija yra
daug greitesné ir efektyvesné nei atmosferinio slégio aplinkoje vykdomos
ekstrakcijos. Taciau taikant §j metoda ir norint gauti sausa ekstrakta reikia
pasalinti tirpiklj, o tam reikia papildomy sanaudy (laiko, energijos, reikalinga
papildoma jranga). Norint gauti grynesnius ekstraktus galima taikyti
superkriting ekstrakcija anglies dvideginiu.

Atlikus literattiros apZzvalga nustatyta, jog su rugiy sélenomis naudojant
SKE sistema atlikta nedaug tyrimy. Didzioji dalis tyrimy buvo orientuoti j
siekj iSgauti frakcija, kurioje bty didelis kiekis alkilrezorcinoliy, taciau jokiy
optimizavimo eksperimenty iki $iol nebuvo atlikta. APM ir CKP pritaikymas
leidZia efektyviai atlikti optimizavimo eksperimentg ir gali labai padidinti
proceso efektyvumg. Misy grupéje ankséiau atlikti eksperimentai tik
patvirtino §j teiginj, kadangi naudojant optimalius parametrus galima labai
padidinti lipofiliskos frakcijos iSeiga. Tinkamai parink¢ parametrus galime
pasiekti didziausig rugiy séleny lipofiliskos ekstrakcijos iSeiga, o zaliava
apdoroje kitais metodais galime padidinti tirpiyjy medziagy iSeiga (4 pav.).

H Rugiy sélenos (<0,2 mm) |

Superkritinés ekstrakcijos CO, optimizavimas Riebaly rugstiy
taikant APM su CKP. Ekstraki _sud_éns;_ )
Optimalios salygos: 55 MPa, 60 °C, 120 min ] straktas B> antioksidacinis
I3eiga: 2,49+0,01 g/100 g SM aktyvumas
Liekana

Ekstrakcijos padidinto slégio aplinkoje su acetonu Antioksidacinis
optimizavimas taikant APM su CKP. aktyvumas
Optimalios salygos: 130 °C, 41 min;ISeiga:
1,96+0,11 g/100 g SM

Liekana

i

Ekstrakcija padidinto slégio aplinkoje su

etanolio/vandens miSiniu; iSeiga: Ekstraktas
16,86+1,20 /100 g SM.
Liekana

4 pav. Rugiy s¢leny biorafinavimo schema

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas QUENCHER metodu
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3.2.1. Rugiy séleny SKE optimizavimas

Eksperimento pradzioje buvo gauta ekstrakcijos Kinetikos kreive, kuri
suteikia daug naudingos informacijos apie vykstanéius termodinaminius
procesus (5 pav.). Kinetinés kreivés buvo nubraizytos taikant tris skirtingus
ekstrakcijos slégius (15, 35, 55 MPa) ir pastovia ekstrakcijos temperattrg (70
°C). Puikiai matyti, jog esant mazesniam slégiui (15, 35 MPa) didZioji dalis
ekstrakto yra i§gaunama per pirmasias 30 min. Taikant didZiausig bandyta
slegi (55 MPa) ekstrakto kiekis laipsnisSkai didéja ir beveik pasiekia
termodinamine pusiausvyra 90—120 min nuo dinaminés ekstrakcijos pradzios.
Nuspresta, jog dinaminés ekstrakcijos trukmés optimizavimo intervalas bus
60-120 min.

) /'/’?7—4
_ 2
g -——a——=
215
= o ° . °
Eﬂ v v v 2 4
g 1 —o— LE [15 MPa, 70 °C]
% 05 —&— LE [35 MPa, 70 °C]
' —e— LE [55 MPa, 70 °C]
0 —a— PE [55 MPa, 70 °C]
0 30 60 90 120 150 180 210

Dinaminés ekstrakcijos trukmé, [min]

5 pav. Ekstrakcijos iseigos priklausomybé nuo dinaminés ekstrakcijos trukmés (LE —
laboratorinio dydZio ekstraktorius su 50 mL cele, PE — pusiau pramoninis
ekstraktorius su 10 L cele). Santykinis standartinis nuokrypis (SSN) nevirsijo 10 %

Ankstesniy eksperimenty su EOTPS metu nustatyta, jog rugiy ir
kvieéiy séleny daleliy dydis turéjo reikSmingg jtakg ekstrakcijos iSeigai. Pries
CKP optimizavima buvo patikrinta, kokia jtaka rugiy séleny daleliy dydis turi
ekstrakcijos iseigai taikant SKE. Ekstrakcija buvo atliekama tokiomis
salygomis, kurios buvo ankséiau taikytos ekstrahuoti rugiy sélenoms Kituose
tyrimuose (35 MPa ir 70 °C). Sitomis saglygomis buvo gauta maksimali iseiga
— 3,26 9/100 g SM, taciau Siame eksperimente buvo naudojamas papildomas
tirpiklis — etanolis. Ekstrahuodami skirtingo dydzio frakcijas be
modifikatoriaus nustatéme, jog didZiausig iSeigg (2,44+0,01 g/100 g SM)
galime pasiekti naudodami smulkiausias daleles (<0,2 mm). Iseiga
ekstrahuojant kitas frakcijas buvo: 2,03+0,01 g/100 g SM naudojant <0,5 mm
frakcija ir 1,95+0,01 g/100 g naudojant <1 mm frakcija. Smulkiausia frakcija
buvo naudojama tolesniuose eksperimentuose.
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3 lentelé. CKP parametry vertés ir rugiy séleny SKE ekstrakcijos rezultatas: 1-8
eksperimentiniai bandymai, 9-14 bandymai zvaigzdiniuose taskuose ir 14-20
bandymai plano centre

Eil. Ekstrakcijos Ekstrakcijo§ Dinaminés Iseiga, g/100
nr. slégis, MPa temperatiira, C ekstrakcijos trukme, g DW
1 25 30 60 1,43+0,05
2 55 30 60 1,67+0,09
3 25 70 60 1,85+0,04
4 55 70 60 2,16+0,05
5 25 30 120 1,68+0,04
6 55 30 120 1,92+0,09
7 25 70 120 2,03£0,02
8 55 70 120 2,49+0,01
9 14,77 50 90 1,49+0,09
10 65,23 50 90 2,16+0,06
11 40 16,36 90 1,53+0,07
12 40 83,64 90 2,27+0,09
13 40 50 39,55 1,70+0,07
14 40 50 140,45 2,23+0,05
15 40 50 90 2,06+0,05
16 40 50 90 2,13+0,04
17 40 50 90 2,18+0,02
18 40 50 90 2,08+0,03
19 40 50 90 2,20+0,08
20 40 50 90 2,08+0,08

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN.

SKE optimizavimo rezultatai pateikti 3 lenteléje. Buvo pritaikyta APM
su CKRP optimizuojant tris svarbiausius nepriklausomuosius kintamuosius:
ekstrakcijos slégj, temperatiirg ir dinaminés ekstrakcijos trukme. Visi
eksperimento kintamieji buvo optimizuojami penkiais lygiais, ir buvo gautos
atsako pavirsiaus kreivés (6 pav.). Sios kreivés parodo, kaip atskiri kintamieji
ir tam tikra jy sgranka veikia musy tiriamajj atsaka — lipofiliskos frakcijos
iseiga. Sie grafikai gauti viena kintamajj fiksuojant eksperimentinio plano
centre, o kitus du kintamuosius kei¢iant plano erdvéje ir taip numatant galima
iSeigg. Trimaciai grafikai (3D) leidzia aiSkiai stebéti, kaip kinta misy
tiriamasis atsakas varijuojant nepriklausomuosius reakcijos kintamuosius.
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a) Pastovus ekstrakcijos slégis, [40 MPa]
Ekstrakcijos temperatiiros ir dinaminés trukmés jtaka

ISeiga. [g/100 g SM]

110

100

.
Ekstrakcijos trukmé, [min] 50 W

60 30

—=

40 Temperatara, [°C]

b) Pastovi ekstrakcijos temperatiira, [50 C]
Ekstrakcijos slégio ir dinaminés trukmés jtaka

80 35
Ekstrakcijos trukmé, [min] 70 " 5eo %0 Slégis, [MPa]

c) Pastovus dinaminés ekstrakcijos laikas, [90 min]
Ekstrakcijos slégio ir temperatiiros jtaka

6 pav. Rugiy séleny SKE atsako pavir$iaus kreivés, parodancios ekstrakto i$eigos
priklausomybg nuo optimizuojamy parametry

