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Patvirtinu, kad mano, Lauryno LukoSiaus, baigiamasis projektas tema ,,Lipidy ir baltymy
18skyrimo 1§ pluostiniy kanapiy sékly procesy ivertinimas ir gauto aliejaus oksidacinio patvarumo
pagerinimas® yra parasSytas visiSkai savarankiskai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra
teisingi ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar
internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros
nuorodose. Istatymy nenumatyty piniginiy sumy uz $j darbg niekam nesu mokejes.

AS suprantu, kad iSaiskéjus nesaziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno

technologijos universitete galiojancia tvarka.
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SANTRAUKA

Kanapiy séklos yra vienos maistingiausiy pasaulyje. Jos yra puikus ir natiiralus misinys lengvai
virSkinamy baltymy, nepakei¢iamy riebaly rigsciy (Omega 3 ir 6), gama linolo rtigsties, antioksidanty,
amino riigsciy, skaiduly, gelezies, cinko, karotino, fosfolipidy, fitosteroliy, vitaminy B1, B2, B6, D, E,
chlorofilo, kalcio, magnio, sieros, vario, fosforo ir fermenty $altinis [13].

Sio darbo tikslas — riebaly, baltymy ir antioksidanty i§skyrimas i3 pluoitiniy kanapiy sékly, gauto
aliejaus oksidacinio patvarumo jvertinimas ir pagerinimas. Antioksidaciniy savybiy nustatymas.
Baltymy sudéties ir funkciniy savybiy analizavimas, bei amino rigs$¢iy nustatymas.

Skirtingy ekstrakcijy metu, parenkant tinkamus parametrus ir tirpiklius, buvo gauti tyrimams
reikalingi ekstraktai. Buvo naudojama superkritiné CO2 ekstrakcija, Soksleto ekstrakcija bei Saltas
kanapiy sékly presavimas lipofilinio ekstrakto iSgavimui. Pagreitintai skyséiy ekstrakcija skirtingais
tirpikliais (vandeniu, acetonu, etanoliu, bei vandens ir etanolio misiniu) buvo naudojama i§ po
superkritinés CO2 ekstrakcijos likusios zaliavos iSgauti ekstraktus antioksidacinéms savybéms tirti.
Baltymy ekstrakcijai buvo naudojama metodika pagal Osbornag, kai skirtingoms baltymy frakcijoms
iSgauti buvo naudojami skirtingi tirpikliai: albuminams — vanduo, globulinams — druskos tirpalas,
prolaminams — vandens ir etanolio miSinys, gliuteinams — natrio Sarmo tirpalas.

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas nustatytas 2,2‘—azino—bis—(3—etilbenztiazolin—6—sulfono
rigSties) radikaly—katijony (ABTS™) sujungimo, deguonies radikaly absorbcijos galios (ORAC)
nustatymo bei DPPH radikalo blukinimo metodais. Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)
ekstraktuose nustatytas naudojant Folin—Ciocalteu metoda. Nustatytas tokoferoliy kiekis.

Kanapiy sékly aliejaus ir jo miSiniy su antioksidantais stabilumas pagal oksidacijos indukcijos
perioda (IP) nustatytas naudojant Oksipreso ir Rancimato metodus. Nustatyta, kad geriausiai veike
natiiralus antioksidantas DURALOX BLEND AN-110 XT, kurio j aliejy buvo pridéta 0,4 % nuo aliejaus
masés. Buvo nustatyta, kad laikant aliejy ir jo miSinius su antioksidantais skirtingomis sglygomis
(kambario temperatiiroje ir Saldytuve), maziausiai peroksidy susidaré aliejuje su DURALOX
OXIDATION MANAGEMENT (DOM) antioksidanto priedu, laikant jj Saldytuve. Aliejus visg
eksperimento laikg — 18 ménesiy, nepasieké kritinés peroksidy skaiciaus vertés Siomis salygomis.

Atlikus elektroforeze, nustatyta, kad ekstraktuose daugiausiai baltymy, kuriy molekuliné masé yra
tarp 20000 ir 45000 Da. Palyginus $iuos rezultatus su literatiros $altiniuose nurodytais, nustatyta, kad

tokiose ribose yra baltymo Edestino molekuliné¢ masé.



Lukosius, Laurynas. Evaluation Of The Processes Of Isolation Of Lipids And Proteins From Hemp
Seeds And Improvement Of The Obtained Oil Stability: Master‘s thesis / supervisor prof. dr. Rimantas
Petras Venskutonis. The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University of Technology.

Research area and field: Technological Sciences, Food Technology

Key words: Hemp seeds, oil, oxidative stability, antioxidants antioxidants, extracts, antioxidation
activity, proteins.

Kaunas, 2017. 68 p.

SUMMARY

Hemp Seeds are a perfect and natural blend of easily digested proteins, essential fats (Omega 3
and 6), Gamma Linolenic Acid (GLA), antioxidants, amino acids, fiber, iron, zinc, carotene,
phospholipids, phytosterols, vitamin B1, vitamin B2, vitamin B6, vitamin D, vitamin E, chlorophyll,
calcium, magnesium, sulfur, copper, potassium, phosphorus, and enzymes [13].

The aim of this work is extraction of lipids, proteins and antioxidants from hemp seeds, evaluation
and improvement of oxidative stability of obtained oil. Evaluation of antioxidant activity of extracts.
Analyzation of protein composition and their functional properties. Determination of amino acids.

