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[VADAS

Temos aktualumas. Maisto molekuliy oksidacija (riebaly, baltymuy,
angliavandeniy) gali sukelti ijvairius nepageidaujamus maisto produkty
pakitimus: skonio, kvapo, tekstiiros pablogéjima, mitybinés vertés sumazéjima
ar visiSka produkto sugedima. Oksidacinis stresas, kuri sukelia reaktingos
deguonies rasSys (laisvieji radikalai, singletinis deguonis, ozonas ar kt.)
lasteléje, gali buti jvairiy susirgimy priezastis (koronariniy Sirdies ligy,
kataraktos, véZiniy susirgimy, sen¢jimo procesy).

Vienas 1§ budy apsaugoti maisto produktus nuo sugedimo yra
antioksidanty naudojimas. Vaistiniai ir aromatiniai augalai, kaip atsinaujinantis
natiraliy antioksidanty Saltinis, pastaraisiais metais labai intensyviai tyrinéjami.
Smarkiai padidéjgs vartotoju poreikis natliraliems maisto priedams ar
papildams, abejonés d¢l placiai naudojamy sintetiniy antioksidanty saugos, taip
pat didziulé, nepakankamai iStirto augaly pasaulio, drauge ir augaluose
susidaran¢iy antriniy metabolity {vairove yra pagrindinis tokiy tyrimy impulsas.
Klimatinés salygos, vegetacijos faziy ijtaka, genetinés modifikacijos ir kiti
faktoriai dar labiau praplecia augaly tyrinéjimo perspektyvas.

Kauno technologijos universiteto Maisto produkty technologijos katedroje
jau 15 mety atliekami cheminiai ir technologiniai prieskoniniy, aromatiniy ir
vaistiniy augaly tyrimai. Gauti idomiis rezultatai skatina tolesnius tyrinéjimus ir
biologiskai vertingy medziagu paieskas Sioje srityje.

Darbo tikslas. Darbo tikslas yra natiiraliy antioksidanty i§ Lietuvoje
1Sauginty vaistiniy ir aromatiniy augaly paieska, ju struktiiry nustatymas, augaly
ekstrakty cheminiy savybiy tyrimas ir pritaikymo galimybiy jvertinimas.

UZdaviniai: 1) [vertinti kai kuriy Lietuvoje auganciy aromatiniy ir
vaistiniy augaly, {vairiais tirpikliais paruosty ekstrakty antiradikalini aktyvuma
ir tolesnei analizei atrinkti perspektyviausius augalus; 2) IStirti atrinkty
stambiasaknio snapucio (Geranium macrorrhizum L.) ir kriminés sidabrazolés
(Potentilla fruticosa L.) pagrindiniy antiradikaliniy junginiy sudéti, modeliniais
metodais ivertinti ju aktyvuma ir palyginti ji su etaloniniy antioksidanty
aktyvumu; 3) KiekybiSkai palyginti stambiaSaknio snapucio ir kriimingés
sidabrazolés pagrindiniy nustatyty antiradikaliniy junginiy sudéti skirtingose
augaly botaninése dalyse; 4) Ivertinti jvairiy stambiaSaknio snapucio ir
kriiminés sidabraZolés ekstrakty ir frakciju antioksidacines savybes tiriant jas
aliejaus oksidacijos metu, taip pat ivairiais modeliniais metodais; 5) Atlikti
preliminarius atrinkty ekstrakty 1§ stambiaSaknio snapucio ir kruminés
sidabrazolés saugos tyrimus (geno-, citotoksiSkumo jvertinimas).

Mokslinio darbo naujumas. Antioksidacinés stambiaSaknio snapucio ir
kriiminés sidabrazolés savybeés iki Siol beveik nebuvo tirtos. Darbe pirma karta
pateikti iSsamis tyrimy rezultatai apie stambiaSaknio snapucio antioksidacines
savybes, pirma karta nustatyti Siy augaly pagrindiniai antioksidacinémis



savybémis pasiZymintys junginiai. Dauguma juy pirma karta nustatyti kaip Siy
augaly komponentai.

Teoriné ir praktiné darbo verté. Nustatyta, kad Lietuvoje auganciy
stambiaSaknio snapucio ir kriiminés sidabrazolés ekstraktuose yra gausu
antiradikaliniy junginiy, pasizyminc¢iy stipriomis antioksidacinémis savybémis
poliSkose terpése. Tokie ekstraktai gali biiti lengvai ir efektyviai i$skiriami
pigiais ir saugiais tirpikliais — etanoliu ir vandeniu. Sis faktas, taip pat iStirtos
ekstrakty savybes, preliminarus ju saugos jvertinimas parod¢, kad Sie ekstraktai
galéty biiti perspektyvis natiraliy maisto priedy ar papildy Saltiniai.

Disertacijos apimtis ir struktiira. Disertacija paraSyta angly kalba. Ja
sudaro ivadas, literatiros apzvalga, tyrimy metodai, rezultatai, iSvados,
naudotos literatiiros sarasas, kuri sudaro 260 Saltiniy, disertacijos tema skelbty
publikacijy sarasas. Disertacijos apimtis — 119 psl., 13 lentelés ir 33 paveikslai.

TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI

Tyrimy objektai. Tyrimams panaudoti Sie augalai: kvapnusis Salavijas
(Salvia sclarea, lapai ir stiebai), lipnusis Salavijas (Salvia glutinosa, lapai),
pievinis Salavijas (Salvia pratensis, lapai ir stiebai), tikroji levanda (Lavandula
angustifolia, lapai, stiebai ir Ziedai), vaistiné medetka (Calendula officinalis,
ziedlapiai), vaistiné ramunélé (Matricaria recutita, ziedai), rausvazied¢ eziuolé
(Echinacea purpurea, lapai, stiebai ir ziedai), tikrasis rapontikas (Rhaponticum
carthamoides, lapai ir stiebai), graikinis rieSutmedis (Juglans regia, lapai),
geltonziedis barktinas (Melilotus officinalis, lapai, stiebai ir ziedai),
stambiaSaknis snaputis (Geranium macrorrhizum, lapai), kriimin¢ sidabrazolé
(Potentilla fruticosa, ziedai) ir vaistinis Salavijas (Salvia officinalis, lapai ir
stiebai).

Tyrimy metodai. Pirminei perspektyviy augaly atrankai, ekstraktai
paruoSti Saltos ekstrakcijos budu. Augaly sudéties tyrimams snapucio ir
sidabrazolés zaliava pirmiausiai Saltos ekstrakcijos budu buvo ekstrahuojama
tret-butilmetileteriu (TBME  ekstraktas). Likutis po Sios ekstrakcijos
18dZiovintas ir toliau ekstrahuotas etanoliu, o po Sios ekstrakcijos likusi dalis
dar ekstrahuota karStu vandeniu. Gauti etanolio ir vandens ekstraktai
frakcionuoti tarp butanolio ir vandens dalijamuosiuose piltuvuose. Gautos §ios
frakcijos: etanoliné-butanolin¢ (EB), etanoliné-vandenin¢ (EW), vandenine-
butanoliné (WB) ir vandeniné-vandeniné (WW).

Tam, kad butu augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas greitai
vertintas, naudoti modeliniai DPPH radikaly ir ABTS radikaly katijony
sujungimo metodai (W. Brand-Williams ir kt., 1995; R. Re ir kt., 1999). Siy
metody esmé yra spektrofotometrinis reakcijos tirpalo spalvos pokycio
matavimas, redukuojantis DPPH® ar ABTS"", t. y. reaguojant su antioksidantais,
galingiais atiduoti protona. Ekstrakty aktyvumas iSreik§tas DPPH® ar ABTS""
tirpaly optinio tankio sumaz¢jimu.



Atskiry junginiy antiradikalinis aktyvumas palygintas su trolokso
(etaloninio antioksidanto) savybémis, nustatant troloksui ekvivalentisSka
antioksidacing galia (TEAC). Junginiy aktyvumas taip pat palygintas su placiai
Zinomo gamtinio antioksidanto — rozmariny riigSties — aktyvumu.

Antioksidanty  aptikimas kombinuotais ESC-DPPH/ABTS metodais.
Aptikimas atliktas pagal A. Dapkeviciaus ir kt. (2000) ir 1. Kolevos ir kt. (2001)
aprasSyta metodika. Po chromatografinio ekstrakty junginiy paskirstymo ir
aptikimo UV detektoriumi, papildomas siurblys iveda DPPH (ABTS) radikaly
tirpala 1 tekant] eliuenta. Jeigu jame esantys ekstrakto junginiai redukuoja
laisvus DPPH ar ABTS radikalus, eliuento absorbcija sumazeja. Toks pakitimas
nustatytas papildomu UV ar matomos Sviesos detektoriumi.

Fenoliniy junginiy kiekis metanoliniuose ekstraktuose nustatytas
spektrofotometriSskai Folin-Ciocalteu metodu ir iSreikStas galo riigsties
ekvivalentu (GRE).

Junginiy iSskyrimas ir nustatymas. Junginiy atskyrimas ir iSgryninimas
atliktas skys¢iu chromatografijos (SC) biidu, naudojant jvairias nejudancias
fazes (silikageli, C18, poliamida, sefadeksa LH-20), atvirksciuy faziy (C18) ESC
btudu (analitinés ir pusiau-paruosiamosios), vidutinio slégio SC bidu (C18),
plonasluoksnés SC budu (C18, silikagelis).

Junginiai nustatomi remiantis spektrometriniais duomenimis: UV, masiy
spektrometrijos (cheminés [APCI] ar elektrinés [ESI] jonizacijos biidu), BMR
('H, °C, 2D BMR: COSY, TOCSY, COLOC ir HMBC), taip pat pagal
sulaikymo kolon¢léje laikus (ESC).

Kai kurie sidabraZzolés etanolinio ekstrakto junginiai iSskirti ir nustatyti
kombinuotu ESC — kietosios fazés ekstrahavimo — BMR aptikimo metodu.

Kiekybinis pagrindiniy antiradikaliniy junginiy palyginimas stambiaSaknio
snapucio lapy ir Sakny bei kriiminés sidabrazolés ziedy ir lapy ekstraktuose
atliktas naudojant ESC-MS (ESI) sistema. Santykiniai junginiy kiekiai nustatyti
pagal MS signalo smailiy plotus.

Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimo metodai.