Pirmame grafike (6 pav., a) galime matyti, kaip kei¢iasi ekstrakto
iSeiga, kai ekstrakcijos slégis yra pastovus (40 MPa), o kiti parametrai
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(temperatiira ir trukmé) keiciasi. Temperatiros pokytis turi daug didesng
itakg nei dinaminés ekstrakcijos trukmé. Ekstrakcijos laiko prailginimas nuo
60 iki 120 min leidzia padidinti ekstrakto kiekj tik apie 10 %, 0 temperatiiros
padidinimas nuo 30 iki 70 °C padidina ekstrakto iseiga ~30 %. Panasi
tendencija matoma ir antrame grafike, kai fiksuotas parametras yra
temperatira (50 °C) (6 pav., b). Ekstrakcijos trukmés prailginimas nuo 60 iKi
120 min sukélé tik nezymy i8eigos padidéjima (0,3 %), o padidinus reakcijos
slégj nuo 25 iki 45-55 MPa ekstrakto kiekis padidéjo tik apie 0,4 %. IS Sio
grafiko matyti, kad reakcijos slégio didinimas 45-55 MPa ribose turi labai
nedidele reiksme lipofiliskos frakcijos iseigai. Nustatyta, jog reakcijos slégis
bei temperatira yra du svarbiausi ekstrakcijos proceso parametrai, o §iy
parametry tarpusavio sgveikos efektus galime pamatyti paskutiniame grafike
(6 pav., c). Abiejy nepriklausomyjy parametry veréiy padidéjimas lemia
ekstrakto i$eigos padidéjimg. Esant aukstai temperatarai (70 °C), ekstrakcijos
slégio padidinimas nuo 25 iki 55 MPa sukelia apie 0,5 % ekstrakto prieaugj.
Panasia priklausomybe galime pamatyti, kai yra taikomas maksimalus slégis
(55 MPa) ir didinama temperatira. Didéjant reakcijos slégiui ir temperatiirai
didé¢ja tirpiklio tankis, o kartu ir difuzija i tiriamosios medziagos matrica. Be
to, taikant didesne temperatiirg padidéja rugiy séleny aliejaus gary slégis, o
tai palengvina Sios frakcijos iS§gavima. Esant mazesniam slégiui (<35 MPa),
temperatiiros padidéjimas gali sukelti tirpiklio tankio sumazéjima, o tai gali
sumazinti taikomo proceso veiksminguma. Rugiy séleny ekstrakto iSeiga
taikant skirtingas ekstrakcijos salygas kito nuo 1,43 iki 2,49 g/100 g SM
(14,32-24,89 mg/g SM). Kity autoriy tyrimuose naudojant gryng CO, tirpiklj
Sis kiekis buvo gerokai mazesnis (4 mg/g SM). Panasus aliejaus kiekis buvo
iSgautas tik panaudojus papildomg tirpikl] — etanolj (8-20 mg/g SM).
Palyginimui taikant tradicinj ekstrakcijos metoda gautas kiek didesnis
ekstrakto  kiekis 27,89+0,63 mg/g SM. Tadiau organinio tirpiklio
panaudojimas sukelia papildomy problemy, kadangi véliau ekstraktus
gryninant reikia §j tirpiklj visiskai pasalinti. Sitas tyrimas parode, jog pritaike
APM su CKRP galime efektyviai padidinti lipofiliSkos frakcijos iSeiga i$
rugiy séleny naudodami gryng CO,. Nustatytos optimalios salygos, kurias
taikydami galime gauti didziausig ekstrakto iseiga: 55 MPa, 70 °C ir 120 min.
Sios ekstrakcijos salygos buvo patikrintos ekstrahuojant didesnj medziagos
kiekj pusiau pramoniniu SKE ekstrakcijos jrenginiu su 10 L ekstrakcijos cele.
5 paveiksle matyti, jog reakcijos kinetika Siame jrenginyje Kiek skiriasi nuo
optimizavimo metu naudoto laboratorinio jrenginio. Pragjus 120 min nuo
ekstrakcijos pradzios ekstrakto kiekis buvo 10 % mazesnis, taciau proceso
pabaigoje (180-210 min) buvo pasiekta tokia pati iSeiga abiejuose
ekstraktoriuose. Abiejuose ekstraktoriuose buvo panaSus Zaliavos ir per ja
pratekéjusio tirpiklio santykis.
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Sio eksperimento metu buvo taikomas APM su CKRP ir istirti trys
nepriklausomieji parametrai: slégis (P), temperatara (T) ir laikas (t). Atlikus
dispersing analiz¢ (ANOVA) nustatyta, jog pagal Stjudento kriterijy (p <
0,05) modelis yra adekvatus, o determinacijos koeficientas yra lygus — 0,98.
Eksperimentiniu budu gautos ir apskai¢iuotos pritaikius matematinj modelj
iSeigos yra pateiktos 7 paveiksle. Pagal gautus duomenis sudarytas
matematinis modelis gali buti naudojamas tirti misy sudaryto
eksperimentinio plano erdvei. Nustatyti S$e$i parametrai, kurie turi
reik§mingos jtakos miisy sudarytam modeliui: P, T, t, P?, T2, 12 Pagrindiniai
nepriklausomieji kintamieji pagal jy jtaka ekstrakto iSeigai gali bati surikiuoti
Sia tvarka: temperatiira > slégis > dinaminés ekstrakcijos trukmé.

2,50 —

2,23 —|

1,95 —

1,68 —

a
S
|

Pagal matematini modeli apskai¢iuota iSeiga, [g/100 g SM]

T T T T T
1,42 1,68 1,95 222 249
Ieiga, gauta eksperimento metu, [g/100 g SM]

7 pav. Ekstrakto iseigos, gautos eksperimento metu ir apskai¢iuotos sudarytu
matematiniu modeliu (SSN nevirsijo 10 %)

3.2.2. Rugiy séleny aliejaus riebaly rigsciu sudétis ir antioksidacinis
aktyvumas

Vienas i§ svarbiausiy veiksniy, nusakanciy aliejaus maisting verte, yra
jo riebaly rogs¢iy sudétis. Tirtame aliejuje daugiausiai nustatyta
polinesociosios linolo rugsties (61,09 %), taip pat aptikta palmito (13,74 %),
oleino (13,65 %) ir linoleno (6,37 %) riebaly rigs¢iy. Bendras neso¢iyjy RR
kiekis buvo apie 82 %, kity rugs¢iy kiekiai buvo daug mazesni (0,07—1 %).
Misy turimomis ziniomiS, niekas nebuvo atlikgs RR sudéties nustatymo
rugiy sélenose. Dar vienas svarbus aliejaus maistinés vertés nustatymo matas
yra sociyjy ir nesociyjy RR santykis, kuris $iuo atveju buvo nustatytas 0,18.
Optimaliomis salygomis iSgautame RS aliejuje yra didelis kiekis nesociyjy
RR, kurios gali buti panaudotos misy mitybai praturtinti ar gaminti
funkciniams produktams.
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Griidy sélenose galime rasti vertingy bioaktyviyjy junginiy, tarp kuriy
svarbig vieta uzima jvairls antioksidacinémis savybémis pasizymintys
komponentai. Buvo jvertintos RS ekstrakto antioksidacinés savybés taikant
kelis AOA matavimo metodus. Nustatyta L-ORAC, kuri buvo lygi 683+45
UM TE/g ekstrakto. Taip pat nustatytas BFJK — 14,62+0,61 mg GRE/g
ekstrakto ir DPPH® — 62,3+1,2 uM TE/g ekstrakto. Rugiy séleny SKE
ekstraktas ne tik pasizymi puikia RR sudétimi, bet ir yra puikus
antioksidaciniy junginiy, turin¢iy teigiama poveikj sveikatai, Saltinis.

3.2.3. Rugiy s¢leny liekanos ekstrakcijos optimizavimas taikant EOTPS

Rugiy séleny liekana, gauta po ekstrakcijos naudojant superkritinj CO,,
buvo toliau apdorota taikant EOTPS sistemg su skirtingais tirpikliais.
Pradiniame etape buvo isekstrahuojama lipofiliné frakcija, tac¢iau tiriamojoje
zaliavoje dar liko gana didelis kiekis kity vertingy junginiy, kurie gali buti
isskiriami naudojant poliskesnius tirpiklius. Siam procesui vykdyti pasitelkta
EOTPS sistema taikant pakoping ekstrakcijg organiniais tirpikliais. PradZioje
buvo ekstrahuojama acetonu, véliau ta pati liekana paveikta etanolio—vandens
misiniu. Kadangi EOTPS ekstrakcijos efektyvumas daugiausiai priklauso nuo
ekstrakcijos temperatiiros ir jos trukmés, nuspresta Siuos du parametrus
optimizuoti taikant APM ir CKOP. Siame eksperimente papildomai
iSmatuotas dar vienas matematinio modelio atsakas — BFJK. Optimizuota ne
tik iSeiga, bet ir bendras fenoliniy junginiy kiekis. Tokiu budu galime
ivertinti, kaip nuo skirtingy nepriklausomyjy parametry sarankos priklauso
ekstrakcijos iseiga bei antioksidacinis aktyvumas.