Extracts from hemp seeds were obtained by choosing needed parameters and different solvents in
different type of extractions. It was used supercritical CO2, Soxhlet extractions and cold pressing of
hemp seeds to obtain lipids. Accelerated solvent extraction with different solvents (water, acetone,
ethanol, water and ethanol solution) were used to obtain extracts from residue after supercritical CO2
extraction to evaluate their antioxidant activity. Protein extraction was done by Osborn. To obtain
different protein fractions it was used different type of solvents: albumins — water, globulins — NaCl
solution, prolamins — solution of water and ethanol, glutenins — NaOH solution.

Antioxidant activity of extracts was evaluated by 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) radical cation (ABTSe+) scavenging, oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
assays, and DPPH radical scavenging assay. The total content of phenolic compounds in the extracts
was determined using the Folin-Ciocalteu method. It was also measured tocopherol content.

The stability of hemp seed oil and its solutions with antioxidants, expressed by induction period
(IP) of their oxidation was determined using Oxipress and Rancimat methods. Induction period (IP)
showed that that hemp oil with antioxidant DURALOX BLEND AN-110 XT (0,4 % concentration) has
the best oxidative stability. It was evaluated, that the lowest peroxide concentration was in oil with
antioxidant DURALOX OXIDATION MANAGEMENT (DOM), which was kept in fridge (4-5°C). The
entire time of experiment (18 months), oil have not reached the critical value of peroxides at this
conditions.

The electrophoresis showed that the extracts contains proteins, whose molecular weight is between
20000 and 45000 Da. Comparing these results with the literature referred to, it was found that in these
limits is protein Edestin molecular weight.
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IVADAS

Sveika ir suderinta dieta padeda palaikyti gera savijauta ir sveikata, apripindama kiing
nepakei¢iamomis amino rigstimis i§ baltymy, nepakei¢iamomis riebaly rigstimis, vitaminais,
mineralais. Sveika mityba teikia reikiama energijos kiekj bei padeda mesti svorj. Gerai subalansuota
mityba mazina tikimyb¢ sirgti jvairiomis ligomis, tokiomis, kaip nutukimas, Sirdies ligos, diabetas,
hipertenzija ir vézys. Vienas tokiy produkty, kuris pasizymi gera maistine verte yra kanapiy seklos.

Pagrindinis produktas, gaunamas i§ kanapiy sékly yra aliejus. Likusi dalis yra vadinama
1Sspaudomis, kurios daznai naudojamos kaip pasaras. Bet jose gausu ir kity maistiniy bei bioaktyviy
komponenty, todél tinkamai panaudojus Siuolaikinius jrengimus galima i§ jy iSgauti jvairius produktus,
tokius, kaip baltymai, vitaminai, mineralinés medziagos, antioksidantai bei Kiti junginiai, kurie gali bati
panaudojami medicinoje bei kosmetikoje.

Kanapiy s¢klose yra apie 30-35 % riebaly. Kanapiy sekly aliejus yra sudarytas i§ 75-80 %
polinesociyjy riebaly riigs¢iy (gerieji riebalai). Yra teigiama, kad $is aliejus yra vienas nesociausiy aliejy,
gauty i$ augalinés zaliavos. Omega 3 ir omega 6 nepakeiCiamos riebaly rigstys gali sumazinti
cholesterolio kiekj, kraujo spaudimg ir insulto rizikg. Omega 6 ir omega 3 riebaly riig§¢iy santykis 3:1
kanapiy sékly aliejuje yra laikomas geriausiu, palaikant sveika lastelés biklg.

ISpresavus aliejy i$ kanapiy sékly, lieka antriné Zaliava — iSspaudos. Jose gausu baltymy (25-35
%). Kanapiy sékly baltymai yra visy 20 zinomy amino riig§¢iy $altinis, jskaitant ir visas 9 nepakeiciamas,
kuriy misy organizmas pats negali pasigaminti. Pagrindinis séklose esantis baltymas yra globulinis
baltymas edestinas. Jis sudaro apie 65 % visy kanapiy sékly baltymy kiekio ir randamas tik jose. Jis
padeda virSkinimui, jame mazai fosforo. Kanapiy sé¢kly baltymai yra geriau virSkinami nei mésos,
kiauSiniy, siirio ar pieno.

Kanapiy sékly lukStuose yra didelis kiekis tirpios ir netirpios lastelienos, kuri yra naudinga
virSkinimui, nes iSvalo gaubtine Zarng. Lasteliena taip pat padidina sotumo jausma.

Darbo tikslas — jvairiy ekstrakty i$skyrimas i§ kanapiy sékly, taikant skirtingus ekstrakcijy
metodus, jvertinant aliejaus oksidacinj stabilumg, baltymy pasiskirstymg bei funkcines savybes ir
nustatant amino ragstis.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti kanapiy sé¢kly cheming sudét;.

2. Palyginti skirtingy ekstrakcijy jtaka aliejaus iSeigai.

3. Nustatyti kanapiy sékly aliejiniy ekstrakty sudétj (riebaly riigstys, skavalenas, tokoferoliai).

4. Ivertinti kanapiy sékly aliejaus ir jo miSiniy su antioksidantais oksidacinj stabilumg Oksipres

ir Rancimat metodais.



. Nustatyti aliejaus ir jo miSiniy su antioksidantais oksidacijos stabiluma, laikant jj skirtingomis
temperattiros saglygomis, jvertinant peroksidy skai¢iaus kitimg laike.