Superoksido anijono radikaly sujungimo gebéjimas. Bandymai atlikti pagal
M. Wettasinghe ir kt. (1999) apraSyta metodika. Sis spektrofotometrinis
metodas pagristas fermentin¢je ksantino/ksantino oksidazés sistemoje
susidariusiy superoksido anijono radikaly reakcija su nitro zydruoju tetrazolo
(NBT) indikatoriumi. Pagal redukuoto NBT indikatoriaus mélynos spalvos
intensyvuma buvo sprenziama apie reakcijos tirpale esanciy augaly ekstrakty
geb¢jima sujungti superoksido anijono radikalus.

Vandenilio peroksido sujungimo gebéjimas. Metodas pagristas vandenilio
peroksido Sviesos absorbcijos, kai bangos ilgis - 230 nm, matavimu. Pagal
liekamaja absorbcija buvo sprenziama apie reakcijos misinyje esanciy ekstrakty
aktyvuma sujungiant vandenilio peroksida.

[-karotino blukinimo testas. Eksperimentas atliktas pagal G. J. Marco
(1968) metodika. Linoleno raigSties oksidacijos metu emulsijoje susidarg
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reakcijos produktai oksiduoja f-karoting. Pagal lieckamaja reagento absorbcija
nustatytas nesusioksidavusio p-karotino kiekis ir pridéty i reakcijos miSing
ekstrakty (0,1 % m/m) aktyvumas.

Oksidacinio aktyvumo jvertinimo metodai aliejuje atlikti dinaminiu Oven
metodu (oksidacijos procesai paspartinami, pakeliant terpés temperatiira).

Peroksidy skaiciaus (PS) kitimo tyrimas rapsy aliejuje nustatytas pagal
oficialia AOCS metodika. HidrofiliSki augaly ekstraktai (0,1 % m/m) blogai
tirpstantys aliejuje, todel pirmiausiai buvo tirpinami maZame etanolio kiekyje
(apie 5 % aliejaus masés). Sis tirpalas buvo sumaisytas su aliejumi. Aliejaus
bandiniai su ekstrakty priedais ir be ju laikyti atvirose stiklinése, esant 55 °C
temperatiirai. IS PS kitimo kreiviy nustatyti aliejaus bandiniy su priedais
indukcijos periodai (IP, laikas, per kurj tiriamojo bandinio PS pasiekia 20
mekv/kg) ir apskaiiuotas priedy antioksidacinis efektyvumas (AE):

AE = IPA/IPy; €ia IP4 o — tiriamojo ir tus€iojo bandiniy indukcijos periodai.

Ekstrakty jtakos konjuguotiems dienams ir trienams susidaryti aliejuje
tyrimas. Aliejaus bandiniai su ekstrakty priedais buvo paruosti taip pat kaip ir
PS matuoti. Konjuguotyjuy dieny (pirminiy oksidacijos produkty) kiekio kitimas
1Smatuotas UV spektrofotometru, kai A = 232 nm, konjuguotyjy trieny (antriniy
oksidacijos produkty) kiekio kitimas iSmatuotas, kai A = 268 nm.

Heksanalio kiekio kitimas aliejaus virserdvéje. Bandiniuose su ekstrakty
priedais heksanalio (antrinio oksidacijos produkto) kiekis aliejaus virSerdveje
nustatytas dujy chromatografijos biidu. Bandiniai su priedais (0,1 %, m/m)
buvo laikomi 10 ml turio uZdarytuose buteliukuose, esant 55 °C temperatirai.
VirSerdvés meéginiai (2000 pl) buvo paimami méginiy €emikliu,
sukoncentruojami Saltu kaupikliu ir jpurSkiami { kolona, esant 240 °C
temperatiirai. Junginiai aptikti liepsnos jonizacijos detektoriumi ir pagal gauty
smailiy plotus apskaiCiuotas heksanalio kiekis bandiniy virSerdveje. IS
heksanalio kiekio kitimo kreiviy (pagal IP trukmg) apskaiciuotas bandiniy su
ekstrakty priedais antioksidacinis efektyvumas.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Preliminarus medicininiy ir aromatiniy augaly ekstrakty
antiradikaliniy savybiy jvertinimas ir perspektyviausiy augaly atrinkimas

Radikaly sujungimo gebéjimo jvertinimas modelinése sistemose.

Metanoliniy, etilacetatiniy ir acetoniniy ekstrakty radikaly sujungimo
aktyvumas (RSA) ijvertintas modeliniais DPPH radikaly ir ABTS radikaly
katijony sujungimo testais (rezultatai pateikti 1-2 lentelése ir 1 paveiksle).

Metanoliniai augaly ekstraktai efektyviausiai sujungé DPPH radikalus.
SprendZiant pagal reakcijos sistemos optinio tankio sumaz¢jima (87,6-93,9 %),
kvapniojo Salavijo, lipniojo Salavijo, pievinio Salavijo, paprastojo rapontiko ir
stambiasaknio snapucio ekstraktai efektyviausiai sujungé DPPH radikalus.
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Kadangi galutiné redukuoto DPPH tirpalo spalva yra gelsva, tod¢l absorbcijos
sumaz¢jimas, palyginti su bespalviu metanoliu, negali buti lygus 100 %.
Graikinio rieSutmedZio ir geltonziedZio barkiino ekstraktai taip pat efektyviai
sujunge DPPH radikalus (optinis tankis sumaz¢jo atitinkamai 67,8 % ir 75,9
%). Rausvaziedés eziuolés ir vaistinés medetkos ekstraktai buvo silpnesni
radikaly sujunggjai.

1 lentelé. Metanoliniy, etilacetatiniy ir acetoniniy ekstrakty radikaly sujungimo
aktyvumas (RSA), iSreikStas DPPH tirpalo absorbcijos sumazejimu (%)

Augaliné Zaliava DPPH tirpalo absorbcijos sumazéjimas, %

Etilacetatinis Acetoninis Metanolinis

ekstraktas ekstraktas ekstraktas

Salvia officinalis 91,7+0,5 92,6 £ 0,6 92,3+0,5
Salvia sclarea 21,5+ 1.8 17,8 +3.4 92,9+ 04
Salvia glutinosa 16,2+ 1,5 41,0+ 0,9 91,5+0,5
Salvia pratensis 17,2+ 1,4 26,0+ 0.3 93,0+ 0,5
Lavandula angustifolia 2,5+14 74+13 354+ 1,7
Calendula officinalis 1,6+1,4 2,6+ 1,0 12,9+ 0.8
Matricaria recutita 6,4 +1,7 82+1,1 44,7+ 2.6
Echinacea purpurea 3,5+0,1 14,2+ 1,8 6,8+ 1,5
Rhaponticum carthamoides 11,4+ 1.8 30,0+ 0,3 87,6 £ 1,1
Juglans regia 339+23 253+1,6 67,8 +0,2
Melilotus officinalis 8,1+1,7 7,652 75,9+ 1,8
Geranium macrorrhizum 26,9+ 14 44,6 + 1,2 91,7+ 0,6
Potentilla fruticosa 46,3 £ 0,5 93,0+0,2 93,9+ 0,7

Galutinis ekstrakty ir DPPH® masiy santykis buvo apie 3:1.

Daugelio augaly etilacetatiniy ir acetoniniy ekstrakty RSA buvo gerokai
silpnesnis nei metanoliniy ekstrakty. Taciau vaistinio Salavijo etilacetatinio ir
acetoninio ekstrakty bei kriminés sidabrazolés acetoninio ekstrakto aktyvumas
buvo artimas §iy augaly metanoliniy ekstrakty aktyvumui. EZiuolés acetoninio
ekstrakto RSA buvo didesnis nei metanolinio ekstrakto, nors, palyginti su kity
augaly ekstraktais, jis buvo labai mazas.

Lyginant acetoninius ir etilacetatinius ekstraktus nustatyta, kad acetoniniy
ekstrakty RSA buvo didesnis nei etilacetatiniy ekstrakty RSA (iSskyrus
graikinio rieSutmedzio ir kvapniojo Salavijo). Kadangi Siy dviejy tirpikliy
poliSkumas yra labai panaSus, galima teigti, kad naudoti etilacetata radikaly
sujung¢jams ekstrahuoti 1§ minéty augaly néra tikslinga.

Norint toliau palyginti DPPH® sujungimo efektyvuma, aktyviausi augaly
ekstraktai praskiesti du ar keturis kartus. Galutinis ekstrakty ir DPPH® masiy
santykis buvo apie 1,5:1 ar 0,75:1 (zr. 2 lentelg).



IS pateikty rezultaty matome, kad efektyviausiai radikalus sujunge
metanolinis snapucio ir acetoninis sidabrazolés ekstraktai. Dideliu radikaly
sujungimo gebéjimu taip pat pasizymejo ir metanolinis sidabrazolés ekstraktas.

2 lentelé. Metanoliniy ir acetoniniy ekstrakty ijtaka DPPH tirpalo absorbcijos
sumazejimui (%)

Augaliné Zaliava DPPH tirpalo absorbcijos sumaZéjimas, %
Metanolinis Acetoninis Metanolinis Acetoninis
ekstraktas ekstraktas ekstraktas ekstraktas
[Mekstr]:[MDPPH] = 135:1 [Mekstr]:[MDPPH] = 09751
Salvia officinalis 91,1 87,8 57,5 45,9
Salvia sclarea 74,5 n.a.? n.a. n.a.
Salvia pratensis 80,3 n.a. n.a. n.a.
Salvia glutinosa 77,6 n.a. n.a. n.a.
Potentilla fruticosa 92,5 92,4 79,6 91,4
Geranium 92,3 n.a. 89,0 n.a.
macrorrhizum
Rhaponticum 66,9 n.a. n.a. n.a.
carthamoides

“ n.a. — reik§més nejvertintos.

0.8 —— Juglans regia
—a&— Echinacea purpurea
0.7 . T
—o— Melilotus officinalis
3 0.6 \\_ _ o —+— Potentilla fruticosa
. \Q,‘A . " . - - - - - = H —¥— Salvia sclarea
< 05 i\ < S—8—8&—¢ & > 3 > S V'3
8 \ I —aA— Salvia pratensis
.3, 0.4 4 \ ———— o —6— Geranium macrorhizum
3] A,
2 W = = A A A A N Calendula officinalis
0.3 1 |y ) 1<) A A A A A A A
5 ¥ 2 A A——A o .
o —&— Matricaria recutita
< 02 . )
—X —=— Salvia glutinosa
0.1 L PY P ° ° - - - " o R —B— Lavandula angustifolia
b ) —>— Rhaponticum carthamoides
0 0 S P e P ———— e )

—@— Salvia officinalis

Laikas, min

1 pav. Metanoliniy ekstrakty antiradiklinis aktyvumas i$matuotas ABTS®" reakcijos
sistemoje

ABTS"" sujungimo jvertinimo metu gauti panasis rezultatai kaip ir DPPH
sistemoje. Snapucio ir sidabrazolés ekstraktai efektyviausiai suriSo ABTS"
(lickamoji absorbcija po 6 min. buvo artima 0). Vaistinio Salavijo aktyvumas
buvo Siek tiek mazesnis (absorbcija po 6 min. sumazéjo iki 0,08, t. y. 89 %).
Lipniojo Salavijo, paprastojo rapontiko ir kvapniojo Salavijo ekstraktai taip pat
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pasizym¢jo dideliu antiradikaliniu aktyvumu: absorbcijos sumazéjimas buvo
atitinkamai 81 %, 72 % ir 64 %.