Taikant EOTPS sistemg acetoniniy ekstrakty i$eiga svyravo nuo
0,74+0,02 iki 1,96+0,11 g/100 g SM. Didziausia i$eiga (1,96+0,11 g/100 g
SM) buvo pasiekta taikant maksimalias tirty parametry vertes: 130 °C
temperatirg ir 41 min ekstrakcijos trukme. Pagal sudaryta CKP nubraizyta
atsako pavirSiaus kreivé (8 pav.). IS sio grafiko matyti, kad abu tirtieji
parametrai turi didele jtaka ekstrakcijos iSeigai. Didindami tiek temperattra,
tiek ekstrakcijos trukme galime pasiekti didesn¢ iSeiga. Esant maziausiai
tirtai temperattrai (70 °C) ilgindami ekstrakcijos trukm¢ nuo 11 iki 41 min
galime beveik dvigubai padidinti i§gaunamo ekstrakto kiekj (nuo 0,7 iki 1,35
g/100 g SM). Kiek mazesnis ekstrakto prieaugis pastebimas ir taikant
aukStesne temperatiirag (>100 °C). Esant ilgiausiai ekstrakcijos trukmei,
padidinti ekstrakto kiekj nuo 1,35 iki 1,9 g/100 g SM galima padidinus
ekstrakcijos temperatiirg nuo 70 iki 130 °C. Naudodami atsako pavirSiaus
grafikus galime nuspresti, kokia linkme norime vykdyti savo eksperimentus.
Panasi ekstrakcijos iSeiga gali biti pasiekta zemoje temperatiiroje esant ilgai
ekstrakcijos trukmei, arba galime sutrumpinti ekstrakcijai reikalinga laika ja
atlikdami aukStesnéje temperatiiroje. Pavyzdziui, taikant 70 °C temperatiirg
po 41 minutés yra iSgaunama 1,35 g/100 g SM ekstrakto, taciau jei
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ekstrakcijos temperatira bus auk$tesné — 110 °C, tada toks pat ekstrakto
kiekis bus pasiektas jau po 11 minuciy.

1,675

9 5
@

8

5 &

ISeiga. [g/100 g SM]
e
3

/20
110

26 = 100
21\\\\/%
EkstraKcijos trukmé, [min] 16 80 Temperatira, [°C]

170

Trimatis atsako pavir§ius

8 pav. Rugiy séleny EOTPS ekstrakcijos su acetonu atsako pavirSiaus kreivé

Abu pasirinkti nepriklausomieji kintamieji buvo reikSmingi parametrai
tirtame modelyje. Ekstrakcijos temperatiira buvo svarbesnis parametras nei
ekstrakcijos trukmé. Dispersiné analizé parodé, jog sudarytas modelis
reik§mingas, 0 determinacijos koeficientas taip pat tenkina reikalavimus
(R*=0,96). Apskaiciuotas adekvatumo preciziskumas, kuris i§matuoja signalo
santykj su triukSmu (pasaliniais trikdziais, kurie iSkreipia rezultatus), yra
pakankamas ir lygus 20,33 (turi biiti didesnis nei 4). Tai reiskia, jog signalas
yra adekvatus ir modelis gali biiti naudojamas visoje sudaryto modelio
erdvéje.

Buvo atlikti papildomi bandymai, norint pasiekti tokia padia iSeiga
(130 °C, 41 min) taikant Zemesne (70 °C) temperatira, taCiau prailginus
ekstrakcijos trukme. Pastebéta, kad ekstrakcijos kiekis tolygiai didéja iki 80
min (2,03+£0,13 g/100 g SM), o tada pasiekiama termodinaminé pusiausvyra.
Galiausiai likutis po ekstrakcijos su acetonu optimaliomis ir prie§ tai
paminétomis sglygomis buvo ekstrahuojamas EOTPS su EtOH/H,0. Siuo
poliniu tirpikliu buvo iSekstrahuojamos rugiy sélenose likusios tirpiosios
medziagos. Ekstrakcijos iseigos naudojant EtOH/H,0 buvo 16,93+0,48 g/100
g SM (70 °C, 81 min) ir 16,86+1,20 g/100 g SM (130 °C, 41 min).

3.2.4. Rugiy séleny ekstrakty, gauty skirtingais metodais, antioksidacinis
aktyvumas

Vykdant RS EOTPS optimizavimg su acetonu papildomai buvo
iSmatuotas BFJK atsakas, preliminariai nustatyta optimizuojamy parametry
jtaka bendram fenoliniy junginiy kiekiui. Pagal eksperimento rezultatus
sudaryti atsako pavirsiai pateikti 9 paveiksle. Siuose grafikuose BFJK
rezultatai pateikti g ekstrakto bei g SM. Pagal diferencialinés analizés
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rezultatus abu sudaryti modeliai yra reikS8mingi, jy adekvatumas yra
pakankamas, kad juos biity galima naudoti visoje sudaryto modelio erdvéje.
Abiejuose modeliuose temperatiira i$liko svarbiausiu parametru, be to, abu
nepriklausomieji parametrai (T, t) apskaiCiuoti kaip reikSmingi tiriamajam
atsakui. Modelio determinacijos koeficientai buvo atitinkamai R?=0,85
idreiskiant BFJK ekstrakte ir R*=0,95 isreiskiant sausoje medziagoje. Norint
atlikti detalesng ir iSsamesn¢ Sio modelio analize rekomenduojama ji
patikslinti sumazinant modelio erdve.

IS atsako pavirsiaus kreiviy (9 pav.) galime aisSkiai matyti, kaip keiiasi
antioksidacinis aktyvumas kintant ekstrakcijos parametrams. Esant pastoviai
temperatirai (70 °C) didinant ekstrakcijos trukme¢ sumaZzéja ekstrakto
antioksidacinis aktyvumas. Toks efektas gali atsirasti dél Sio ekstrakto
praskiedimo kitomis medZiagomis, kurios nepasizymi AOA savybémis.
VisiSkai prieSingas rezultatas pastebimas analizuojant ekstrakcijos trukmés
jtaka esant aukstai temperatiirai — 130 °C. Taikydami auksta temperatiirg ir
ilga ekstrakcijos trukme (41 min) galime i$gauti ekstraktus, pasiZymindius
didziausiu fenoliniy junginiy kiekiu. I8reiskus BFJK sausai medziagai misy
modelis jgauna beveik tiesing priklausomybe. Siuo atveju ekstrakcijos
trukmés ilginimas nebetenka prasmés, kadangi tai tik nedaug padidina
fenoliniy junginiy kieki, o temperatiiros pakélimas gali turéti didelés jtakos

Siy junginiy iSgavimui.

3

BFJK, [mg GRE/g ekstrakto]
BFJK, Img GRE/g SM]

o

B 2 < —
Temperatara, °C] 0 = _— % Ekstrakcijos trukmé, [min] Ekstrakeijos trukmé, [min] 6 " 8 Temperatura, [°C]

~%

a) BFJK, isreikstas ekstrakto b) BFIK, isreikstas rugiy séleny

9 pav. Rugiy séleny EOTPS acetoniniy ekstrakty BFJK atsako pavirSiaus kreivés

Papildomai buvo atliktas kietosios rugiy séleny frakcijos
antioksidaciniy savybiy jvertinimas taikant QUENCHER procedara (4 lent.).
I§ §iy rezultaty galime suzinoti, kurie ekstrakcijos procesai yra efektyviausi
ekstrahuojant antioksidacinémis savybémis pasizyminéius junginius, kaip
skiriasi $iy junginiy kiekis po kiekvieno taikyto ekstrakcijos etapo. Atlikus
SKE ekstrakcijg antoksidacinis aktyvumas RS kietojoje frakcijoje nedaug
padidéjo lyginant su neapdorota zaliava. Tokj pokytj galéjo lemti lipofiliskos
frakcijos iSgavimas — liekanoje padidéjo hidrofiliskos frakcijos Kiekis.
EOTPS ekstrakcija aukstoje temperatiiroje (130 °C) efektyviau iSekstrahavo
bioaktyviuosius  junginius lyginant su ilga ekstrakcija Zemesnéje
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temperatiroje (70 °C) su acetonu. Be to, liekanoje po EOTPS-AC Zemoje
temperatiiroje buvo nustatytas didesnis antoksidacinis aktyvumas beveik
visais taikytais metodais. Didelis kietosios frakcijos AOA kritimas (du
kartus) pastebétas po EOTPS ekstrakcijos su poliniu tirpikliu EtOH/H,O
taikant ABTS®" metods. Panasus kritimas uzfiksuotas ir kitais metodais
tac¢iau tik tada, kai buvo taikoma ilgesnés trukmés ekstrakcija padidinto
slegio aplinkoje. Jei EOTPS ekstrakcija vykdome aukstoje temperatiiroje,
tada didelis AOA kritimas kietojoje frakcijoje pastebimas jau po pirmosios
ekstrakcijos. Taciau jei taikome Zemesne temperatiira, galbiit galime pasiekti
geresnj $iy aktyviyjy junginiy frakcionavima.