. Palyginti skirtingy ekstrakty, gauty po pagreitintos skysciy ekstrakcijos i§ kanapiy sékly
iSspaudy, antioksidacinj aktyvuma, taikant skirtingus metodus.

Nustatyti baltymy molekuling mase¢ skirtingose kanapiy sékly iSspaudy baltymy frakcijose

elektroforezés metodu bei nustatyti amino ragsciy sudétj. [vertinti baltymy funkcines savybes.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Kanapés apibiidinimas ir taksonomija

Kanapé yra vienas seniausiy kulturiniy augaly. Ji priklauso kanapiniy Seimai, magnolijiiny genciai.
Kanapiniy Seimai priklauso 170 rusiy, sugrupuoty j 11 genciy. Buvo skiriamos trys pagrindinés kanapiy
rasys: séjamoji kanapé (Cannabis sativa), indiné kanapé (Cannabis
indica) ir Siukslyniné kanapé (Cannabis ruderalis). Gentis pirmasis
suskirsté Karlas Linéjus [1]. Anks¢iau, kanapiy gentis buvo jtraukta
j dilgeliniy (Urticaceae) ar Silkmediniy (Moraceae) Seimg ir tik
veéliau atskirta j Kanapiniy (Cannabaceae) $eima [2].

Ivairts kanapiy tipai buvo apraSyti ir suskirstyti j rusis,
portsius ar veisles:

e augalai, kurie daugiausiai kultivuojami dél pluosto ir sékly,

apibiidinami kaip ne toksiski;

e augalai, kurie auginami dél narkotiky gamybos, apibidinami kaip

1 pav. Cannabis sativa

labai toksiski;
e hibridizuotos arba laukinés auks¢iau minéty tipy formos [3].

Kanapé buvo ir yra auginama industriniams tikslams dél pluosto, aliejaus, maisto, kaip narkotiné
medZziaga atsipalaidavimui ir religinéms bei ritualinéms apeigoms, medicinoje. Kiekviena augalo dalis
yra nuimama skirtingai, priklausomai nuo to kur bus naudojama [4].

Kanapé yra greitai augantis dvinamis (vyriski ir moteriski reprodukciniai organai yra atskiruose
augaluose), kasmet zydintis augalas, kuris gali uzaugti iki 6 metry auks$cio. Augaly apdulkinimas vyksta
véjo pagalba. Stiebas tvirtas, tuS¢iaviduris ir smarkiai Sakotas, su ilgomis ataugomis. Lapkociai trumpi,
dazniausiai su 5-9 lapeliais. Séklos yra apvalios, beveik lgSio formos, Zalios arba rudos spalvos, nuo 1,5

iki 4 mm dydzio. Séklos sudygsta per savaite, sudaigindamos du daigelius [5].
1.2. Istorija ir paplitimas

Kanape yra vienas anksciausiai pradéty kultivuoti augaly. Japony archeologai nustate, kad kanapés
buvo naudojamos net mazdaug 8000 mety pries Kristy [6]. I$ jos gamino jvairius pluostus, virves, rubus
ir popieriy. Taip pat buvo naudojami diimai, kuriais svaigindavosi per apeigas arba savo malonumui.
D¢l savo pluosto Neolito laikotarpiu, kanapé buvo auginama visame Siauriniame kontinente, nuo

Europos (Vokietija, Sveicarija, Austrija, Rumunija, Ukraina) iki Ryty Azijos (Tibetas, Kinija).
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1 lentelé. Pagrindiniai kanapiy sékly augintojai pasaulyje 1961-2008 (tonomis) [18]

Salis 1961 1970 1980 1990 2000 2008
Cile 3000 2500 1100 1100 1100 1300
Kinija 27000 48000 42000 25000 26000 45000
Pranciizija 900 523 2680 1100 5500 5500
Vengrija 1309 524 1664 1191 50 450
Italija 855 40 3 0 0 0
Lenkija 4000 2000 280 98 15 20
Rumunija 400 1200 1800 3000 25 100
Rusija - - - - 250 331
Ispanija 2171 45 146 17 8 8
Ukraina - - - - 1500 600
SSRS 30000 20000 10000 196 - -
Europa 11648 5817 6855 5445 5598 6078
Pasaulis 79478 80448 64741 35291 34591 53354

Geriausiai kanapés auga derlinguose, vandeniui laidziuose dirvozemiuose, kurio pH 7,1-7,6.
Paprastai kanapés sodinamos 200-300 vnt. kvadratiniame metre. Auginant kanapes pluostui ar séklai
reikia naudoti maziau azoto, auginant biomasei — azoto normg reikia padidinti. Norint gauti geresnius
derlius, reikéty taikyti s€jomaing. Gerai kanapés auga po javy, cukriniy runkeliy, daugiameciy Zoliy.
Paprastai kanapiy vegetacija tgsiasi apie 120 dieny. Jei kanapés auginamos tik séklai — derlius imamas,
kai séklos pribresta Sluotelés viduryje; jei kanapés auginamos tik pluostui — jos nuimamos visisko
zydéjimo tarpsniu arba zydéjimo pabaigoje; jei kanapés auginamos ir séklai, ir pluostui — derlius imamas
pragjus 1 mén. po visisko zydéjimo. Tokias kanapes sitiloma dziovinti sustatytas pédais [8]. Kanapés
daZniausiai sodinamos tarp kovo ir geguzés ménesio Siauriniame pusrutulyje arba tarp rugse€jo ir
lapkri¢io ménesio — pietiniame pusrutulyje.