Reikia pazyméti, kad antiradikaliniai ekstrakty junginiai gana greitai
reagavo su ABTS™ (0,25-0,5 min.). Likusio reakcijos laiko metu i§matuotas
absorbcijos pakitimas visais atvejais (iSskyrus rausvaziedés eziuolés atveji)
buvo labai nezymus.

Lyginant abu radikaly sujungimo testus, tarp ju nustatytas tvirtas
koreliacinis rySys: DPPH ir ABTS testy koreliacijos koeficientai metanoliniams
ekstraktams buvo 0,76. Snapucio ir sidabrazolés ekstrakty antiradikalinis
aktyvumas buvo didziausias abiejose reakcijy sistemose.

Fenoliniy junginiy kiekis ekstraktuose.

Augaly fenoliniai junginiai yra gausiausia junginiy grupé, pasizyminti
antiradikalinémis ar antioksidacinémis savybémis. Taigi buvo tikslinga
nustatyti bendra fenoliniy junginiy kieki tirtuose augaluy ekstraktuose (3
lentel¢). Ekstraktuose taip pat nustatytas flavonoidy ir flavonoliy kiekis.

Augaly ekstraktai Bendras fenoliniy 3 lentelé. Bendras
junginiy kiekis, fenoliniy junginiy kiekis

mg/g ekstrakto (GRE) augaly ekstraktuose,

Salvia officinalis 22,609 iSreikStas  galo  ragsties

Salvia sclarea 240+ 1,1 ckvivalentu (GRE)

Salvia glutinosa 17,1 £0,6

Salvia pratensis 9,7+0,4

Lavandula angustifolia 541£0,2

Calendula officinalis 6,6 +0,3

Matricaria recutita 7,5+0,1

Echinacea purpurea 4,1+1,2

Rhaponticum carthamoides 13,3+0,3

Juglans regia 11,5+ 1,0

Melilotus officinalis 4,3+0,6

Geranium macrorrhizum 25,9+0,2

Potentilla fruticosa 379+2,1

Bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 1§ kalibracinés kreives
regresijos lygties: y = 10,738x + 0,061, R* = 0,98. Fenoliniy junginiy kiekis
ekstraktuose vyravo nuo 4,1 iki 37,9 GRE. Daugiausiai jy nustatyta
sidabrazolés ir snapucio ekstraktuose, truputi maziau - Salavijy ir paprastojo
rapontiko ekstraktuose. Fenoliniy junginiy kiekis koreliavo su ekstrakty
antiradikaliniu aktyvumu: pvz. dvieju duomeny grupiy (ekstrakty ABTS®"
sujungimo aktyvumo ir $iy ekstrakty fenoliniy junginiy kiekio) koreliacijos
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koeficientas buvo 0,84. Tai rodo, kad fenoliniai junginiai yra labai svarbds,
lemiant Siy ekstrakty antiradikalines savybes.

Po pirminio {vertinimo, tolesniems tyrimams atrinkti stambiaSaknis
snaputis (Geranium macrorrhizum) 1ir kriminé¢ sidabrazolé (Potentilla
fruticosa), kaip stipriausiomis antiradikalinémis savybémis pasizyméje augalai.

StambiaSaknio snapucio antiradikaliniy junginiy iSskyrimas ir
nustatymas

Ekstrakcijos schema ir ekstrakty antiradikalinis aktyvumas.
StambiaSaknio snapucio lapuy ekstrakcijos schema, ekstrakty iSeigos ir
atskiry ekstrakty ar frakeijy antiradikalinis aktyvumas parodyti 2 paveiksle.

Geranium macrorrhizum

AN

tret-butilmetileterio ekstraktas Likutis
(4,0 %; 23 %)
Etanolio ekstraktas (11,5 %; 52,5 %) Likutis
=TT 1
Etanol.-Butanol. Etanol.-Vand. Vand. ekstrakt. ' Liku- !
(EB) frakcija (EW) frakcija (13,3 %; : ti !
(6,9 %; 69,2 %) (4,6 %; 63,1 %) 75,6 %) s
.
Vand.-Butanol. Vand.-Vand.
(WB) frakcija (WW) frakcija
(1,8 %; 69,1 %) (11,5 %; 50,6 %)

2 pav. StambiaSaknio snapucio lapy ekstrahavimo ir frakcionavimo schema ir
gauty frakcijy antiradikalinio aktyvumo jvertinimas; skliaustuose — iSeiga, %;
absorbcijos sumazéjimas (%) DPPH® reakcijos sistemoje, iSmatuotas 30 min. po radikalo
ir ekstrakty tirpaly sumaiSymo; galutinis masiy santykis tarp ju buvo 3:1 ftret-
butilmetileterio frakcijai ir 0,75:1 kitoms frakcijoms

Tret-butilmetileteris iSekstrahavo maziau aktyviy medziagy i$ augalo lapy
nei etanolis ar vanduo. Tai reiSkia, kad augalo lapuose vyrauja poliski junginiai.
Matavimai parod¢, kad didZiausiu antiradikaliniu aktyvumu pasiZymeéjo
vandeninis ir etanolinis ekstraktai; iSmatuotas absorbcijos sumazéjimas
(atitinkamai 75,6 % ir 52,5 %) buvo gerokai didesnis nei tret-butilmetileterinio
ekstrakto. Toliau tirtas atskiry etanoliniy ir vandeniniy frakciju antiradikalinis
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aktyvumas buvo gana panaSus (I = 63,1 — 69,2 %). WW frakcijos aktyvumas
buvo Siek tieck mazesnis (I = 50,6 %).

Antioksidanty aptikimas kombinuotu ESC-DPPH/ABTS metodu.

Taikant $i metoda, ekstraktas skirstomas chromatografingje kolonéléje, ir
preliminariai jvertinamas atskirty komponenty antiradikalinis aktyvumas. Visos
stambiaSaknio snapucio frakcijos tirtos Siuo metodu. Chromatografinis
pavyzdys pateiktas 3 pav. Neigiamos smailés chromatogramoje parodo
aktyvius, su ABTS"" reaguojandius junginius.

JUS——— 3 pav. Antiradikaliniy junginiy i§
stambiasSaknio snapucio WW
frakcijos aptikimas ESC-ABTS
metodu; virSutiné chromatograma:
T { UV signalas (254 nm), apatiné

chromatograma: ABTS*" redukcijos
" MW_—J l\ \/\JLPJ\,JLJ—'L

signalas (734 nm)

»»»»»»»»

Tyrimai parodé, kad aktyviis antiradikaliniai junginiai yra susikoncentrave
etanolio ir vandens frakcijose, ypa¢ EB ir WW. Du pagrindiniai junginiai
aptikti WW frakcijoje (3 pav.) ir abu, sprendziant i§ atitinkamy neigiamy
smailiy intensyvumo, pasiZymi stipriomis antiradikalinémis savybémis.

Aktyviy junginiy iskyrimas, iSgryninimas ir nustatymas.

Naudojant ivairius spektrometrinius metodus, septyni junginiai nustatyti
ivairiose snapucio frakcijose (4 pav.). Du i ju — galo rugstis 1 ir kvercetinas 4
— buvo zinomi §io augalo komponentai, o 2, 3, 5, 6 ir 7 nustatyti stambiaSaknio
snapucio sudétyje pirma karta.

Poliskiausi junginiai — galo riigStis 1 ir 4-galoilchino riigStis 2 — nustatyti
WW frakcijoje, remiantis '"H BMR, 'H-"C BMR (HMBC), ESI-MS ir UV
spektriniais duomenimis. Taip pat remiantis {jvairiais spektrometriniais
duomenimis EB frakcijoje nustatyti kvercetinas 4, kvercetin-3-/-
gliukopiranozidas S, kvercetin-3-/-galaktopiranozidas 6 ir kvercetin-4'-f-
gliukopiranozidas 7. Elago rtgstis 3 nustatyta WB frakcijoje. Visy nustatyty
junginiy, i8skyrus 4-galoilchino riigsti, antioksidacinés savybés yra Zinomos i$
anksciau skelbty darby.
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4 pav. Antiradikaliniai junginiai, nustatyti stambiasaknio snapucio lapu
ekstraktuose

Galo ruagstis (1): UV (MeCN) Agas 270 nm; ESI-MS (neigiamas jonizacijos
rezimas) m/z 169 [M-H]; '"H BMR duomenys: (D,0) & (ppm) 6,88 (2H, s, H-2 ir H-6);

4-galoilchino riagstis (2): UV (MeCN) A 273 nm; ESIMS (neigiamas
jonizacijos rezimas) m/z 343 [M-H]; '"H BMR duomenys: (D,0) & (ppm) 7,00 (2H, s, H-
2 galoil ir H-6 galoil), 4,76 (1H, dd, J = 3,1, 9,1 Hz, H-4), 4,08-4,20 (2H, m, H-3 ir H-
5), 1,80-2,08 (4H, m, H-2 ir H-6); °C BMR duomenys: (D,0) & 178,5 (COOH), 168,0
(-COO0-), 144,9 (2C, C-3 galoil ir C-5 galoil), 138,8 (C-4 galoil), 120,5 (C-1 galoil),
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110,5 (2C, C-2 galoil ir C-6 galoil), 78,0 (C-4), 75,7 (C-1), 68,0 (C-5), 64,8 (C-3), 40,4
(C-6), 37,3 (C-2);

Elago ruagstis (3): UV (MeOH) A 253, 367; ESI-MS (neigiamas jonizacijos
rezimas) m/z 301 [M-H]; 'H BMR duomenys: (CD;0D) & (ppm) 7,53 (2H, s, H-5 ir H'-
5);