4 lentelé. Kietosios rugiy séleny frakcijos antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Méginys BFJK, mg DPPH*, mg ABTS**, mg FRAP, mg
giny GRE/g TElg TElg TE/g
Prie§ SKE 6,310+0,182% | 12,393+0,656° | 46,769+5,624™ | 15,280+0,848"
Po SKE 7.413+0,128° | 13,395+0,286° | 47,486+2,165° | 14,550+0,246"
PO(ESOng Z%ﬁ?;‘)’”“ 3,92140258° | 6,837+0,758° | 40,892+0,657° | 12,209+0,390°
POBOTPS suacetonu | 5 8910 069¢ | 10,543+0,812° | 41,589+4,259° | 16,467+0,598°
(70 °C, 80 min)
Po Eg;f?gtg%?%"’” 3,000£0,007° | 6,158+0,106® | 22,317+2,268" -
Po EOTPS su
EtOH/H,0 (70°C, 80 | 1,643+0248% | 5471+0,196° | 23,870+0,234° -
min)

3.3. Juodyjy serbenty iSspaudu biorafinavimas i funkcionalinosius
junginius

Juodyjy serbenty iSspaudoms biorafinuoti pritaike modernius
ekstrakcijos ir frakcionavimo metodus galime gauti daug jvairiy specifinés
sudéties ir savybiy produkty. Sitie produktai gali labai padidinti iy 3alutiniy
zaliavy perdirbimo efektyvuma. Uogy iSspaudos yra puikus pridétinés vertés
maisto produkty Saltinis, daugelis jame esan¢iy komponenty galéty praturtinti
misy mitybg vertingomis medziagomis. Buvo sukurta daugiapakopé juodyjy
serbenty biorafinavimo proceso schema norint iSgauti kuo daugiau vertingy
junginiy. Pirmiausiai i§gauta lipofiliska frakcija optimizuojant SKE procesa.
Norint isgauti likusias tirpigsias medziagas tolimesnis Zzaliavos apdirbimas
buvo vykdomas taikant EOTPS ir fermentinés ekstrakcijos sistemas su
skirtingais tirpikliais (10 pav.).
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Juodyjy serbenty isspaudos (< 0,2 mm)

. Fermentiné A
ekstrakcija Ekstraktas
Superkritinés ekstrakcijos CO; Ekstraktas

optimizavimas naudojant APM su CKP.

Optimalios salygos: 45 MPa, 60 °C, 120

min Riebaly riigiéiy ir
ISeiga: 14,7+0,1 ¢/100 g SM tokoferoliy sudeétis;

oksidacinis

stabilumas ir

Liekana antioksidacinis
\77 aktyvumas

Liekana Fermenﬁ-r-lé ] Ekstraktas
ekstrakcija

i

i

Antioksidacinis aktyvumas

Ekstrakcija padidinto slégio
aplinkoje su etanoliu (70 °C) Ekstraktas
I§eiga: 19,05+0,75 g/100 g SM.

Liekana

- Fermentiné
ekstrakcija — Ekstraktas

Ekstrakcija padidinto slégio aplinkoje
su vandeniu (130 °C) Ekstraktas
ISeiga: 12,30+0,79 g/100 g SM.

Liekana

10 pav. Juodyjy serbenty isspaudy biorafinavimo schema

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas QUENCHER metodu

|

3.3.1. Juodujy serbenty i§spaudy SKE optimizavimas

APM kartu su CKRP buvo pritaikyta optimizuoti ekstrakcijos
parametrams taip, kad gautume didziausig lipofiliskos frakcijos iSeigg. Buvo
optimizuoti tokie patys parametrai kaip ir eksperimente su rugiy sélenomis
(slégis, temperatiira, dinaminés ekstrakcijos trukme), skyrési tik sudaryto
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plano erdvé (parinktos kitos parametry vertés). Ekstrakcijos rezultatai pateikti
5 lenteléje.
5 lentelé. CKRP parametry vertés ir juodyjy serbenty i$spaudy SKE ekstrakcijos

rezultatas: 1-8 eksperimentiniai bandymai, 9-14 bandymai Zzvaigzdiniuose
taskuose ir 14—20 bandymai plano centre

Eil. Ekstrakcijos Ekstrakcijo§ Dinaminés ISeiga, g/100
nr. slégis, MPa temperatiira, C ekstrakcijos trukmé, gSM
1 30 30 60 12,90+0,01
2 55 30 60 13,26+0,37
3 30 60 60 14,17+0,32
4 55 60 60 13,85+0,47
5 30 30 150 12,92+0,26
6 55 30 150 13,62+0,27
7 30 60 150 13,85+0,63
8 55 60 150 14,25+0,66
9 21,48 45 105 12,84+0,47
10 63,52 45 105 13,42+1,20
11 42,5 19,77 105 13,28+0,09
12 42,5 70,23 105 14,71+0,03
13 42,5 45 29,32 13,32+1,20
14 42,5 45 180,68 13,69+1,03
15 425 45 105 13,78+0,36
16 425 45 105 13,60+0,67
17 42,5 45 105 14,03+0,27
18 42,5 45 105 13,90+0,20
19 42,5 45 105 14,04+0,09
20 42,5 45 105 14,14+0,56

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN.

Ekstrakcijos iseigos taikant skirtingus nepriklausomyjy kintamyjy
sarankos variantus skirtumai nebuvo labai dideli (12,84—14,71 g/100 g SM).
Taciau atlikus dispersing duomeny analize nustatyta, jog ekstrakcijos slégis ir
temperatiira yra reik§mingi ekstrakcijos i$eigos optimizavimo parametrai.
Sudaryto matematinio modelio atsako pavirSiai pateikti 11 paveiksle.
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a) Pastovus ekstrakcijos slégis, [42,5 MPa]
Ekstrakcijos temperatiiros ir dinaminés trukmes jtaka

Ieiga, [2/100 g SM]

)
3 Temperatira, [°C]

b) Pastovi ekstrakcijos temperatiira, [45 C]
Ekstrakcijos slégio ir dinaminés trukmés jtaka

136
135
133

40
Ekstrakcijos trukmé, [nlnl 7% % Slegis, [MPa)]

ISeiga, [g/100 g S\l]

c) Pastovus dinaminés ekstrakcijos laikas, [90 min]
Ekstrakcijos slégio ir temperatiiros jtaka

Iieiga, [2/100 g SM]

11 pav. Juodyjy serbenty isspaudy SKE atsako pavirSiaus kreivés, parodancios
ekstrakto iseigos priklausomybe nuo optimizuojamy parametry

Esant pastoviam ekstrakcijos slégiui (42,5 MPa) (11 pav., a) ekstrakto
iseiga didéja didinant temperattrg. Ekstrakcijos trukmés prailginimas neturi
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didelés reik8més, ypaé kai pasiekiame 120 min nuo ekstrakcijos pradzios.
Esant fiksuotai temperatirai (11 pav., b), aiskiai matome, kokiomis
salygomis galime pasiekti didziausia iSeiga (Siame grafike matomas
ekstremumas). 0,7 % ekstrakcijos iseigos prieaugis pastebimas proceso slégj
padidinus nuo 30 iki 45 MPa. Tolimesnis ekstrakcijos slégio didinimas buvo
neefektyvus, kaip ir ekstrakcijos laiko pratgsimas nuo 120 iki 150 min.
Svarbiausiy parametry saveikos efektai pavaizduoti paskutiniame grafike (11
pav., c). Abiejy parametry ver¢iy Kilimas padidina ekstrakcijos iseiga.
Visame taikytame slégio diapazone temperatiiros padidéjimas nuo 30 iki 60
°C sukelia 1 % i3eigos padidéjima. Siame grafike pastebime, kad ekstrakcijos
slégio didinimas per 45 MPa nebeturi reikSmés.

Pasinaudojus sudarytu matematiniu modeliu nustatytos salygos, kurias
pritaike galime gauti didziausig iSeiga (14,7 g/100 g SM): 45 MPa, 60 °C ir
120 min ekstrakcijos trukmé. Optimalios salygos patikrintos su didesniu
ekstraktoriumi (500 mL ekstrakcijos celé), papildomai nustatyta reakcijos
kinetika. Didzioji dalis ekstrakto iSgaunama per pirmgsias 60 min, 0
pusiausvyra nusistovi po 100 minu¢iy nuo reakcijos pradzios.

Trys nepriklausomieji kintamieji (slégis, temperatira ir laikas) 5
lygiais buvo optimizuoti taikant APM su CKRP. Dispersijos analizés
rezultatai parodé, jog sudarytas modelis yra reikSmingas, nustatytas
determinacijos koeficientas R?=0,95. Eksperimento metu gautos ir naudojant
matematinj modelj apskai¢iuotos iseigos pateiktos 12 paveiksle. Nustatyta,
jog modelio signalas yra adekvatus ir jis gali bati naudojamas visoje sudaryto
modelio erdvéje. Modelio analizé parodé, jog yra 5 iSspaudy iSeigai
reik§mingi veiksniai: P, T, Pt, P t*. Visi optimizuoti kintamieji pagal jy
jtakg ekstrakcijos efektyvumui gali bati surikiuoti $ia tvarka: temperatiira,
slégis, ekstrakcijos trukmé.