Kanapiy veisle, lauko auginimui, pasirinkti lengviausia pagal geografing padétj [9]. Cannabis
sativa, kitaip séjamoji kanapé, paplitusi visame pasaulyje. Auginama dél sékly, pluosto ir
tetrahidroksikanabinolio (THC). Nuo pagrindinio stiebo simetriSkos $akos auga aukstyn, lapkociy
lapeliai siauri. Aukstis — 3-3,5 m, bet gali uzaugti iki 6 metry aukscio. Kilusi i§ Centrinés Azijos.

Cannabis indica paplitusi daugiausia Indijoje, Pakistane. Auginama dél sékly, THC. Nuo
pagrindinio stiebo simetriSkos Sakos auga beveik horizontaliai j Sonus. Lapkociy lapeliai platis.

Cannabis ruderalis daugiausia paplitusi Siaurés Europoje ir Rusijoje, auga kaip piktzolé. Kadangi

jos zydéjimas, skirtingai nei any dviejy, nepriklauso nuo paros tamsaus ir Sviesaus periodo santykio,
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naudojama iSvedinéti atSiauriame klimate augancias marihuanines kanapiy veisles. Panasios j Cannabis
sativa tik daug mazesnés. Uzauga iki ~0,6 m.

2016 metais buvo paskelbtas kanapiy veisliy sarasas, kurias galima auginti legaliai, nes jose THC
kiekis nevirsija leistinos normos: Alyssa, Anka, Canda, CanMa, Carmagnola, Carmen, CFX-1, CFX-2,
Crag, CRS-1, CS, Delores, Deni, ESTA-1, Fasamo, Fedrina 74, Felina 34, Ferimon, Fibranova,
Fibriko, Fibrimon 24, Fibrimon 56, Finola, Georgina, GranMa, Grandi, Joey, Jutta, Katani, Kompolti,
Kompolti, Hibrid TC, Kompolti, Sargaszaru, Lovrin 110, Petera, Picolo, Silesia, UC-RGM, Uniko B,
USO 14, USO 31, VictoriaX-59, Yvonne, Zolotonosha 11, Zolotonosha 15 [10].

1.3. Kanapiy sékly cheminé sudétis bei kanapiu sékly maistiné verté

Kanapés biosintetina terpeno-fenolinius junginius, seskviterpenus. Jose yra identifikuota 483
cheminiai junginiai. Vienas pagrindiniy junginiy kanapése yra THC. THC veikia nervy sistema.
Augaluose gali buti mazdaug 113 skirtingy kanabinoidy [11]. Apie 120 junginiy yra suteikia buidingg
kvapa. Pagrindiniai kanapiy lakieji terpenai ir seskviterpenai: a-pinenas, mircenas, linalolis, limonenas,
trans-B-ocimenas, o-terpinolenas, a-humulenas (vienas pagrindiniy Canabis sativa aromato
komponenty), trans-kariofilenas (Sunys apmokomi aptikti $j junginj, ieSkant hasiso) [12].

Kanapiy séklose baltymy gali buti iki 36 %. Baltymai séklose yra be tripsino inhibitoriy, kurie
apsunkina baltymy jsisavinimg Zmogaus organizme. Riebalai sudaro iki 35 % sé¢klos mases. IS jy 80 %
yra polinesociosios riigstys. Omega-3 ir omega-6 santykis 3:1 [13]. Kanapiy sékly sudétis pavaizduota
2 lenteléje.

2 lentelé. Kanapiy sekly sudétis [13]

Komponentas Verté 100 g Vienetas
Energijos kiekis 553 Kcal
Baltymai 22,72 g
Riebalai 32,12 g
Pelenai 6,06 g
Angliavandeniai 8,67 g
Lasteliena 4,0 g
Bendras cukry kiekis 0,85 g
Gliukozé 0,2 g
Fruktozé 0,31 g
Laktozé 0,07 g
Maltozé 0,07 g
Kalcis 70 mg
Gelezis 7,95 mg
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2 lentelés tesinys. Kanapiy sékly sudétis [13]

Varis 1,60 mg
Magnis 700 mg
Fosforas 1650 mg
Kalis 1200 mg
Natris 5,0 mg
Cinkas 9,90 mg
Magnis 7,60 mg
Vitaminas C 0,5 mg
Tiaminas 1,28 mg
Riboflavinas 0,29 mg
Niacinas 9,20 mg
Vitaminas B-6 0,60 mg
Foliatai 110 ug
Vitaminas A 1 ug
Beta karotinas 7 ug
Vitaminas E 0,80 mg

Kanapiy séklose yra nemazai kalcio, kalio ir gelezies. Sekly aliejuje yra vir§ 80 % polinesociyjy

riebaly riigs¢iy. Aliejuje yra gausu nepakei¢iamy omega-3 (linoleno) ir omega-6 (linolo) riebaly rtgsciy.

Jos turi biiti gaunamos su maistu, nes Zzmogaus organizmas jy nesintetina. Nepakei¢iamos riigstys atlieka

svarby vaidmenj Zmogaus organizme. Jos jeina i 1asteliy membrany sudét; ir yra nepakeiciamos kai kuriy

reguliavimo mechanizmy procesuose [57].