Kvercetinas (4): UV(MeOH) A.s 254, 354; ESI-MS (teigiamas jonizacijos
rezimas) m/z 303 [M+H]"; "H BMR duomenys: (CD;0D) & (ppm) 7,73 (1H, d, J = 2,1
Hz, H-2"), 7,62 (1H, dd, /= 2,1, 8,5 Hz, H-6"), 6,87 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 6,37 (1H,
d, /J=2.1 Hz, H-8), 6,17 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6);

Kvercetin-3-O-f4-gliukopiranozidas (5): UV(MeOH) A 254, 356; ESI-MS
(neigiamas jonizacijos rezimas) m/z 463 [M-H]; '"H BMR duomenys: (CD;OD) & (ppm)
7,84 (1H, d, J=2,1 Hz, H-2"), 7,58 (1H, dd, J = 2,2, 8,5 Hz, H-6"), 6,86 (1H, d, J = 8,4
Hz, H-5"), 6,38 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8), 6,19 (1H, d, /= 1,9 Hz, H-6), 5,24 (1H, d, J =
7,6 Hz, H-1" gliukozil), 3,77-3,18 (6H, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"4 p); BC BMR
duomenys: (CD;0D) & 179,4 (C-4), 166,6 (C-7), 163,1 (C-5), 158,9 (C-2), 158,5 (C-9),
149,9 (C-4"), 145,9 (C-37), 135,6 (C-3), 123,2 (C-6"), 123,1 (C-1"), 117,5 (C-5"), 116,0
(C-2"), 105,6 (C-10), 104,3 (C-17), 100,1 (C-6), 94,8 (C-8), 78,4 (C-5"), 78,1 (C-3"),
75,7 (C-27), 71,2 (C-4"), 62,6 (C-6");

Kvercetin-3-O-S-galaktopiranozidas (6): UV(MeOH) A, 254, 356; ESI-MS
(neigiamas jonizacijos rezimas) m/z 463 [M-H]; '"H BMR duomenys: (CD;OD) & (ppm)
7,70 (1H, d, J= 2,2 Hz, H-2"), 7,58 (1H, dd, J = 2,2, 8,5 Hz, H-6"), 6,86 (1H, d, /= 8,4
Hz, H-5"), 6,38 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8), 6,19 (1H, d, /= 1,9 Hz, H-6), 5,16 (1H, d, J =
7,6 Hz, H-1" galaktozil), 3,87-3,18 (6H, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"4 ); B3C BMR
duomenys: (CD;0D) & 179,3 (C-4), 167,6 (C-7), 162,9 (C-5), 158,8 (C-2), 158,6 (C-9),
149,9 (C-4"), 145,8 (C-37), 135,7 (C-3), 123,0 (C-6"), 122,9 (C-1"), 117,7 (C-5"), 116,1
(C-2"), 105,6 (C-10), 105,2 (C-17), 100,4 (C-6), 95,1 (C-8), 77,1 (C-57), 75,1 (C-3"),
73,2 (C-2"), 70,1 (C-4"), 61,9 (C-6");

Kvercetin-4'-O-f-gliukopiranozidas (7): UV(MeCN) Ap.us 252, 365; ESI-MS
(teigiamas jonizacijos rezimas) m/z 465 [M+H]"; "H BMR duomenys: (CD;0D) & (ppm)
7,79 (1H, d, J=2,1 Hz, H-2"), 7,74 (1H, dd, J = 2,4, 8,8 Hz, H-6"), 7,32 (1H, d, J = &,8
Hz, H-5"), 6,41 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 6,20 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-6), 4,97 (1H, d, J =
12,0 Hz, H-1" gliukozil), 3,96-3,32 (6H, m, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"4 p); B3C BMR
duomenys: (CD;0D) o6 177,4 (C-4), 165,7 (C-7), 161,5 (C-5), 157,4 (C-9), 147,1 (C-2),
147,0 (C-37), 146,8 (C-4"), 137,9 (C-3), 126,7 (C-17), 120,2 (C-6"), 116,7 (C-5"), 115,5
(C-27), 103,4 (C-10), 102,5 (C-17), 98,6 (C-6), 93,6 (C-8), 77,4 (C-5"), 76,6 (C-3"), 73,8
(C-2"), 70,3 (C-4"), 61,4 (C-6").

ISskirty junginiy antiradikalinio aktyvumo jvertinimas.

[3gryninty junginiy antiradikalinis aktyvumas i8matuotas DPPH® ir ABTS""
sujungimo metodais. Gauti rezultatai palyginti su etaloniniy antioksidanty —
trolokso ir rozmariny rigsties aktyvumu (4 lentel¢).

ABTS®" sistemoje (TEAC reikSmés) nustatyta, kad aktyviausiomis
antiradikalinémis savybémis pasizymejo kvercetin-3-gliukozidas, o DPPH
sistemoje — galo riigStis. Rezultatai taip pat parode¢, kad laisva 4° pozicija
flavonoido kvercetino struktiiroje svarbi antioksidaciniam junginio aktyvumui,
o 3 pozicija tokios didelés reikSmeés neturi.
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Nustatyta, kad galo rtgsties 1 aktyvumas buvo panaSus kaip ir rozmariny
rigsties. Dideliu antiradikaliniu aktyvumu taip pat pasizymeéjo abu kvercetin-3-
glikozidai ir elago rugstis 3. 4-galoilchino rigstis 2 taip pat yra aktyvus
antiradikalinis junginys, nors §io junginio aktyvumas buvo mazesnis negu kity
1§skirty junginiy.

4 lentelé. StambiaSaknio snapucio junginiy antiradikalinis aktyvumas

Junginys TEAC reik§mé po: Ipppn %o esant:
1 min. 6 min. [MDPPH]/ [MDPPH]/
[Mrc]=2 [M1c]=10
Rozmariny rigstis 1,48 1,52 95 95
Galo rugstis (1) 1,51 1,63 94 93
4-Galoilchino riigstis (2) 0,99 1,01 68 8
Elago rugstis (3) 1,58 1,81 95 75
Kvercetinas (4) 1,61 1,74 96 36
Kvercetin-3-gliukozidas (5) 1,64 1,84 93 85
Kvercetin-3-galaktozidas (6) 1,64 1,84 93 85
Kvercetin-4'-gliukozidas (7) 1,42 1,49 86 35

Troloksui ekvivalentiSkas antioksidacinis geb¢jimas TEAC, iSmatuotas po ¢ = [
min. ir t = 6 min.; Ipppy. — DPPH radikalo redukcija (%); [Mpppu}/[Mrc] — DPPH’
reagento ir tirto junginio koncentracijy santykis

Kriminés sidabrazolés antiradikaliniy junginiy iSskyrimas ir
nustatymas

Ekstrakcijos schema ir ekstrakty antiradikalinio aktyvumo jvertinimas.

Kriiminés sidabrazolés ekstrahavimo ir frakcionavimo schema buvo tokia
pati kaip ir stambiasaknio snapucio (2 pav.). Gautos tokios ekstrakty ir frakciju
1Seigos: tret-butilmetileterinio ekstrakto — 2,6 %, etanolinio ekstrakto — 22,3 %,
vandeninio ekstrakto — 20,3 %, etanolinés-butanolinés frakcijos — 10,1 %,
etanolinés-vandeninés frakcijos — 12,2 %, vandeninés-butanolinés frakcijos —
4,5 %, vandeninés-vandeninés frakcijos — 15,8 %. ISeigos parodé, kad kriimingés
sidabraZolés Ziedai turi daug poliSky junginiy. [vertinus frakcijas nustatyta, kad
didZiausiu aktyvumu pasizymeéjo etanolinés frakcijos (EB ir EW) ir vandenineé-
butanoliné frakcija (WB), Siek tiek maZesniu aktyvumu — vandeniné-vandeniné
frakcija (WW). Siy esktrakty DPPH* absorbcijos slopinimas po 30 min. buvo
atitinkamai 93,6 %, 94,9 %, 92,3 % ir 55,1 % (galutinis masiy santykis tarp
radikaly ir ekstrakty tirpaluose buvo 1,5:1). Eterinio ekstrakto antiradikalinis
aktyvumas buvo apie 8 kartus silpnesnis nei kity tirty frakciju.

Atskiriems antiradikaliniams junginiams aptikti aktyviausios frakcijos
toliau tirtos kombinuotais ESC-DPPH/ABTS metodais. Daugiausiai aktyviuy
junginiy rasta EB ir WB frakcijose. Sios frakcijos atrinktos tolesnei analizei.
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Aktyviy junginiy iSkyrimas, iSgryninimas ir nustatymas.
Naudojant jvairius spektrometrinius metodus (MS, UV, 'H BMR, 2D BMR
— HMBC, COSY, TOCSY), 1§ kriiminés sidabrazolés ziedy i$skirta ir nustatyta

12 junginiy: kamferol-3-O-4-(6"-O-(E)-p-kumaril) gliukopiranozidas

16,

kamferol-3-4-(6"-a-ramnozil) gliukopiranozidas 14, kvercetin-3-O-4-(6"-a.-
ramnozil)gliukopiranozidas (rutinas) 8, kvercetin-3-f-gliukopiranozidas 5,
kvercetin-3-/galaktopiranozidas 6, kvercetin-3-/-gliukuronopiranozidas 9,
kvercetin-3-a-arabinofuranozidas 10, katechinas 15, elago riigstis 3, ramnetin-
3-f-gliukopiranozidas 11, ramnetin-3-/-galaktopiranozidas 12, ramnetin-3-o-
arabinofuranozidas 13 (5 pav.).

R,
5 OH
6 OH
11 OH
12 OH
13 OH
16 H

15

R,
[-gliukopiranozil
[-galaktopiranozil
[-gliukopiranozil
[-galaktopiranozil
a-arabinofuranozil
6-o-ramnozil-
[-gliukopiranozil

HO
10 OH

5 pav (1/2). Kriiminés sidabrazolés antiradikaliniy junginiy struktiiros

R;
OH
OH
OCH;
OCH;
OCH;
OH



5 pav (2/2). Kriiminés sidabrazolés antiradikaliniy junginiy struktiiros

Visi junginiai, i§skyrus 3, 15 ir 6, nustatyti Siame augale pirma karta. 5, 6 ir
15 junginiai papildomai iSskirti ir nustatyti kombinuotu ESC-BMR metodu,
naudojant kietos fazés ekstraktoriy. Dalis pagrindiniy junginiy, nustatyty

sidabrazol¢je (3, 5, 6, 8 ir 15), yra gerai zinomi kaip antioksidantai.