4,80 —

430 —|

3,80 —

w
w
3

~
@
3

Pagal matematini modeli apskaiciuota iseiga, [g/100 g SM]

12,I84 13,‘32 13}80 14,I28 14,‘76
ISeiga, gauta eksperimento metu, [g/100 g SM]
12 pav. Juodyjy serbenty iSspaudy ekstrakto iSeigos, gautos eksperimento metu ir
apskaiciuotos pagal sudaryta matematinj modelj (SSN nevirsijo 10 %)
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3.3.2. ISspaudy ekstrakcija taikant tradicinius, pagreitintus ir
fermentinius metodus

Juodyjy serbenty i§spaudy SKE proceso optimizavimas leidzia mums
i§gauti iki 15 % lipofilisko ekstrakto. Gautas ekstraktas buvo geltonai zalsvos
spalvos, o liekana po ekstrakcijos vis dar pasizyméjo tamsia sodria spalva.
Galime daryti i§vada, jog Sioje liekanoje yra like nattiraltis augaly pigmentai,
kurie nepasi$alino kartu su nepoliniu CO, (13 pav.). Tolimesniuose etapuose
buvo taikomi Kkiti biorafinavimo budai: tradiciniai ekstrakcijos metodai
naudojant skirtingus tirpiklius jy poliskumo didéjimo tvarka; EOTPS kartu su
etanoliu ir papildomas ekstrakcijos likuéio apdorojimas fermentiniais
metodais. Tradiciniy ekstrakcijos metody iSeiga priklausé nuo naudojamy
tirpikliy poliskumo: naudojant AC — 17,5+0,8 g/100 g SM, o su EtOH/H,0 —
18,53+0,88 g/100 g SM. EOTPS sistema buvo taikoma ekstrahuojant likutj
po SKE optimaliomis sglygomis. Nustatyta, jog naudodami EtOH galime
i§gauti 19,05+0,75 g/100 g SM, o véliau panaudoj¢ subkritinj vandenj —
12,30£0,79 ¢/100 g SM ekstrakto. Pana$iis kiekiai ekstrakto iSgaunami
taikant tradicinius ir EOTPS metodus, ta¢iau padidinto slégio aplinkoje
ekstrakcija vyksta 16 karty greiiau.

Juodyjy serbenty iSspaudos

SKE Po EOTPS su
ekstraktas | Neapdorotos Po SKE EtOH Po EOTPSO su
optimizavimo 20°C H,0 130 °C

13 pav. Juodyjy serbenty ekstraktas ir lickanos po jvairiy ekstrakcijos etapy

Taikydami tradicinius ir didelio slégio ekstrakcijos metodus i§ juodyjy
serbenty iSspaudy galime i$gauti iki 50 % tirpiyjy junginiy. Norint padidinti
iSekstrahuojamos masés dydj taikyti fermentiniai ekstrakcijos metodai. Buvo
naudojamas Viscozyme L fermentas ir palaikomos specifinés ekstrakcijos
salygos: fermento substrato santykis — 6 %, temperattira — 40 °C, ekstrakcijos
laikas — 7 h, pH — 3,5. Palyginti fermentinés reakcijos efektyvumui buvo
naudojamas papildomas fermentas CelluStar XL. Fermentai buvo naudojami
uogy iSspaudoms prie§ SKE bei EOTPS-EtOH ekstrakcijg ir po jos.
Liekanos, ekstrahuotos subkritiniu vandeniu, nebuvo naudojamos fermentinei
analizei. Manome, jog $ios zaliavos apdorojimas fermentais yra netikslingas,
kadangi visi ekstrahuojami junginiai turéty bati iSgaunami taikant EOTPS ir
naudojant subkritinj vandenj. Fermentinés ekstrakcijos rezultatai pateikti 6
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lenteléje. Didziausias tirpiyjy medziagy kiekis iSgautas i§ zaliavos pries ir po
SKE, tadiau efektyviausiai FE veiké lickang po EOTPS—EtOH. Lyginant su
kontroliniu méginiu tirpiyjy medziagy kiekis $ioje lickanoje padidéjo net du
kartus. Kitas naudotas fermentas buvo ne toks aktyvus.

6 lentelé. Tirpiyjy medziagy iSeiga i$ juodyjy serbenty i§spaudy naudojant FE;
fermento/substrato santykis 6 %, 40 °C, pH 3,5, 7 h

Tirpiosios frakcijos

Juodujy serbel!?q iSspaudy Iseiga*, padidéjimas**
frakcija 9/100 g SM 9/100 g %
Pries SKE (Viscozyme L) 39,92+0,26° 17,97 94,89
Po SKE (Viscozyme L) 39,47+0,11° 18,28 86,27
Po EOTPS-EtOH (Viscozyme L) 31,55+ 0,07° 21,32 208,52
Po EOTPS-EtOH (CelluStar XL) 16,98 +0,14% 6,76 66,06

* Iseiga buvo apskaiciuota i$ liofilizuoto filtrato atémus kontrolinio méginio mase (fermentas su
buferiu; ** padidéjimas buvo apskaiciuotas i§ liofilizuoto filtrato (lickana su fermentu ir buferiu)
atémus kontrolinio méginio mas¢ (lickana ir buferis) bei liofilizuoto buferinio tirpalo masg.
Skirtingos raidés po vidutiniy veréiy pazymi reik§mingus skirtumus tame stulpelyje.

Taikydami trijy pakopy ekstrakcija (SKE, EOTPS—EtOH ir FE) galime
i§skirti apie 67 % visy tirpiyjy junginiy. Papildomas fermenty panaudojimas
gali reik§mingai padidinti tirpiyjy medziagy iseiga. Augalo lasteliy sienelés
yra suardomos, ir $ie tirplis junginiai tampa lengviau pasiekiami skirtingiems
tirpikliams.

3.3.3. Lipofilisko ekstrakto RR bei tokoferoliy sudétis ir jo stabilumas

Kadangi CO, yra nepolinis tirpiklis, jis puikiai tinka lipofiliniy junginiy
ekstrakcijai. Jei ekstrahuojamoje medziagoje yra nemazas kiekis sékly ar jy
daleliy, tada gaunami aliejingi ekstraktai, o 8iy verté priklauso nuo jy
sudéties. Pagrindiniai tokiy ekstrakty komponentai paprastai btina
triacilgliceroliai, kuriy maistiné verté labiausiai priklauso nuo jy sudéties.
Riebaly rugsciy sudétis buvo nustatyta juodyjy serbenty ekstrakte, gautame
optimaliomis sglygomis SKE sistemoje ir soksletu su HE. RR sudétis buvo
pana$i abiejuose analizuotuose ekstraktuose. Didziausias kiekis aptiktas
linolo ragsties (46,89-47,21 %), vy-linoleno (14,02-14,08 %), linoleno
(13,80-13,88 %) ir oleino (11,84-11,79 %). Kity RR buvo nustatyti daug
mazesni kiekiai, o bendras nesociyjy riebaly rtigsciy kiekis buvo apie 86 %.
Nesociosios riebaly riigstys (a-linoleno ir linolo) padeda palaikyti normaly
kraujosptidj bei cholesterolio kiekj. Juodyjy serbenty iSspaudy ekstraktai
galéty buti naudojami kaip vertingi funkciniai priedai jvairiuose maisto
papilduose ar kituose panasiuose produktuose.

Tokoferoliai yra vieni i§ svarbiausiy lipofiliSky antioksidanty, kurie
veikia jvairiose biologinése sistemose. Nustatyta jy koncentracija tirtame
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juodyjy serbenty iSspaudy ekstrakte (ug/g ekstrakte): a-tokoferolis — 789+33;
y-tokoferolis — 1511+£27; d-tokoferolis — 168+4; i§ viso — 2468. Tirtame
ekstrakte yra gan nemazas vitamino E kiekis, o §is vitaminas gali veiksmingai
apsaugoti nuo oksidacinio streso.

Papildomai jvertintas iSgauto aliejaus oksidacinis stabilumas. SvieZiai
spaustame aliejuje nustatytas peroksidy skaicius — 2,43+0,09 meq/kg. Tiriant
oksidacinj stabilumg Oxipress ir Rancimat (14 pav.) metodais §is aliejus gana
greitai oksidavosi palyginus su kitais tirtais aliejais. Indukcijos periodas buvo
2,39 h Oxipress teste ir 2,46 h Rancimat teste. Kitiems aliejams $is laikas
buvo kiek ilgesnis. Juodyjy serbenty i$spaudy aliejuje aptiktas didelis kiekis
neso¢iyjy RR, kurios greitai oksiduojasi, todél jis turi bati atitinkamai
tvarkomas. Reikia vengti tiesioginio kontakto su deguonimi, apsaugoti nuo
$viesos ir laikyti Zemoje temperatiiroje.
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Oxipress metodas Rancimat metodas

14 pav. Juodyjy serbenty isspaudy SKE ekstrakto oksidacinio stabilumo kreivés
palyginimas su kitais aliejais