OH

Linoleno riigstis

W/\A/\)J\OH

Linolo rigstis

2pav. Linolo ir linoleno riebaly rigstys
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Riebaly riigs¢iy sudétis priklauso nuo kanapiy veislés prigimties, augimvietés, klimatiniy,
auginimo salygy. Nuo riebaly rigsciy sudéties priklauso aliejaus konsistencija, lydymosi temperatiira,

biologiné verté ir atsparumas oksidacijai. Kanapiy aliejaus riebaly riigsciy sudétis pateikta 3 lenteléje.

3 lentelé. Kanapiy sekly aliejaus riebaly riigsciy sudétis % [13].

Riebaly ragstis Kiekis, %
Palmitino (16:0) 3,44
Stearino (18:0) 1,46
Arachido (20:0) 0,28
Beheno (22:0) 0,12
Lignocero (24:0) 0,06
Oleino (18:1) 9,92
Eikozeno (20:1) 0,12
Linolo (18:2) 54,32
Linoleno (18:3) 17,09
Gama-linoleno (18:3) 1,70

Maistinés vertés atzvilgiu, kanapiy aliejus i§ sékly turi biiti presuojamas Salto spaudimo budu.
Aliejus spalva blina nuo tamsiai geltonos iki tamsiai zalios. Skonis primena riesuty, su nedideliu kartumo
skoniu. Kanapiy aliejy daugiausiai sudaro nesociosios riigStys, kurios gali lengvai oksiduotis, todél jis
néra tinkamas kepimui. Antioksidanty prid¢jimas prailgina galiojimo trukme.

Kanapiy aliejus turi apie 1,7 % gama-linoleno riigsties. Ji skatina plauky ir nagy augima, gerina
odos bukle. Ji taip pat veikia gyvybiskai svarbius metabolinius procesus, tokius kaip uzdegimy
reguliavimus, kraujagysliy tonusa. Ji taip pat maZzina psoriaze, atoping egzema, mastalgija. Omega 3 ir
omega 6 polinesoCiosios riebaly rgstis turi prie§véziniy savybiy, gali uzkirsti kelig Sirdies ir
kraujagysliy ligoms, apsaugo nuo insulto, uzkerta kelia diabetui, taip pat skatina nervy veikla bei palaiko
sveika imuning sistema. [14].

Kitas svarbus kanapiy aliejaus komponentas yra [-sitosterolis. Jis turi antivirusiniy,

prieSgrybeliniy ir prieSuzdegiminiy savybiy [15]. Jis veikia blokuodamas cholesterolio absorbcij3a.
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4 lentelé. Kanapiy aliejaus svarbesni junginiai [15]

Komponentas Kiekis
Kanabidiolis 10 mg/kg
Mircenas 160 mg/l
[-sitosterolis 740 mg/l
B-kariofilenas 100-148 mg/l
a-tokoferolis Pédsakai
y-tokoferolis 468 mg/l
Metilsalicilatas Pédsakai

Antioksidacinémis savybémis pasizymi tokoferoliai. Tokoferoliai yra organiniy junginiy klasé,
kurie turi vitamino E aktyvuma. Yra 8 skirtingos vitamino E formos: 4 tokoferoliy ir 4 tokotrienoliy.
Dar yra jy enantiomerai. Abi grupés gali biiti a (alfa), B (beta), y (gama) ir 8 (delta) formy pavidalu,
nusakant metilo grupiy skaiciy ir pozicija chromanolio Ziede.Kanapiy sékly aliejuje nustatytas bendras
tokoferoliy kiekis yra nuo 700 iki 800 mg/kg aliejaus. Vyraujantis yra y-tokoferolis, kuris sudaro apie
85 % visy tokoferoliy esan¢iy kanapiy sékly aliejuje. Apie 5 % sudaro d-tokoferolis ir a-tokoferolis ir
tik maZiau nei 1 % kanapiy aliejuje randama B-tokoferolio ir y-tokotrienolio. Buvo nustatytas santykis
tarp o-:B-:y-:8-tokoferoliy izomery, atitinkami, 5:2:90:3. Kai kuriuose Saltiniuose nurodyta Zenkliai
mazesnis y-tokoferolio kiekis — 216,8 mg/kg, kai bendras jy kiekis sieké tik 240,4 mg/kg [57]. a-
tokoferolis yra vitamino E forma, kuri yra labiau priimtina ir jsisavinama zmogaus organizme.
Tokoferoliai veikia kaip priesvéziniai agentai, slopina riebaly peroksidacija bei mutageniniy
peroksidacijos produkty formavimasi zarnyne. ISskirti j gaubting Zarna, y-tokoferoliai gali sumazinti

azoto oksido junginiy daromg Zalg DNR molekuléms [15].

CH;,

. HO 3
a-tokoferolis ¢ CHy
HCTT e O CH CH CH
CH;, 3 3 3

CH,

CH,

i HO
[-tokoferolis cH,
CH, ° CH, CH; CH, CHj
y-tokoferolis ™ o,
HiC 0
&h, CH, CH; CH,4 CHy
. HO.
o-tokoferolis CH;
o CH, CH; CH, CHy

CH;

3 pav. Tokoferoliy molekulinés formulés

16



Tokoferoliai taip pat naudojami kaip antioksidantai maiste, pavyzdziui, aliejuje, kad apsaugoti nuo
apkartimo (peroksidy susidarymo).