5 lentelé. Ramnetin-3-/-gliukopiranozido 11, ramnetin-3-/-galaktopiranozido 12 ir
ramnetin-3-g-arabinofuranozido 13 'H bei *C BMR cheminiai poslinkiai (5 = ppm).
Tirpiklis — DMSO-dg

Pozi- 'H &, multipletiskumas; sujungimo konstantos J Bc
cija (Hz)
11 12 13 11 12 13
2 156,8 156,8 157,2
3 133,3 133,1 133,6
4 177,2 177,2 177,5
5 160,7 160,7 160,6
6 6,37,d;2,0 6,37,d;2,0 6,38,d; 1,9 97,6 97,6 97,9
7 164,8 164,8 165,2
8 6,71,d; 2,4 6,71,d; 2,4 6,71,d; 2,4 91,9 91,9 92,2
9 156,0 156,0 156,3
10 104,7 104,7 105,1
' 120,6 120,6 120,7
2' 7,62,d;2,0 7,58, d; 2,0 7,54, d; 2,0 116,0 115,8 115,7
3 144,7 144,7 145,3
4 148,6 148,6 148.,9
5' 6,84, d; 8,8 6,82, d; 8,8 6,86, d; 8,4 114,9 114,9 115,8
6' 7,61, dd; 7,69, dd; 2,0, 7,56,dd;2,0,84 121,4 121,8 121,8
2,0, 8,4 8,4



1" 5,48,d; 7,2 5,40,d; 7,6 5,61, s 100,8 101,4 107,9

2" 3,27, m 3,56, m 4,17,d; 3,3 73,8 70,9 82,0
3" 3,23, m 3,41, m 3,72, m 76,5 72,8 77,0
4" 3,09, m 3,65, m 3,59, m 69,6 67,8 85,9
5" 3,10, m 3,32, m 3,27, dd; 5,0, 77,4 75,6 60,7
12,0
3,34, dd; 3,5,
12,0
6" 3,30, dd; 3,31,dd; 5,2, 60,7 59,9
7,6, 9,6 9,6
3,56, dd; 3,46, dd; 5,2,
7,6, 9,6 9,6

Kvercetin-3-O-frutinozidas (8): UV (MeCN) A, 254, 355 nm; ESI-MS
(teigiamas jonizacijos rezimas) m/z 611 [M+H]"; '"H BMR duomenys: (CD;0D) & 7,67
(1H, d, J=1,7 Hz, H-2"), 7,64 (1H, dd, J = 2,0, 8,4 Hz, H-6"), 6,85 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H-5") 6,39 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-8), 6,21 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-6), 5,10 (1H, d, J = 7,6
Hz, H-1" glukozil), 4,52 (1H, s, H-1"" ramnozil), 3,81-3,26 (10H, m, cukry protonai),
1,12 3H, d, J = 6,1 Hz, H-6""); °C BMR duomenys: (DMSO dy) & 177,6 (C-4), 165,4
(C-7), 160,9 (C-5), 156,4 (C-2), 156,3 (C-9), 144,7 (C-3"), 140,5 (C-4"), 133,0 (C-3),
121,4 (C-6"), 120,7 (C-17), 115,9 (C-27), 115,1 (C-5"), 103,2 (C-10), 101,5 (C-1"), 100,8
(C-17), 98,9 (C-6), 93,6 (C-8), 77,5 (C-5"), 76,7 (C-3"), 74,4 (C-2"), 72,1 (C-4""), 70,8
(C-3"), 70,4 (C-2""), 70,2 (C-4"), 68,2 (C-5""), 67,1 (C-6"), 17,6 (C-6"");

Kvercetin-3-O-f-gliukuronopiranozidas (9): UV (MeCN) A, 254, 353 nm;
ESI-MS (teigiamas jonizacijos rezimas) m/z 479 [M+H]; 'H BMR duomenys:
(CD;0D) 6 7,98 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"), 7,49 (1H, dd, J = 2,2, 8,5 Hz, H-6"), 6,84
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-5") 6,36 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8), 6,17 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-6),
5,40 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1" gliukuronozil), 3,28-3,60 (4H, m, H-2", H-3", H-4", H-5");
C BMR duomenys: (DMSO dg) & 177,2 (C-4), 172,2 (C-6"), 166,2 (C-7), 160,7 (C-5),
157,0 (C-2), 156,4 (C-9), 148,3 (C-4"), 144,7 (C-3"), 133,8 (C-3), 120,2 (C-6"), 120,2
(C-17), 117,8 (C-2"), 115,3 (C-5"), 102,3 (C-10), 102,3 (C-17), 99,2 (C-6), 93,8 (C-8),
76,5 (C-4"), 73,9 (C-2"), 73,9 (C-57), 71,6 (C-3");

Kvercetin-3-O-a~arabinofuranozidas (10): UV (MeCN) A 254, 352 nm; ESI-
MS (teigiamas jonizacijos rezimas) m/z 435 [M+H]"; '"H BMR duomenys: (CD;0D) &
7,52-7,45 (2H, m, H-2", H-6"), 6,89 (1H, d, /= 8,3 Hz, H-5") 6,37 (1H, d, J= 1,9 Hz, H-
8), 6,18 (1H, d, J= 1,8 Hz, H-6), 5,45 (1H, s, H-1" arabinozil), 4,33 (1H, m, H-2"), 3,93-
3,80 (2H, m, H-3", H-4"), 3,49 (1H, m, H-5"); B3C BMR duomenys: (CD;0OD) ¢ 179,9
(C-4), 166,0 (C-7), 163,0 (C-5), 159,4 (C-2), 158,5 (C-9), 149,8 (C-4"), 146,3 (C-3"),
134,8 (C-3), 123,0 (C-6"), 123,0 (C-1"), 116,8 (C-2"), 116,4 (C-5"), 109,4 (C-1"), 105,6
(C-10), 99,9 (C-6), 94,8 (C-8), 87,8 (C-4"), 83,3 (C-27), 78,6 (C-3"), 62,4 (C-57);

Ramnetin-3-O-A-gliukopiranozidas (11): UV (MeCN) A 256, 353 nm; ESI-
MS (neigiamas jonizacijos rezimas) m/z 477 [M-H]; '"H BMR ir °C BMR cheminius
poslinkius Zr. 5 lenteléje;

Ramnetin-3-O-f-galaktopiranozidas (12): UV (MeCN) A . 256, 353 nm; ESI-
MS (neigiamas jonizacijos rezimas) m/z 477 [M-H]; '"H BMR ir °C BMR cheminius
poslinkius Zr. 5 lenteléje;
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Ramnetin-3-O-a~arabinofuranozidas (13): UV (MeCN) A 256, 351 nm; ESI-
MS (neigiamas jonizacijos rezimas) m/z 447 [M-H]; '"H BMR ir *C BMR cheminius
poslinkius Zr. 5 lenteléje;

Kamferol-3-O-fFrutinozidas (14): UV (MeCN) A 265, 361 nm; ESI-MS
(teigiamas jonizacijos rezimas) m/z 595 [M+H]"; '"H BMR duomenys: (CD;0D) & 8,06
(2H, d, J= 8,9 Hz, H-2", H-6"), 6,80 (2H, d, /= 8,9 Hz, H-3", H-5"), 6,37 (1H, d, J= 2,0
Hz, H-8) 6,18 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 5,10 (1H, d, J = 7,3 Hz, H-1" gliukozil), 4,50
(1H, s, H-1"" ramnozil), 3,81-3,21 (10H, m, cukry protonai), 1,11 (3H, d, J = 6,2, H-6""
ramnozil);

Katechinas (15): UV (MeCN) A 278 nm; ESI-MS (neigiamas jonizacijos
rezimas) m/z 289 [M-HJ; '"H BMR duomenys: (CD;OD) 6 6,84 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
27, 6,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"), 6,72 (1H, dd, /= 2,0, 8,2 Hz, H-6") 5,93 (1H, d, J =
2,2 Hz, H-8), 5,86 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-6), 4,56 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-2), 3,98 (1H, m,
H-3), 2,85 (1H, dd, J= 5,4, 16,1, H-4), 2,51 (1H, dd, J= 5,4, 16,1, H-4,);

Kamferol-3-O-3-(6''-O-(E)-p-kumaril) gliukopiranozidas (16): UV (MeCN)
Amaks 265, 313 nm; ESIMS (neigiamas jonizacijos rezimas) m/z 593 [M-HJ; 'H BMR
duomenys: (CD;0OD) ¢ 7,98 (2H, d, /= 8,9 Hz, H-2", H-6"), 7,39 (1H, d, /= 16,0 Hz, H-
7" kumaril), 7,30 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-2"", H-6""), 6,81 (2H, d, J= 8,9 Hz, H-3", H-5"),
6,79 (2H, d, /= 8,7 Hz, H-3"", H-5""), 6,30 (1H, d, /= 2,0 Hz, H-8), 6,12 (1H, d, J=2,0
Hz, H-6), 6,07 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8"), 5,22 (1H, d, J= 7,5 Hz, H-1"), 4,27 (1H, dd,
J=2,2,11,8 Hz, H-6"4), 4,18 (1H, dd, J = 6,6, 11,8 Hz, H-6"), 3,47-3,29 (4H, m, H-2",
H-3", H-4", H-5"); °C BMR duomenys: (DMSO ds) & 180,0 (C-4), 168,9 (C-97), 167,2
(C-7), 163,0 (C-5), 161,4 (C-4’, C-4""), 159,3 (C-2), 158,6 (C-9), 146,7 (C-7'"), 135,2
(C-3), 132,2 (C-2", C-6"), 131,3 (C-2"", C-6""), 127,2 (C-1""), 122,8 (C-17), 116,9 (C-3",
C-5"), 116,1 (C-3", C-5""), 114,8 (C-8°"), 105,4 (C-10), 104,1 (C-"), 100,5 (C-6), 95,2
(C-8), 78,1 (C-3"), 75,8 (C-2", C-57), 71,8 (C-4"), 64,5 (C-6").

Isskirty junginiy antiradikalinio aktyvumo jvertinimas.

Junginiy antiradikalinis aktyvumas, vertinant DPPH® ir ABTS"", sistemose
buvo panasus. Didesnis nesutapimas pastebétas kamferol-3-O-/-(6"-O-(E)-p-
kumaril) gliukopiranozido atveju, kurio aktyvumas ABTS*" sujungimo metodu
buvo gerokai didesnis nei DPPH® metodu. DidZiausiu aktyvumu pasiZzyméjo
katechinas 15 ir elago rugstis 3. IS chromatografijos analizés smailiy ploty
nustatyta, kad Sie junginiai kartu su kvercetino glikozidais 5, 6 ir 8 yra
pagrindiniai augalo antiradikaliniai komponentai.