3.3.5. Ekstrakty ir kietosios frakcijos antioksidacinis aktyvumas

AOA tyrimy rezultatai pateikti 7 lenteléje. Cia matyti, jog BFIK
junginiy kiekis nelabai keitési naudojant nepolinius bei mazo poliskumo
tirpiklius. Keturis kartus didesnis aktyvumas (119,5+6,5 mg GRE/g
ekstrakto) nustatytas ekstraktuose, iSgautuose naudojant polinio tirpiklio
misinj (EtOH/H,0) esant atmosferiniam slégiui. Kiek mazesnis aktyvumas
nustatytas EOTPS-EtOH ir EOTPS-H,0 ekstraktuose, bet ¢ia ekstrakcija
buvo vykdoma pakopomis. Didziausias fenoliniy junginiy Kkiekis yra
sukoncentruotas polinéje juodyjy serbenty iSspaudy frakcijoje. Gauti
ekstraktai buvo jvertinti ir kitais AOA nustatymo metodais. Ekstraktai, kurie
buvo gauti nepoliniais tirpikliais (heksanu, CO;) pasizyméjo nedideliu
aktyvumu (ORAC — 11,35-13,24 mg TE/g), o AC ir EtOH/H,0 ekstraktuose
nustatytas kelis kartus didesnis aktyvumas (ORAC — 261,40-661,90 mg
TE/Q).
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7 lentelé. BFJK kiekis bei antioksidacinis aktyvumas juodyjy serbenty isspaudy
ekstrakte ir kietojoje frakcijoje

Mégin BFJK, DPPH?®, ORAC, FRAP,
cginys mg GRE/g mg TE/g mg TE/g mg TE/g
Ekstraktai, iSgauti naudojant skirtingus tirpiklius ir taikant skirtingus metodus
Heksanas 27,02+1,57° 2,31+0,20° 13,24+0,92* 25,23+2,21°
Acetonas 27,49+1,43% 40,69+3,43° 261,40+21,60" 70,80+2,62"
Etanolis:vanduo 119,50+6,50" 172,10+10,60° 661,90+48,90° 348,60+23,00°
SKE 24,34+1,45° 1,59+0,08° 11,35+1,15% 25,00+0,97°

EOTPS-EtOH 64,7520,94° _ 330,60+18,60°
EOTPS-H,O 79,84+0,70° _ 329,30+16,40°

Uogu i$spaudos ir liekanos po ekstrakcijos
Neapdorotos 23,60+1,56° 54,80+4,76° 51,81+4,60° 106,40+7,20°
i$spaudos
Po heksano 27,12+1,66° 72,69+8,06° 91,29+7,19° 121,3045,80"
Po acetono 22,05%1,46" 78,4615,76° 56,80+3,62° 135,90+10,60°
Po EtOH/H,0 10,07+0,41° 14,45+0,18° 5,67+0,36% 57,00+3,40%
Po SKE 27,83+1,62° 77,3446,61° 79,19+3,58° 114,40+9,80°
Po EOTPS-EtOH 16,71+0,53° _ 39,71+2,12°
Po EOTPS-H,0 3,80+0,17° 5,51+0,73°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN; raidés prie skaiciy tame paciame
stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp apskaiciuoty vidurkiy

AOA liekanose (kietojoje frakcijoje) nustatytas taikant QUENCHER
procediira (7 lent.). Sis metodas jvertina ne tik laisvas (tirpias) aktyvigsias
medziagas, bet ir suristas (netirpias). Taikydami §j metoda galime nustatyti,
kurie biorafinavimo metodai yra efektyviausi ir tinkamiausi isskirti tam
tikriems junginiams. Zaliava apdorojus SKE, BFJK beveik nepakito, panasi
tendencija buvo apdorojant atmosferinio slégio aplinkoje su acetonu.
Didziausias $iy junginiy kiekio sumaZzéjimas nustatytas liekanose po
apdorojimo su EtOH/H,O miiniu. Siy junginiy kiekis itin sumazéjo ir
EOTPS sistemoje naudojant poliskesnius tirpiklius EtOH ir H,O0. BFIK
kiekis apdorojus EtOH/H,O liekanoje buvo mazesnis nei EOTPS-EtOH,
vanduo yra svarbus papildomas tirpiklis i$skirti uogy iSspaudose esantiems
fenoliniams junginiams. Pagal Siuos duomenis galime matyti, jog maziausias
kiekis vertingy fenoliniy junginiy liecka po visy etapy padidinto slégio
aplinkoje (3,80+0,17 g GRE/g liekanos), atmosferinio slégio aplinkoje Sis
kiekis didesnis (10,07£0,41 g GRE/g liekanos). I$matavus AOA Kkitais
metodais nustatyta, kad liekanoje jis padidéjo po SKE ir ekstrakcijos su
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heksanu, kaip ir BFJK atveju. Po ekstrakcijos su acetonu nustatytas ORAC
vertés sumazéjimas, nedaug pakito DPPH® ir FRAP kiekis. Pats didziausias
AOA kritimas liekanose pastebétas po ekstrakcijos su EtOH/H,0 bei EOTPS.
Likutinis ORAC kiekis liekanose po visy ekstrakcijy buvo panasus
atmosferinio ir padidinto slégio aplinkoje. Kaip ir BFIJK atveju, didesniu
efektyvumu pasizyméjo EOTPS metodika.

AOA nustatytas ekstraktuose (8 lent.) ir liekanose, gautose po
fermentinés ekstrakcijos (9 lent.). Didesnis fenolininiy junginiy kiekis
nustatytas ekstraktuose su buferiniu tirpalu. Perskai¢iavus AOA vertes
sausoms i$spaudoms nustatyta, jog kiek didesniu aktyvumu pasizyméjo
ekstraktai, i§gauti naudojant fermentus. Si tendencija uZfiksuota atliekant
beveik visus matavimus. Fermenty panaudojimas didina tirpiyjy medZiagy
kiekj (6 lent.) ir gerina antioksidacinémis savybémis pasiZyminéiy junginiy
igavima 1§ juodyjy serbenty iSspaudy. FE ekstrakty aktyvumas beveik
nepakinta apdorojus SKE, o didesnis sumazéjimas pastebimas tik po zaliavos
apdorojimo su EOTPS-EtOH. CelluStar XL fermentu iSgauti ekstraktai
pasizyméjo kiek didesniu aktyvumu, ta¢iau Siy ekstrakty iSeiga buvo beveik 2
kartus mazesné.
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8 lentelé. Juodyjy serbenty i§spaudy FE ekstrakty, gauty po jvairiy biorafinavimo etapy, antioksidacinés savybés

BFJK, mg GRE/g ABTS®", mg GRE/g ORAC, mg GRE/g

Meéginys

ekstrakto SM* ekstrakto SM* ekstrakto SM*
Prie§ SKE:
Isspaudos ir Viscozyme L 21,11+0,49°  8,43+0,20° 107,9+2,40°  43,09+0,98°  60,90+1,90°  24,31+0,76"
Isspaudos ir buferinis tirpalas 36,32+0,60°  7,97+0,13¢ 183,042,90°  40,16+0,65°  117,746,00°  25,84+1,31¢
Po SKE:
Isspaudos ir Viscozyme L 21,14+0,76°  8,340,30° 109,9+3,10°  43,38+1,22°  79,74+8,35°  31,47+3,30°
Isspaudos ir buferinis tirpalas 33,23+0,75°  7,0440,16° 162,743,000  34,47+0,64°  9521+3,88°  20,17+0,82°
Po EOTPS-EtOH:
Isspaudos ir Viscozyme L 9,29+0,60° 2,93+0,19° 54,78+3,18*  17,28+1,00°  18,86+1,33°  5,95+0,42°
Isspaudos ir CelluStar XL 20,86+0,31°  354+0,05°  109,5+6,10°  18,60+1,04"  64,31+578°  10,92+0,98"
Isspaudos ir buferinis tirpalas 26,43+0,58°  2,70+0,06*°  132,2+2,80°  1352+0,29°  91,324#7,14%  9,3440,73"

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN; raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp
apskaiciuoty vidurkiy

FE liekanoje (9 lent.) BFJK (naudojant tik buferin] tirpalg) nedaug keitési po ekstrakcijos su superkritiniu CO, ir
sumazéjo po ekstrakcijos su etanoliu. Naudojant fermentus BFJK po pirmo ekstrakcijos etapo (CO,) padidéjo, taciau po
antrojo (EOTPS— EtOH) isliko nepakites. Po fermentinés EOTPS—ET liekanos ekstrakcijos gavome 3 kartus didesng
tirpiyjy medziagy iSeiga lyginant su zaliavos apdorojimu buferiniu tirpalu. Taciau BFJK kiekis 1 g liekanos tik Siek tiek
padidéjo, o iSspaudy kiekis po fermentacijos buvo daug mazesnis. Todél BFJK yra panasus kietojoje frakcijoje po SKE ir



EOTPS-EtOH. Matuojant ABTS®" radikaly suri§imo efektyvuma nustatyta,
kad jis padidéja po SKE — Sie junginiai sukoncentruojami. Tokia pati
tendencija pastebéta kietojoje frakcijoje po FE naudojant EOTPS—ET liekana.
Deguonies radikalus suriSanéiy junginiy (ORAC) koncentracija maZzéjo
laipsniskai visuose etapuose. I§ gauty duomeny matyti, jog liekanoje po FE ir
EOTPS lik¢ nemazai aktyviyjy medziagy, nors tirpiyjy medziagy iSeiga yra
pakankamai didelé. Papildomas tokios zaliavos apdorojimas EOTPS—H,0
galéty sumazinti $iy junginiy kiekj iki minimumo.