Kanapése gausu fenoliniy junginiy, tokiy kaip: fenolinés rugstys, fenoliniai metilesteriai ir
fenoliniai glikozidai. Jie svarbis pluostiniy kanapiy aktyvieji junginiai ir pasiZymi antioksidacinémis

savybémis ir 1asteliy apsauga nuo jvairiy pazeidimy [57].

5 Lentelé. Bioaktyvis pluosiniy kanapiy junginiai [23]

Junginys Kiekis, % (sausos medZiagos)
Fenoliai ir flavanoidai
Feruliné rugstis 0,01
Apigeninas 0,1
Luteolinas 0,049
Kvercetinas 0,01
Kampferolis 0,026
Terpenoidai

-mircenas 0,47
B-karofilenas 0,05
d-limonenas 0,14
a-pinenas 0,04

Atlikus jvairius tyrimus, buvo nustatyta, kad flavanoidai veikia kaip antimikrobiniai agentai, kaip
antioksidantai, prie§ virusiniai, antiuzdegiminiai, antialerginiai, estrogeniniai, antimutageniniai agentai
[58]. Terpenoidai yra atsakingi uz dauguma skoniniy ir kvapo savybiy, taip pat pasizymi
prieSuzdeginémis, antibiotikinémis, prie§ mutageninémis, prie§ maliarinémis, prie§ depresinémis,
atmint] gerinan¢iomis savybémis. Terpenoidy ir flavanoidy sudétis priklauso nuo veislés ir derliaus
nuémimo datos.

Kanapiy sékly aliejus dazniausiai yra presuojamas Salto spaudimo presais, o liekana yra vadinama
iSspaudomis. Jos turi didel; kiekj baltymy, kuris gali siekti iki 40 % baltymy sausoje medziagoje [20].
Buvo nustatyta, kad kanapiy séklose vienas pagrindiniy baltymy yra edestinas. Jis turtingas naudingomis
amino rugstimis. Didziausi jo kiekiai randami kanapése. Jis panaSus savo sudétimi j zmogaus kiino
globulinius baltymus, randamus kraujo plazmoje. Edestino gaminami antik@iniai, padeda palaikyti gera
imuning sistema.

Kitas svarbus globulininis baltymas yra Albuminas. Jis yra gerai virSkinamas ir yra vienas

pagrindiniy laisvyjy radikaly Saltinis.
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Virskinimas hidrolizina kanapiy baltymus j amino ragstis, reikalingas augimui ir kiino audiniy
priezitirai. Kanapiy baltymai susideda i§ visy 20 amino riigsciy, jskaitant ir 9 nepakei¢iamas. Lyginant
kanapes su soja, jos pasizymi privalumu, kad jy sudétyje néra tripsino inhibitoriy. Taip pat kanapiy sé¢kly
sudetyje néra oligosacharidy. Jie sukelia vir§kinimo sutrikimus [20].

Amino riigsciy sudétis priklauso nuo kanapiy genotipo, taip pat nuo agronominiy faktoriy.
Kanapiy sékly amino riigs¢iy sudétis yra panasi i kity baltymingy produkty sudétj, tokiy kaip: mésa,

pienas, kiausiniai, soja [16]. Kanapiy sékly amino riigsciy sudétis pavaizduota 6 lenteléje.

6 lentelé. Amino riig8¢iy sudétis kanapiy séklose [20]

Amino ragstis Kiekis, %
Alaninas 5,06
Asparto riigstis 11,20
Argininas 10,53
Cisteinas 1,86
Glutamo riigstis 22,10
Glicinas 6,83
Histidinas 2,58
Izoleucinas 4,90
Leucinas 6,76
Lizinas 4,72
Metioninas 2,03
Fenilalaninas 5,24
Prolinas 4,41
Treoninas 4,19
Tirozinas 2,70
Triptofanas 1,63
Serinas 531
Valinas 5,87

Tarp jvairiy kanapiy veisliy, dominuojanc¢ios amino rugstys yra argininas ir glutamo rtigstis [16].
Glutamo riigstis yra neurotransmitorius, kuris padeda zmonéms kovoti su psichologiniu stresu. Arginino
kiekis kanapiy séklose yra didesnis nei sojy s¢klose ir beveik dvigubai didesnis nei rapsy séklose. Si

amino rugstis svarbi kaip azoto ne$éja bei zarnyno ir skrandZio augimui bei vystymuisi [16].
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Atlikus tyrimus su Ziurkémis, buvo nustatyta, kad baltymy virSkinamumas siekia 86,7 % [17].
Virskinamumas priklauso nuo baltymy struktiiros, nevir§kinamy junginiy bei apdorojimo temperatiiros.
Kanapiy sékly baltymai padeda reguliuoti kraujo spaudimg ir mazinti cholesterolio kiekj [57].

Kanapiy séklos, kaip ir dauguma kity, turi tam tikra kiekj fenoliniy riigsc¢iy, flavanoidy ir mineraly.
Jos taip pat linkusios kaupti sunkiuosius metalus [57].

Kanapiy séklos turi ir antimitybiniy komponenty. Vienas pagrindiniy yra fito rugstis [20]. Fito
rugsStis yra svarbiausias organinio fosforo Saltinis augaly séklose. Jos buvimas mazina baltymy
virSkinamumg ir skatina endogeninio azoto, amino riugs¢iy ir bivalentiniy katijoniniy mineraly
18skyrimg. Kondensuoti taninai taip pat turi antimitybiniy savybiy. Jie trukdo azotiniy junginiy

jsisavinimui, mieneraliniy medziagy jsiurbimui.