6 lentelé. ISskirty i§ kriiminés sidabrazolés junginiy antiradikalinis aktyvumas

Junginys TEAC reikSmé po: Ipppy % esant:
1 min. 6 min. [Mpppn/ [Mpppn/
M1c]=2 Mrc]=10
Troloksas 1 1 96 38
Rozmariny riugstis 1,37 1,44 97 38
Kvercetin-3-f-gliukopiranozidas (5) 1,53 1,95 91 27
Kvercetin-3-f-galaktopiranozidas (6) 1,53 1,95 91 27
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Kvercetin-3-f-rutinozidas (8) 1,25 1,63 89 10

Kvercetin-3-f-gliukuronopiranozidas (9) 0,26 0,38 36 6.6
Kvercetin-3-a-arabinofuranozidas (10) 0,91 1,18 80 17
Ramnetin-3-/-gliukopiranozidas (11) 0,85 1,22 92 16
Ramnetin-3-/-galactopiranozidas (12) 0,85 1,22 92 16
Ramnetin-3-a-arabinofuranozidas (13) 0,49 0,65 81 52
Kamferol-3-/-rutinozidas (14) 0,84 1,13 26 6,3
Katechinas (15) 1,54 1,57 96 80
Elago riigstis (3) 1,4 1,83 95 77
Kamferol-3-O-f-(6"-O-(E)-p-kumaril) 1,12 1,43 1,2 0,1

gliukopiranozidas (16)

Tu paciy junginiy, i8skirty i§ snapucio ir sidabrazolés ekstrakty, neZymaus
aktyvumo skirtumy priezastis (5, 6 ir 15) galéjo biiti nevienodas Siy iSskirty
junginiy grynumas.

Antiradikaliniy junginiy kiekio stambiaSaknio snapucio ir kraminés
sidabrazolés skirtingose botaninése dalyse palyginimas

Nustacius pagrindinius antiradikalinius junginius augaly ekstraktuose, kitas
darbo etapas buvo kiekybiSkai palyginti Siy junginiy pasiskirstyma skirtingose
augaly dalyse: snapucio lapuose ir Saknyse bei sidabrazolés zieduose ir lapuose.
Toks palyginimas atliktas pagal atskiry junginiy TIC signalo intensyvuma ESC-
MS analizés metu (7 ir 8 lentelés).

7 lentelé. Pagrindiniy antiradikaliniy junginiy smailiy plotai ir ju santykis
etanoliniuose snapucio lapy ir Sakny ekstraktuose

Junginys TIC plotas (salyginiais vienetais)
Lapy Sakny SantyKkis
ekstraktuose ekstraktuose (lapy/Sakny)
Kvercetin-3-gliukozidas ir 219 648 4 886 45
galaktozidas (5,6)
Elago rugstis (3) 207 010 34 024 6
Kvercetinas (4) 1535179 37172 41

Nustatyta, kad stambiasaknio snapucio lapy etanoliniame ekstrakte
pagrindiniy antiradikaliniy junginiy kiekis yra 6 — 45 kartus didesnis nei Sakny
ekstrakte.
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8 lentelé. Pagrindiniy antiradikaliniy junginiy smailiy plotai ir jy santykis
sidabrazolés ziedy EB ir lapy etanoliniame ekstraktuose

Junginys TIC plotas (salyginiais vienetais)
Ziedy Lapy SantyKis
ekstraktuose ekstraktuose (Ziedu/lapy)
Katechinas (15) 1 862 556 977 177 1,91
Kvercetin-3-rutinozidas (8) 131 418 51974 2,53
Kvercetin-3-gliukozidas ir 722 730 275 809 2,62
galaktozidas (5,6)
Kvercetin-3-gliukuronozidas (9) 438 333 229410 1,91
Kvercetin-3-arabinozidas (10) 402 420 217373 1,85
Kamferol-3-rutinozidas (14) 21374 13 639 1,57
Kamferol-3-kumrilgliukozidas (16) 149 680 - -
Ramnetin-3-gliukozidas ir 177 978 237 361 0,75
galaktozidas (11, 12)
Ramnetin-3-arabinozidas (13) 110 769 114 140 0,97

Lyginant sidabrazolés skirtingy botaniniy daliy ekstraktus, antiradikaliniy
junginiy kiekio skirtumai buvo gerokai maZesni nei snaputyje. Reikia pastebéti,
kad palyginimui paimti Ziedy etanoliné-butanolin¢ frakcija ir lapy etanolinis
ekstraktas yra Siek tiek skirtingai paruosti, todel Sis palyginimas néra visiskai
objektyvus. Vis tik matyti, kad netgi pirminis etanolinis lapy ekstraktas turéjo
maziau pagrindiniy antiradikaliniy junginiy nei frakcionuotas ziedy ekstraktas.

Snapucio ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Maisto produkty oksidacijos procesai yra labai sudétingi. Jy metu susidaro
ivairlis pirminiai ir antriniai oksidacijos produktai. Sioms reakcijoms jtakos turi
tvairiis veiksniai: temperatiira, Sviesa, metaly jony buvimas ir kt. Dél Siy
prieZzasCly, norint visapusiSkai iStirti antioksidantus, naudojamus maisto
produktams apsaugoti, yra tikslinga taikyti metodus, kurie skirti skirtingoms
oksidacijos stadijoms ar susidarantiems produktams.

Superoksido radikalo ir vandenilio peroksido sujungimo pajégumas.

Superoksido radikalo anijonas (O,"") — vienas i§ reaktingy deguonies rasiu,
daugiausiai susidarantis gyvoje lasteléje. Atliekant tyrimus, superoksido
radikalas buvo gaminamas ksantino ir ksantino oksidzés fermentinéje
sistemoje.
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Visi 200 mg/kg koncentracijos snapucio ekstraktai efektyviai sujunge
superoksido anijono radikalus (6 pav.). Poveikis buvo beveik toks pat
ekstraktus praskiedus 4 kartus (50 mg/kg). Tus¢io bandymo metu budinga
redukuotam NBT reagentui mélyna spalva palaipsniui intensyveéjo, o
bandiniuose su snapucio ekstrakty priedais Sis intensyvumo didé¢jimas buvo
nezymus.
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6 pav. Snapucio ekstrakty (50 mg/kg) gebéjimas sujungti superoksido radikalo
anijonus, iSreikstas redukuoto NBT indikatoriaus intensyvumu

Vandenilio peroksido koncentracija, mM

- WW
——RA 16.67 mg/kg
1.0 A
-6-Tuscias
0.0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Laikas, min.

7 pav. Snapucio ekstrakty (33,3 mg/kg) gebéjimas sujungti vandenilio peroksida

Atliekant sujungimo testa, atskiry ekstrakty gebé¢jimas sujungti vandenilio
peroksida, kito esant platesnéms riboms, nei superoksido radikalo teste (7 pav.):
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WB ir EW frakcijos buvo efektyviausios. Reikia pastebéti, kad labiausiai
poliSkos snapucio frakcijos (WW ir EW) geriau tirpo reakcijos terpéje
(vandeniniame buferyje) nei kitos maziau hidrofilinés frakcijos (pvz., EB). D¢l
Sios priezasties tikétina, kad maZziau polisky frakcijy aktyvumas, atliekant §i
testa, ir buvo silpnesnis. Atliekant aliejaus oksidacijos matavimus, $iy frakciju
aktyvumas buvo stipresnis, nes jy tirpumas aliejuje buvo geresnis.

[-karotino blukinimo testas.

Visi tirti snapucio ekstraktai sulétino linoleno riigSties oksidacija ir drauge
[-karotino spalvos intensyvumo mazéjima reakcijos sistemoje. Rezultatai,
iSreik$ti lieckamaja karotino absorbcija emulsijoje, pavaizduoti 8 paveiksle.
Palyginimui panaudoty antioksidanty — rozmariny rigsties (RA) ir BHT —
koncentracijos emulsijoje buvo 10 karty maZesnés. Matyti, kad RA tirpalas
nebuvo efektyvus ir neapsaugojo p-karotino nuo iSblukimo, o BHT
koncentracija buvo pakankama. Visi snapucio ekstraktai stabdé oksidacijos
procesus reakcijos sistemoje. TBME ir WW frakcijos pasizyméjo
silpniausiomis savybémis, o kiti ekstraktai buvo labai efektyviis: liekamoji
emulsiju su Siy ekstrakty priedais absorbcija po 320 min. buvo apie 80 %
pirminés absorbcijos. Norint palyginti, iSmatuotas komerciniy rozmarino
ekstrakty (RE I ir II) aktyvumas, kuris buvo panaSus | snapucio ekstrakty
aktyvuma.
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8 pav. Snapucio ekstrakty efektyvumas f-karotino-linoleno riigSties sistemoje

Ekstrakty jtaka peroksidams susidaryti aliejuje.
Rapsuy aliejaus su ivairiais snapucio ekstrakty priedais oksidacijos procesas
buvo vertinamas pagal peroksidy skaiciaus kitima (9 pav.). Pagal gautas kreives
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apskaiCiuoti ekstrakty indukcijos periodai ir antioksidaciniai efektyvumai (9

lentelé).
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9 pav. PS kitimas bandiniuose su stambiaSaknio snapucio ekstrakty priedais rapsy
aliejaus oksidacijos metu, esant 55 °C temperatirai

Reikia vel pabrézti, kad visi tirti snapucio ekstraktai buvo gana poliski,
todeél ju tirpumas ir drauge aktyvumas nepoliskame aliejuje buvo gana silpnas.
Poliskiausios WW ir EW frakcijos netur¢jo jokio poveikio aliejui, tiriant jas
Siuo metodu. Nors abi butanolinés frakcijos taip pat silpnai tirpo aliejuje, jos
slopino oksidacijos reakcija (antioksidacinis efektyvumas lygus 1,33).
Sintetinio antioksidanto BHT efektyvumas (esant 10 karty mazesnei
koncentracijai) taip pat buvo nedidelis — 1,25.