9 lentelé. Juodyjy serbenty iSspaudy FE liekany, gauty po jvairiy biorafinavimo
etapy, antioksidacinés savybeés

BFJK, mg GRE/g ORAC, mg TE/g

Méginys SM ABTS®", mg TE/g SM SM
Pries SKE:

Neapdorotos i§spaudos 23,52+1 56 261,20+20,90° 65,35 +1,96'
ILSSPa“dOS ir Viscozyme 5 2041,08° 205,8048,00° 46,87 +1,68%
iisf;’;‘;gos irbuferinis 55 5449 g4t 202,60+15,60° 41,39 +2,77°
PO SKE.

Neapdorotos isspaudos 26,87+1,01° 234,90 +4,60 77,87 +5,86°
}_SSpa“dos ir Viscozyme o5 97,9 og¢ 219,50 +21,30 41,00 +3,18°
Iffé’eﬁ‘éf os ir buferinis 55 7641 g3° 263,30 £25,40° 53,48 +3,22°
Po EOTPS—EtOH:

Neapdorotos i§spaudos 16,71+0,53% 152,40 +15,80° 39,71 +2,12%
}_SSpa“dos ir Viscozyme 26,2542 57° 336,20 +26,00° 27,71 2,27
i(sipa“d"s ir CeluStar 22.86+1,10% 254,20 +19 40" 22,08 +0,85°
{isrs;’;‘lgg"s ir buferinis 59 5041 55" 262,80 +24,90° 33,14 +3,12"

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN; raidés prie skai¢iy tame paciame
stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp apskai¢ivoty vidurkiy
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Naudojant metanolio—vandens mi8inj (poliniy junginiy ekstrakcija)
ekstrakcijos organiniais tirpikliais padidinto slégio aplinkoje sistemoje rugiy
ir kvie¢iy séleny ekstrakty iseiga buvo kur kas didesné nei naudojant kitus
tirpiklius (heksang ar acetong). Didesné ekstrakty iseiga buvo gauta i§ rugiy
séleny lyginant su kvietinémis. Mazinant kvieciy ir rugiy séleny daleliy dyd;j
— didéja ekstrakto iseiga naudojant metanolio—vandens misin;.

Rugiy séleny ekstraktai pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei
kvieciy séleny ekstraktai. Bendras fenoliniy junginiy kiekis rugiy séleny
ekstraktuose, isgautuose metanolio—vandens misiniu (0,83—1,42 mg GRE/g
SM), buvo apie 2 kartus didesnis lyginant su ekstraktais, iSgautais heksanu
(0,31-0,68 GRE/g SM) ir apie 2 kartus didesnis uZ ekstraktus, iSgautus
acetonu (0,33—-0,48 mg GRE/g SM). Bendras ABTS®" radikalo suri§imo
efektyvumas rugiy sélenose mazéjo nuo 21,45 iki 12,25 uM TE/g SM
mazéjant daleliy dydziui, prieSinga priklausomybé nustatyta kvieciy sélenose
— efektyvumas didéjo nuo 9,72 iki 17,44 uM TE/g SM.

Taikant optimalias rugiy séleny superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
salygas didziausia iseiga (2,49+0,01 g/100 g SM) gaunama esant 55 MPa
sléegiui, 70 °C temperatirai, 120 min ekstrakcijos trukmei. Nustatyti
reik§mingi proceso parametrai, kurie pagal svarbumg gali buti surikiuoti Sia
tvarka: temperatiira > slégis > dinaminés ekstrakcijos trukmé. Gautame
aliejuje didzigja dalj riebaly riigsc¢iy sudaré polinesociosios riebaly riigstys
(iki 82 g/100 g aliejaus).

Apdorojant rugiy séleny liekang (po superkritinés ekstrakcijos) padidinto
slégio aplinkoje su acetonu didziausia iSeiga buvo pasiekta taikant 130 °C
temperatirg ir 41 min ekstrakcijos trukme¢ (1,96£0,11 ¢/100 g SM).
Apdorojus etanolio—vandens mi$iniu pasiektos tokios iseigos: 16,93+0,48
9/100 g SM (70 °C ir 81 min); 16,86+1,2 g/100 g SM (130 °C ir 41 min).
Rugiy sélenose esantys bioaktyvieji junginiai efektyviausiai yra i§skiriami
taikant ekstrakcijos sistema su EtOH/H,O miSiniu, kadangi po visy
ekstrakcijos etapy liekanoje lieka tik nedidelis kiekis fenoliniy junginiy
(1,64+0,25 mg GRE/g SM).

Apdorodami juoduyjy serbenty isspaudas pagal sukurtg biorafinavimo schema
kartu su skirtingomis biorafinavimo technologijomis galime gauti 3 skirtingas
frakcijas: optimizuotas superkritinés ekstrakcijos procesas (45 MPa, 60 °C,
120 min) leidzia i8gauti didZiausia lipofilinés frakcijos kiekj (14,7+0,1 g/100
g SM); apdoroje juodyjy serbenty liekana po superkritinés ekstrakcijos
padidinto slégio aplinkoje su etanoliu (19,05+0,75 g/100 g SM) ir vandeniu
(12,30+0,79 g/100 g SM) gavome dar 2 frakcijas. Papildomas liekanos
apdorojimas fermentais padidino bendrg tirpiyjy medziagy iseigag nuo 50 iki
67 9/100 g SM.



6. Biorafinavimo proceso metu, taikydami ekstrakcijas padidinto slégio

aplinkoje ir fermentinius apdorojimo metodus, galime gauti vertingus juodyjy
serbenty iSspaudy ekstraktus. Superkritinis ekstraktas galéty bati
panaudojamas polinesoéiyjy riebaly (kuriy yra iki 86 g/100 g aliejaus) ir
vitamino E (iki 2,47 mg/g ekstrakto) maisto papildy gamybai. Liekang po
Sios ekstrakcijos apdoroje padidinto slégio aplinkoje kartu su poliniais
tirpikliais — etanoliu (64,75£0,94 mg GRE/g ekstrakto) ir vandeniu
(79,84+0,70 mg GRE/g ekstrakto) — iSgauname vertingus fenolinius
junginius. Papildomas zaliavos apdorojimas fementais padidina fenoliniy ir
kity radikalus suriSanéiy bioaktyviyjy junginiy iseiga i§ juodyjy serbenty
i$spaudy.
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BIOREFINING THE BY-PRODUCTS OF PLANT MATERIAL
PROCESSING INTO VALUABLE FUNCTIONAL INGREDIENTS BY
APPLYING VARIOUS EXTRACTION TECHNIQUES

SUMMARY

INTRODUCTION

There is a growing demand for healthy food products, since more and
more people are concerned about their health. Consequently, many researchers
are searching for new, natural and valuable bioactive compounds. Finding new,
safe and effective antioxidants from natural sources is an important task, since
their beneficial effect on human health is well known. Furthermore, it is crucial
to reduce the growing production of industrial waste. Combining novel plant
biomass conversion technologies allows to decrease by-product production and
develop new promising value-added products and chemicals (Ravindran &
Jaiswal, 2015).

Cereal bran is an often inefficiently used by-product from flour milling,
although it can be a great source for the extraction of valuable compounds. It is
the nutritional storehouse of grains and its resources can be used to enrich our
diet with various bioactive compounds, such as dietary fibers, essential fatty
acids, phytosterols, various antioxidants, minerals, vitamins and proteins (Patel,
2012). Even though it is assumed that the entire wheat grain is used for flour
production, about 175 million tons of bran is produced every year. Since rye
grain is mainly used in the Nordic countries, the amount of rye bran is lower and
comprises about 3.75 million tons. Fruit pomaces can also be a great stock of
various bioactive compounds. The production of different juices from berries
results in high amounts of valuable residue. This by-product is a rich source of
food ingredients and functional constitutes which can be applied to enhance the
functionality of food products. Usually, positive effects on health are visible
when sufficient amounts of required components are consumed. However, it is
difficult to obtain this quantity through consumption of fresh fruit or common
commercial products, thus food additives that contain sufficient amount of the
compounds which have a positive effect on health can be prepared by using
different by-product processing techniques (Galanakis, 2012a).

In order to successfully obtain valuable compounds, it is best to
consecutively employ different extraction technologies. One of the possibilities
is to use high pressure extraction technologies which are very efficient, fairly
easy to handle and usually require less harmful solvents. The best results can be
achieved by applying these technologies accompanied by various mathematical
optimization techniques.
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This study investigates the valorization of rye and wheat bran and
blackcurrant pomace using multistep processes for biorefining the biomass into
high value food-grade functional ingredients. Firstly, rye and wheat bran
antioxidant activity was evaluated by using pressurized solvent extraction with
organic solvents. Then, environmentally friendly supercritical carbon dioxide
extraction was optimized using response surface methodology with central
composite design for effective isolation of lipophilic fraction. Finally,
pressurized liquid extraction and enzyme-assisted extractions were applied to
isolate higher polarity substances. Different antioxidant activity assays were
applied to determine the best fractions for the value-added ingredient production.