1.4. Kanapiy aliejaus fizikiniai rodikliai

Kanapiy aliejy sudaro polinesocios riebaly riigstys, kurios yra neatsparios oksidaciniam gedimui,
todél tai smarkiai paveikia kanapiy aliejaus kvapa, jei aliejus yra laikomas netinkamomis sglygomis.
Pasenusiame aliejuje atsiradgs nemalonus kvapas primena tepaly/dazy, amoniako ir Zuvies aromaty
puokste. D¢l savo polinesociy riebaly kompozicijos kanapiy aliejus yra skystas kambario temperatiiroje,
stingti pradeda esant 20°C temperatiirai, lydymosi temperattira yra 8°C. Aliejus netinkamas kepimui,
nes atlaiko tik zemesne nei 150 °C temperatiirg, prie 141°C temperatiiros aliejus pradeda riikti, o prie
165°C uzsiliepsnoja. Esant 20°C temperatiirai kanapiy aliejaus tankis yra 0,9295 g/ml [57].

Aliejaus apmuilinimo skaicius apibiidina vidutine riebaly rtig§ciy molekuling mase. Kanapiy
aliejuje apmuilinimo skaicius yra 192,5 — 193,0, o nesumuilinamy medZiagy kanapiy aliejuje yra 0,28
%, o netirpiy priemaisy yra 0,01 %. Jodo skaicius aliejuje parodo nesociyjy riebaly rugsciy kiekj,
kanapiy aliejuje Sis rodiklis yra 160 g J2/100g riebaly. Peroksidy skaicius (PS) aliejuje parodo riebaly
oksidacijos laipsnj, i3 jo sprendziama apie aliejaus sugedimo laipsnj. Saltai spaustame kanapiy aliejuje
PS yra <5 mekv/kg. Kanapiy aliejaus stabilumas prie 100°C temperatiiros aktyvaus deguonies metodu

yra 4,5 valandos [58].

7 lentelé. Fiziniai ir cheminiai aliejaus rodikliai [58]

Stingimo temperatiira -20°C
UZsiliepsnojimo temperatiira 165°C
Degimo temperatiira 141°C
Lydymosi temperatiira -8°C
Tankis 0,9295 g/ml
Apmuilinimo skai¢ius 192,5 -193
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7 lentelés tesinys. Fiziniai ir cheminiai aliejaus rodikliai [58]

Nesumuilinamos medziagos 0,28%

Jodo skaicius 160 g J/100 g
Hidrolizés skaicius 165 mg KOH/g
Peroksidy skaicius <5 mekv/kg
p-anisidinas (p-An) 0,62

Riebaly stabilumas (aktyvaus deguonies metodu prie 100°C | 4,5 h.
temperatiiros)

Netirpios medziagos 0,01%
Cholesterolis néra
trans-riebaly rugstys néra

Laisvos riebaly rigstys (LRR) <0,1%

1.5. Kanapiy ir ju sékly panaudojimas

Kiekviena kanapés dalis turi skirtingas charakteristikas ir gali buiti panaudojama skirtingai. Pagal
tai jos naudojamos: popieriui gaminti, tekstilei, plastikui, kiino priezitiros priemonéms, kaip statybiniy
medziagy komponentas, kaip paSaras, kraikas, maisto papildas, eteriniy aliejy gamybai, medicinoje ir
kaip maistas [21].

Viena pagrindiniy priezaséiy, kodél kanapiy pluostas yra vertinamas, tai dél jo ilgio. Jy ilgis gali
siekti net iki 5 metry. Kanapiy stiebo mediné dalis néra labai stora, bet ji gali biiti panaudojama popieriui
gaminti. Dél pluosto tvirtumo ir ilgaamZiSkumo, kanapés gali biiti panaudojamos virviy, tinkly, buriy ir
pakuly gamybai.

Popierius pagamintas i§ kanapiy yra naudojamas popieriniy valiuty ir cigare€iy popieriaus
gamybai, kur reikia tvirtumo.

Plastiko miSiniai automobiliams yra antras svarbiausias kanapiy pramonés Europoje komponentas.
Plastikuose, skaidulos sustiprina fizikines savybes, tokias kaip: standumas, atsparumas smiigiams,
lankstumas ir atsparumas tempimui. Europos masSiny pramongje, kanapiy pluostas naudojamas
sustiprinti dury plokstes, bagazinés pamusalg ir atramas.

Trec¢ia pagal svarba kanapiy panaudojimo sritis yra statybos pramoné. Jos naudojamos
kompozitinéms plokstéms, taip pat kaip priedas cemente, kad padidinti atsparumg tempimui, sumazinti
skilingjima.

Kanapiy séklos naudojamos kaip maistas. Tai yra puikus dietinis produktas, nes kanapiy séklose
yra apie 30 % riebaly, apie 20 % gerai virSkinamy baltymy, be to, Sios séklos turi daug kalcio ir geleZies.
Sveikos kanapiy séklos taip pat yra puikus Saltinis papildyti organizmo atsargas mikroelementais:
fosforu, magniu, cinku, variu ir manganu. Kanapiy s¢klas galima panaudoti salotoms, padazams,

20



gaminti, galima naudoti vietoj prieskoniy pagardinti patiekalams, nes kanapiy sékly skonis yra panasus
1 rieSuty. 3 Sauksteliai kanapiy sékly atstoja 10 g baltymy (2 kartus didesnis nei kiau$iniuose), 7,5 g
omega-6 ir 3 g omega-3 riebaly rugsciy [21].