9 lentelé. Rapsy aliejaus su stambiaSaknio snapucio ekstrakty priedais indukcijos
periodai ir ekstrakty antioksidacinis efektyvumas (IP, = 96 val., AE = 1)

Ekstraktai IP (val.) AE
TBME 79 0,83
EB 127 1,33
EW 84 0,88
WB 127 1,33
WW 96 1,00
BHT 120 1,25

Ekstrakty jtaka konjuguotiesiems dienams ir trienams susidaryti aliejuje.
Matuojant konjuguotyjy dieny, kaip pirminiy oksidacijos produkty, kitima
aliejaus oksidacijos metu, ryskiy skirtumy tarp méginiy su jvairiais snapucio
ekstrakty priedais, sintetiniu antioksidantu BHT ir tu$¢iu bandiniu nebuvo
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pastebéta. Konjuguotyju trieny, kaip antriniy oksidacijos produkty, didéjimas
aliejaus oksidacijos metu pastebétas tik mazdaug po 12 dieny IP laiko (10
pav.). LécCiausias konjuguotyjy trieny susidarymas iSmatuotas meéginyje su BHT
priedu. Visi snapucio ekstraktai (iSskyrus EW frakcija) taip pat pasizyméjo
antioksidaciniu aktyvumu Siame teste — susiformavusiy konjuguotyjy trieny
kiekis aliejaus oksidacijos metu buvo mazesnis nei tus¢iame meéginyje.
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10 pav. Snapucio ekstrakty itaka konjuguotiesiems trienams formuotis rapsy
aliejaus oksidacijos metu, esant 55 °C temperatirai

Ekstrakty jtaka susidariusio heksanalio kiekiui aliejaus virserdvéje.
Didesnis susiformavusio heksanalio kiekis aliejaus virSerdveje pastebimas
tik po tam tikro indukcinio periodo (11 pav.).
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11 pav. StambiaSaknio snapucio ekstrakty itaka susiformavusio heksanalio kiekiui
dygminy aliejaus virSerdvéje okidacijos metu, esant 55 °C temperatiirai
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Ekstrakty antioksidacinis efektyvumas apskaiCiuotas, dalinant iSmatuoty
bandiniy IP 1§ tus¢io bandinio IP (10 lentel¢). IS pateikty rezultaty matyti, kad
etanolinés snapucio frakcijos buvo efektyvesnés uz kitas frakcijas (AE = 1,33,
toks pats kaip meéginyje su sintetiniu BHT). TBME ekstraktas pasizyméjo
prooksidacinémis savybémis Siame teste.

10 lentelé. Snapucio ekstrakty antioksidacinis efektyvumas, apskaiciuotas pagal
oksidacijos kreives.

Bandinys Antioksidacinis efektyvumas (AE)

TBME 0,83
EB 1,33
EW 1,33
WB 1,00
‘A% 1,00
BHT 1,33
Tuscias 1,00

Sidabrazolés ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Superoksido radikalo ir vandenilio peroksido sujungimo pajégumas.
PanaSiai kaip ir stambiasaknio snapucio atveju, kriiminés sidabrazolés
ekstraktai efektyviai sujunge superoksido anijono radikalus (12 pav.).
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12 pav. Kruminés sidabrazolés ekstrakty (50 mg/kg) gebéjimas sujungti
superoksido anijono radikalus

Reikia taip pat paminéti galimybeg, kad tirti snapucio ir sidabraZzolés
ekstraktai gal¢jo tiesiogiai veikti kaip fermento, dalyvaujanio susidarant
superoksido anijono radikalui, inhibitoriai.
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Vandenilio peroksido koncentracija, mM

—RA 16.67 mglkg
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13 pav. Kruminés sidabrazolés ekstrakty (33,3 mg/kg koncentracijos) vandenilio
peroksido sujungimo gebé¢jimas

Vandenilio peroksido sujungimo kreivés bandiniuose su sidabrazolés
ekstrakty priedais pavaizduotos 13 paveiksle. IS ju matyti, kad sidabrazolés
ekstraktai efektyviai sujungé vandenilio peroksida. Tam, kad buty galima
palyginti, tirtas rozmariny riigsties aktyvumas (16,6 mg/kg), kuris buvo silpnas.

[-Karotino blukinimo testas.
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14 pav. SidabraZolés ekstrakty efektyvumas S-karotino-linoleno riigsties sistemoje
Kruminés sidabrazolés ekstrakty gebéjimas stabdyti linoleno rugsties,

drauge ir f~karotino oksidacija pavaizduotas 14 paveiksle. IS jo matyti, kad visi
bandiniai su augalo zZiedy ekstrakty priedais buvo efektyviis tirtoje sistemoje
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(lieckamoji absorbcija po 315 min. buvo 78-81 %). Silpnesnémis savybémis
pasizymejo TBME ekstraktas.

Ekstrakty jtaka peroksidams susidaryti aliejuje.

Poliskos sidabrazolés Ziedy frakcijos (EW, WW ir WB) neturé¢jo Zymesniy
antioksidaciniy savybiy atlikus testa (11 lentel¢). Labiausiai tikétina, kad tai
taip pat susij¢ su nepakankamu $iy frakcijy tirpumu aliejuje. NepoliSkas TBME
ekstraktas gerai tirpo aliejuje ir pasiZzyméjo geriausiu antioksidaciniu
efektyvumu 1S tirty frakciju (AE = 1,13).

Ekstraktas IP (val.) AE 11 lentelé. Rapsy
TBME 108 1,13 aliej aus su kruminés
sidabraZzoleés
EB 101 1,05 ekstraktais
EW 98 1,03 indukcijos periodai
WB 113 1,18 ir ekstrakty
WW 9% 1,00 antioksidacinis

efektyvumas (IP, =
BHT 120 1,25 96 val., AE = 1)

Ekstrakty jtaka konjuguotiesiems dienams ir trienams susidaryti aliejuje.
Ryskiy konjuguotyy dieny kitimo skirtumy tarp visy bandiniy (be
ekstrakty priedy ir su jais) aliejaus oksidacijos metu nebuvo pastebéta.
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15 pav. Kriminés sidabrazolés ekstrakty ijtaka konjuguotiesiems trienams
formuotis rapsy aliejaus oksidacijos metu, esant 55 °C temperatiirai

Eksperimento metu uzfiksuotas bendras konjuguotyjy dienu kiekio
did¢jimas, taciau skirtumai tarp atskiry bandiniy buvo labai neZymis.
Léciausias konjuguotyju trieny formavimasis nustatytas bandiniuose su BHT
priedu. TBME ekstraktas pasizym¢jo didziausiu aktyvumu, nors jokiy
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antiradikaliniy junginiy Siame ekstrakte nebuvo nustatyta (15 pav.). Tai taip pat
reikéty sieti su geru Sio ekstrakto tirpumu aliejuje.

Ekstrakty jtaka susidariusio heksanalio kiekiui aliejaus virserdvéje.
Dujuy chromatografijos buidu iSmatuotas heksanalio kiekio kitimas aliejaus
virSerdveje oksidacijos metu pavaizduotas 16 paveiksle.
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Trukmé, dienos
16 pav. Kruminés sidabrazolés ekstrakty itaka heksanalio kiekiui dygminy aliejaus
virSerdveje okidacijos metu, esant 55 °C temperatiirai

IS kreiviy matyti, kad beveik visu frakciju IP buvo vienodi — 6 dienos.
TBME ekstrakto IP buvo trumpesnis (4 dienos), netgi trumpesnis uz tuscio
bandinio IP. Sis rezultatas, rodantis TBME ekstrakto prooksidacinj efekta,
nesutapo su kity oksidacijos testy aliejuje rezultatais, kur Sis ekstraktas tur¢jo
tam tikra aktyvuma. Tai taip pat patvirtina oksidacinio proceso sudétinguma,
ypac¢ jo vélesnése stadijose. Daugumos sidabrazolés frakcijy IP Siame teste
buvo tokie patys kaip ir tus¢io bandinio, taciau 1§ kreiviy matyti, kad heksanalio
formavimasis po indukcinio periodo bandiniuose su priedais buvo 1étesnis nei
tuS¢iame bandinyje. Ilgiausias IP ir didziausias AE uZfiksuotas bandiniuose su
BHT priedu.

Preliminarus ekstrakty saugos jvertinimas

StambiaSaknis snaputis ir kriminé sidabrazol¢ yra gana menkai Zinomi
augalai. Literatliroje rasta labai mazai duomeny apie Siy augaly panaudojima
maiste. D¢l Sios priezasties, svarstant apie snapucio ir sidabrazolés ekstrakty

%
Preliminarius saugos jvertinimo eksperimentus atliko dr. Audroné Maroziené ir dr. Narimantas Cénas i

Biochemijos instituto bei dr. Grazina Slapsyté, dr. Liucija Dimanskiené ir prof. Juozas Lazutka i§ Vilniaus
universiteto. Apibendrinti tyrimy rezultatai pateikiami autoriams sutikus.
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kaip antioksidanty, praktini pritaikyma maiste, buvo labai svarbu preliminariai
vertinti $iy augaly ekstrakty sauga.

Darbe tirtas sidabrazolés (EB) ir snapucio (EB ir WW) ekstrakty frakcijy
reaktingumas peroksidazés ir tirozinazeés atzvilgiu. Fermentai peroksidazeés,
oksidatoriumi naudojantys H,0,, arba tirozinazés, naudojantys deguoni, gali
oksiduoti polifenolinius junginius ir susidare oksidacijos produktai lasteléje gali
biiti geno- ar citotoksiSki. Nustatyta, kad, palyginti su gryno junginio
flavonoido kvercetino reaktingumu, ekstrakty komponentai peroksidazes
atzvilgiu reaguoja daug léCiau. Taciau pastarieji daug greiiau gali biiti
oksiduojami tirozinaze.

Toliau tirtas polifenoliniy ekstrakty gebéjimas neutralizuoti singleting
deguoni. Al-ftalocianino tetrasulfonato Svitinimo metu susidargs singletinis
deguonis ('0,) lizuoja eritrocitus, o polifenoliniai junginiai létina §i procesa,
reaguodami su 'O, ir taip ilgindami eritrocity lizio puslaikj (t,,). Nustatyta, kad
tirti snapucio ir sidabrazolés ekstraktai efektyviai neutralizavo singletinio
deguonies poveikj eritrocitams. Tod¢l Sie ekstraktai gali buti perspektyviis kaip
maisto molekuliy fotooksidacija sulétinantys agentai.

Kitas darbo tikslas buvo istirti stambiasaknio snapucio ir kriminés
sidabrazolés ekstrakty frakciju genotoksiSkuma somatiniy mutacijy ir
rekombinaciju (SMART) Drosophila melanogaster sparny lastelése metodu.
Nustatyta, kad nei vienas i$ tirty snapucio ir sidabrazolés ekstrakty méginiy
neindukavo patikimo somatiniy mutaciju kiekio padidéjimo, taigi jie néra
genotoksiSki Siame in vivo teste. Tai rodo, kad tirtos frakcijos yra potencialiai
saugios ir ju praktinio panaudojimo tyrimai gali biiti tgsiami.