Aim of the thesis

The aim of the thesis is to develop effective schemes for biorefining cereal
bran and blackcurrant pomace into valuable functional ingredients by using
effective high pressure extraction/fractionation and enzymatic treatment
techniques.

Obijectives of the thesis are:

1. To evaluate the influence of extraction solvent and particle size on the
recovery of rye and wheat bran extract.

2. To evaluate the influence of extraction solvent and particle size on the
antioxidant properties of rye and wheat bran extracts.

3. To optimize the process of supercritical carbon dioxide extraction for isolating
lipophilic fraction from rye bran and to evaluate the properties of the obtained
extracts.

4. To evaluate the possibilities of rye bran fractionation using pressurized liquid
extraction technologies and extract characterization. To optimize the process of
pressurized liquid extraction with acetone.

5. To develop a scheme for biorefining blackcurrant pomace by optimizing high
pressure and enzyme-assisted extraction parameters.

6. To evaluate the properties of blackcurrant pomace extract and to explore the
possibility to use it as food supplement or additive.

Scientific novelty

1. Pressurized liquid extraction has been applied and comprehensively evaluated
for the isolation of bioactive substances from rye and wheat bran for the first
time. Moreover, the scientific knowledge on rye bran extraction, fractionation
and characterization of the products obtained has been substantially expanded in
general, since so far the processing of rye bran has been remarkably less studied
than that of wheat bran.
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2. The optimization of supercritical carbon dioxide extraction parameters for
isolating the highest yields of lipophilic fraction from rye bran has not been
performed before this research.

3. This research pioneers in optimizing the supercritical carbon dioxide
extraction parameters for isolating lipidic fraction from blackcurrant pomace and
developing a scheme combining pressurized liquid and enzyme-assisted
extraction for biorefining blackcurrant pomace into valuable functional
ingredients.

The practical value of the work

During flour milling or various fruit juice production large amounts of
agro product waste, such as cereal bran and berry pomaces are accumulated from
different production lines. These materials are usually discarded (mainly berry
pomace) or used rather inefficiently, although they can be a rich source of
valuable components. By applying novel extraction technologies and biorefining,
these unexploited materials can be transformed into very beneficial products.
Since every material has a unique biological and chemical structure, it is very
important to evaluate possible applications and extraction methods individually.
By applying high pressure extraction technologies alongside with mathematical
modeling tools, it is possible to achieve high efficiency in fractionation and
recover valuable compounds. To the best of our knowledge, no existent
experiments have analyzed the composition of rye and wheat bran antioxidants
by pressurized liquid extraction applying different solvents. Furthermore, there
have not been any experiments optimizing supercritical carbon dioxide
extraction of rye bran or blackcurrant pomace. Furthermore, this is the first time
that a combination of supercritical carbon dioxide and pressurized liquid
extraction is used on these materials. The most important variables have been
optimized in order to achieve the highest efficiency of the applied process. By
consecutively applying these methods almost all valuable components can be
extracted from the analyzed material. After extraction, the residue can be used
for biofuel production. The results obtained on laboratory equipment may be
applied for upscaling the processes to pilot plant and finally industrial levels.
Consequently, the results of the study may be considered as the first and
important step for the commercialization of the developed biorefining schemes.

Structure and outline of the dissertation

This dissertation is divided into the following parts: the list of
abbreviations, the introduction, the literature review, materials and methods,
results and discussion, conclusions, a list of 164 references and a list of
publications on the topic of the dissertation. The literature overview and results
of the research are presented in 104 pages, including 33 figures and 16 tables.
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Publication of the research results

The results of this research are presented in two publications,
corresponding to the list of the Thompson Reuters Web of Science database, and
reported at 6 international conferences.

Statements presented for defense of the dissertation

1. High performance extraction techniques, such as pressurized liquid extraction
and supercritical carbon dioxide extraction, may be efficiently applied for
isolating valuable substances from rye and wheat bran; whereas response surface
methodology using central composite design may provide reliable mathematic
models for the optimization of extraction parameters.

2. Selecting combined high pressure and enzyme-assisted extraction methods
and schemes as well as optimization of their parameters may provide efficient
blackcurrant pomace biorefining technology for obtaining high value bioactive
substances.

Thesis research scheme

| Pressurized liquid extraction

i ing di Extract  recovery  and

Rve and wheat consecutively applying different ac A

bl};n polarity solvents — hexane, antioxidant activity
acetone and a mixture of measurements.

methanol/water.

Optimization of supercritical

carbon  dioxide  extraction; Analysis of fatty acid

pressurized liquid extraction composition;  Analysis  of
Rye bran consecutively applying different antioxidant  activity  of

solvents — acetone and a mixture extracts and solid residues.

of ethanol/water.

Optimization of supercritical Analysis of fatty acid

carbon  dioxide  extraction; composition and oil
Blackeurrant pressurized  liquid  extraction stability;  analysis  of
pomace consecutively applying different antioxidant activity  of

solvents — ethanol and water; extracts and solid residues.

enzyme-assisted extraction.

Research objects Preparation of extracts Analysis methods

Figure 1. Thesis research scheme
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CONCLUSIONS

1.
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The yields obtained with pressurized liquid extraction and methanol/water
(extracting polar compounds) from rye and wheat brans are considerably
higher in comparison to the extract yields isolated with hexane and acetone.
In general, the accumulative yields of extracts isolated from rye bran are
higher in comparison to wheat bran. The yield of methanol extract of wheat
and rye bran can be increased by decreasing the particle size.

Rye bran extracts, in general, are stronger antioxidants than wheat bran
extracts. The amounts of total phenolic content in rye bran extract isolated
with methanol (0.83—1.42 mg GAE/g DW) are about 2 times higher than in
hexane extract (0.31-0.68 GAE/g DW) and 3 times higher than in extract
isolated using acetone (0.33-0.48 mg GAE/g DW). Radical scavenging
capacity of ABTS®" assay reveals notable differences between rye and wheat
brans with regards to decreasing the particle size: in rye bran it decreases
(from 21.45 to 12.25 pM TE/g DW) and in wheat bran it increases (from 9.72
to 17.44 uM TE/g DW).

Supercritical fluid extraction conditions have been optimized and the highest
rye bran oil yield (2.49£0.01 g 0il/100 g DW) is obtained at 55 MPa pressure
and 70 "C temperature in 120 min of extraction. It is established that in terms
of significance these parameters can be arranged in the following order:
temperature > pressure > dynamic extraction time. The extract of rye bran oil
appears to be rich in unsaturated fatty acids (up to 82 g/100 g oil).

The highest yield for rye bran residue (after supercritical fluid extraction)
using pressurized liquid extraction with acetone can be obtained using 130 °C
temperature for 41 min of extraction — 1.96+0.11 g/100 g DW. The extract
yield using pressurized liquid extraction system with ethanol/water mixture is
16.93+0.48 ¢/100 g DW (at 70°C and 81 min) and 16.86+1.21 g/100 g DW
(at 130 °C and 41 min). Pressurized liquid extraction using ethanol/water
mixture appears to be the most efficient for extracting phenolic antioxidant
compounds from the rye bran residue and the amount of total phenolic
compounds in the final residue is small (1.64310.248 mg GAE/qg).

. Applying the scheme developed for biorefining blackcurrant pomace using

high pressure and enzyme-assisted extraction 3 valuable fractions can be
obtained: supercritical carbon dioxide extraction at optimized conditions (45
MPa pressure, 60 °C temperature, 120 min extraction time) gives 14.7+0.1
0/100 g DW extract yield; pressurized liquid extraction of the residue (after
supercritical fluid extraction) with ethanol (19.05+0.75 g/100g DW) and
water (12.30+0.79 ¢/100 g DW) provide 2 more fractions. Additional
enzyme-assisted extraction step can considerably increase the extraction yield
of soluble substances (from 50 up to 67 g/100 g DW).

The products obtained by biorefining of blackcurrant pomace using high
pressure and enzyme-assisted extractions may be considered as valuable



ingredients for producing food supplements and functional foods. Lipophilic
extracts may be used for polyunsaturated fatty acids (up to 86 g/100 g oil) or
for vitamin E (up to 2.47 mg/g EDW) supplement production. Ethanol
(64.75x£0.94 mg GAE/g EDW) and water (79.84+0.70 mg GAE/g EDW), as
polar solvents, seem to be effective in extracting polyphenolics present in
blackcurrant pomace. Further enzymatic treatment may assist in releasing
phenolic and radical scavenging compounds.

Padéka

Nuosirdziai dékoju savo moksliniam vadovui prof. dr. Petrui Rimantui
Venskutoniui uz visokeriopa pagalbg vykdant mokslinius tyrimus, raSant
straipsnius bei rengiant $ig disertacija. Taip pat dékoju KTU Maisto mokslo ir
technologijy katedros kolegoms uZ pagalba vykdant mokslinius tyrimus bei gera
darbing atmosfers. Labai adii mano Zmonai ir $eimai uz kantrybe, ripest] ir
pasitikéjima.
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