ISVADOS

1. Ivertinus Lietuvoje uzauginty vaistinio Salavijo (Salvia officinalis),
kvapniojo Salavijo (Salvia sclarea), lipniojo Salavijo (Salvia glutinosa),
pievinio Salavijo (Salvia pratensis), tikrosios levandos (Lavandula
angustifolia), vaistinés medetkos (Calendula officinalis), vaistinés ramunélés
(Matricaria recutita), rausvaziedés eziuoles (Echinacea purpurea), tikrojo
rapontiko (Rhaponticum carthamoides), graikinio rieSutmedZio (Juglans regia),
geltonziedzio barkiino (Melilotus officinalis), stambiaSaknio snapucio
(Geranium macrorrhizum) ir kriiminés sidabrazolés (Potentilla fruticosa)
metanoliniy, etilacetatiniy ir acetoniniy ekstrakty antiradikalini aktyvuma
modeliniais radikaly sujungimo testais, nustatyta, kad stambiasaknio snapucio
ir kriiminés sidabrazolés ekstraktai pasiZymeéjo stipriausiomis savybémis.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis, nustatytas metanoliniuose augaly
ekstraktuose, gerai koreliavo su tirty augaly ekstrakty antiradikaliniu aktyvumu.

2. Atrinkty augaly ekstraktuose nustatytos pagrindiniy antiradikaliniy
junginiy struktiiros. StambiaSaknio snapucio ekstraktuose nustatyti septyni
junginiai: galo rigstis, 4-galoilchino riigstis, elago rugstis, flavonoidas
kvercetinas, kvercetin-3-/gliukopiranozidas, kvercetin-3-/-
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galaktopiranozidas, kvercetin-4'-/-gliukopiranozidas. Penki 1§ S$iu junginiy
nustatyti augale pirma karta. Kriiminés sidabrazolés ekstraktuose nustatyta
dvylika junginiy: elago rugstis, katechinas, kvercetin-3-/-gliukopiranozidas,
kvercetin-3-f-galaktopiranozidas, kvercetin-3-/-rutinozidas, kvercetin-3-/-
gliukuronopiranozidas,  kvercetin-3-a-arabinofuranozidas, = kamferol-3-/-
rutinozidas, kamferol-3-O-4-(6"-O-(E)-p-kumaril) gliukopiranozidas, ramnetin-
3-f-gliukopiranozidas ir ramnetin-3-f-galaktopiranozidas. Devyni i§ ju
nustatyti augale pirma karta.

3. Modeliniais radikaly sujungimo metodais, jvertinus iSskirty junginiy
antiradikalini aktyvuma, nustatyta, kad kvercetin-3-glikozidai ir elago riigstis
buvo stipriausi snapucio antiradikaliniai junginiai; flavonoidas katechinas ir
kvercetin-3-gliukozidai buvo aktyviausi sidabrazolés junginiai. Siy junginiy
aktyvumas buvo panaSus 1 etaloninio antioksidanto rozmariny rigsties
aktyvuma ir 1,4-1,95 kartus stipresnis, palyginti su troloksu.

4. Realiose sistemose (aliejaus oksidacijos metu) ir modeliniais metodais
tvertinus augaly ekstrakty ir frakcijy antioksidacinés savybes, nustatyta, kad
etanoliné-butanoliné ir vandeniné-butanoliné snapucio frakcijos pasiZymejo
stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu. Kitos snapucio frakcijos buvo maziau
efektyvios aliejaus oksidacijos sistemose, taCiau efektyvios modelinése
sistemose.  Sidabrazolés frakcijos taip pat pasiZymejo  stipriomis
antioksidacinémis savybémis poliSkoje terpéje (modelinése sistemose), taciau
veiké silpniau aliejaus oksidacijos sistemose.

5. D¢l didelio hidrofiliniy junginiy kiekio snaputyje ir sidabrazol¢je, Siu
augaly ekstraktai gali biiti lengvai paruoSiami naudojant pigius ir saugius
maisto gamyboje tirpiklius, kaip etanolis ar vanduo. Sie ekstraktai gali bti
efektyviai panaudoti kaip antioksidantai hidrofilinése sistemose.

6. Lyginant antiradikaliniy junginiy kieki skirtingose snapucio ir
sidabrazolés botaninése dalyse, nustatyta, kad etanoliniai snapucio lapu
ekstraktai yra turtingesni antioksidaciniais junginiais nei augalo Sakny
ekstraktai. Sidabrazolés ziedy ekstraktai turi daugiau antioksidaciniy junginiy
nei augalo lapy ekstraktai.

7. Darbe preliminariai ivertinta snapucio ir sidabrazolés ekstrakty sauga
(citotoksiskumas ir genotoksiSkumas).

7.1. IStyrus ekstrakty fermenting oksidacija peroksidaze ir tirozinaze
nustatyta, kad ekstrakty reaktingumas peroksidazés atzvilgiu yra palyginti
mazas, taciau didelis tirozinazes atzvilgiu.

7.2. Augaly ekstraktai buvo efektyvis, neutralizuojant singletinio
deguonies sukeliama eritrocity hemolizg, tod¢l gali buti perspektyviis kaip
maisto molekuliy fotooksidacija sulétinantys agentai.

7.3 Snapucio ir sidabraZzolés ekstrakty frakcijos néra genotoksiskos
Drosophila melanogaster testo sistemoje in vivo. Tai rodo, kad tirtos frakcijos
yra potencialiai saugios ir ju tolimesni praktinio panaudojimo tyrimai yra
perspektyvis.
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NAUDOTOS SANTRUMPOS

ABTS — 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sieros riigsties) diamonio druska
AE — antioksidacinis efektyvumas

APCI — cheming jonizacija (atmospheric pressure chemical ionization)
BHT - butilhidroksitoluenas

BMR - branduoliy magnetinis rezonansas

DPPH - 2,2- difenil-1-pikrilhidrazil hidratas

EB — etanoliné-butanoliné

ESC — efektyvioji skystiné chromatografija

ESI — elektriné jonizacija (electrospray ionization)

EW — etanoliné vandeniné

GRE — galo rugsties ekvivalentas

I — absorbcijos sumazéjimas (inhibition)

IP — indukecinis periodas

MS — masiy spektrometrija

NBT — nitro zydrasis tetrazolas (nitro blue tetrazolium)

PS — peroksidy skaicius

RA — rozmariny rugstis

RE I, II — rozmariny ekstraktai

RSA — radikaly sujungimo aktyvumas

SC — skystiné chromatografija

TBME — tret-butilmetileteris

TEAC - troloksui ekvivalentiska antioksidaciné galia (trolox equivalent antioxidant
capacity)

TIC — bendra jony srové (total ion current)

WB — vandeniné-butanoliné

WW — vandeniné-vandeniné
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ANTIOXIDANTS FROM ROCK CRANE’S-BILL (GERANIUM
MACRORRHIZUM L.) AND SHRUBBY CINQUEFOIL (POTENTILLA
FRUTICOSA L.) AND THEIR PROPERTIES

ABSTRACT

Topic and relevance of work. Food molecules (lipids, proteins,
carbohydrates) can be widely involved in oxidation reactions. These reactions,
caused by so called reactive oxygen species (ROS) are major cause of food
(especially lipid containing) products deteriorations, commonly defined as
rancidity. Significant changes can occur in product colour, texture, nutritive
value; progressing oxidation results in complete spoilage of foods. Oxidation
reactions caused by ROS also play an important role in the ageing processes of
living organisms and are associated with numerous diseases, like coronary heart
disease, cancer, cataracts, ageing. Although protective mechanisms exist both
in living cells and in foods in many cases there is a need to strengthen this
mechanism. Use of antioxidants becomes the necessity to solve problems
caused by ROS. During recent years an increasing interest in natural
formulations of food antioxidants and other additives has been observed in food
market. At the same time, the use of synthetic antioxidants in food products is
under strict regulation due to uncertainty of their safety.

A great number of aromatic, spicy, medicinal and other plants contain
chemical compounds exhibiting antioxidant properties. However, scientific
information on antioxidant properties of various plants, particularly those that
are less widely used in culinary and medicine is still rather scarce. Therefore,
the assessment of such properties remains an interesting and useful task,
particularly for finding new sources for natural antioxidants, functional foods
and neutraceuticals.

Ojectives of the work. Biodiversity of plant resources, scarce information
on bioactive compounds and their properties in many species, including those
growing in Lithuania, as well as increasing demand for naturalness of food
were the main motivation aspects of the present study.

The studies of aromatic and medicinal plants grown in Lithuania by using
various methods so far resulted in the evaluation of antioxidant properties of
some less investigated plants and identification of new antioxidants. These
findings also encouraged to initiate this work. Preliminary it was aimed at
screening of radical scavenging activities of the extracts isolated from some
plants growing in Central and Eastern Europe. Screening studies pointed out
further investigations steps, as couple of very promising plant materials with
strong radical scavenging properties have shown up. They were leaves of
Geranium macrorrhizum and blossoms of Potentilla fruticosa. So the second
task was aimed to determine the composition of radical scavenging compounds
from these plants, to determine their individual activity and to compare it to the
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reference antioxidant rosmarinic acid. After the compositional analysis of the
chosen plant extracts the third task of our study was to perform quantitative
comparison of major antioxidant compounds in plant different botanical parts.
The forth task of this work was to assess antioxidant properties of selected
extracts from Geranium and Potentilla. Safety evaluation of our chosen plant
extracts was the fifth task of the work.

Scientific novelty of the work. Antioxidant properties of Geranium
macrorrhizum and Potentilla fruticosa has been little investigated before. In
this work the composition of major radical scavenging compounds in Geranium
macrorrhizum and Potentilla fruticosa and the properties of extracts of these
plants are presented for the first time. The majority of identified compounds has
not been reported to be constituents of the plant before.

Scientific and applied significance of the work. Conducted experiments
have showed that Geranium macrorrhizum and Potentilla fruticosa grown in
Lithuania are plants rich in radical scavenging compounds. These compounds
show very strong properties in polar medias, and can be effectively extracted
with cheap and food grade solvents, like ethanol and water. This fact, also their
preliminary safety evaluation tests indicates that these plants can be perspective
source of new natural food additives or supplements.
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