Taip pat yra gaminami kanapiy baltymai. Tai produktas, kuris pagamintas 1§ 100% nattraliy
kanapiy sékly. Produkte yra gausu edestino — biologiskai aktyvaus globulino baltymo, kuris yra lengvai
virSkinamas, jo yra 66 %. Naudojamas jvairiems kokteiliams, desertams, sportininky mitybai.

Kanapiy aliejuje gausu linolo riebaly rugsties, a-linoleno riigsties, omega-9 riebaly rugsties, y-
linoleno ir stearidono riebly rugsciy. Aliejus puikia tinka salotoms, padazams, makaronams gaminti.
Patiekalams aliejus suteikia malony rieSuty skonj ir aromata.

Kanapiy séklos turi rieSuty skonj ir yra jtraukiamos j daugelio maisto produkty paruosima, daznai
pamégdziojant kitus panaSius produktus. Jos naudojamos sveikuose ar uzkandziy batonéliuose, riesuty
sviestuose, duonoje, sausainiuose, jogurtuose, blynuose, desertuose, salotose, majonezuose, gérimuose
ir kKituose produktuose. Séklos btina parduodamos ir vakuumuotos arba skardinése [58].

Kanapiy s¢kly aliejus gali biiti naudojamas dazams ir lakui gaminti bei muilui. Maisto pramongéje
jis tinkamas naudoti jvairiy produkty ir papildy gamybai. Taip pat gali biiti naudojamas kosmetiniy

priemoniy gamybai. IS jo gaminami kremai, losjonai, drékikliai, lipy balzamai.

1.6. Antioksidantai ir jy poveikis

Antioksidantai yra priedai, dedami j maistg, kad prailginti produkty vartojimo trukme. Jie apsaugo
nuo oksidacijos. Taip pat natiiraliis antioksidantai maiste didina atsparumga prie$ jvairius oksidacinius
procesus miisy organizme. Oksidacija vyksta keliomis stadijomis, todél daznai yra vadinama laisvyjy
radikaly oksidacija. Laisvasis radikalas yra labai reaktingas ir reaguodamas su deguonimi sudaro
peroksidus bei hidroksiperoksidus. Sie laisvieji radikalai taip pat skatina tolesne oksidacija ir kity
laisvyjy radikaly susidaryma. Galiausiai hidroperoksidai skyla | maZesnés molekulinés masés junginius,
tokius kaip aldehidai, ketonai, alkoholiai ir ragstys [60].

Antioksidantai biina sintetiniai bei natiiralGs, randami jvairuose augaluose. Sintetiniai:
butilhidroksianizolis, butilhidroksitoluenas, butilintas hidrokvinonas bei galo riigsties esteris; natiiraliis:
tokoferoliai, citriny rtigstis, lecitinai, fenoliniai junginiai ir kiti junginiai.

Laisvieji radikalai sukelia Igsteliy pazeidimus bei polinesoéiyjy riebaly ragsciy peroksidacijag
lasteliy membranose. Reaktyvusis deguonis bei aktyvios azoto formos gali sukelti
deoksiribonukleortigs¢iy (DNR), ribonukleoriigsciy (RNR), angliavandeniy, lipidy, fermenty ar baltymy
oksidacines modifikacijas, kas turi jtakos tokioms ligoms kaip kraujagysliy ir Sirdies ligos, virSkinamojo
trakto sutrikimai, diabetas, piktybiniai navikai, katarakta, Parkinsono liga, Alzhaimerio liga, sgnariy

uzdegiminiai procesai, atsiradimg [24].
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Laisvieji radikalai — tai atomai ar atomy grupés, turin¢ios neporinj elektrony skaiciy. Laisvieji
deguonies radikalai - tai superoksido radikalas, peroksilo radikalas (ROO"), hidroksilo radikalas (OH),
ne radikalinés kilmés junginiai, tokie kaip vandenilio peroksidas (H202), hipochlorito rtigstis (HOCI);
aktyviosios azoto formos — azoto oksido radikalas (-NO) ir azoto dioksido radikalas (-NO2) [24].

Nuo oksidacinio streso pazeidimy Zzmogaus organizmo Igstelés apsisaugo naudodamos
fermentinias ir su fermentais nesusijusias antioksidantines sistemas. Taciau kartais Sie apsaugos
mechanizmai biina nepakankami, todél zmogus turi gauti papildomus antioksidanty kiekius.

Antioksidanto gebéjima suristi laisvuosius radikalus lemia Sie faktoriai :

v’ antioksidanto bei laisvojo radikalo molekuliy struktiirinis suderinamumas;
v' sgveika su kitais antioksidantais;
v' antioksidanto ir laisvyjy radikaly koncentracija;

v’ absorbija, metabolizmas bei pasiskirstymas [25].
1.7. Ekstrakcijuy metodai

Natiiraliy bioaktyviy ir kity vertingy medziagy i$skyrimas ir jy frakcionavimas yra vieni
svarbiausiy uzdaviniy siekiant racionaliai panaudoti augaling zaliava. Matematiniai tiriamy ekstrakcijos
ir frakcionavimo procesy modeliai galéty biiti pritaikyti gamybinémis saglygomis. Tokie tyrimai turi tiek
teoring, tiek ir prakting verte, nes prisideda prie jvairios cheminés sudéties ir savybiy medziagy
i$skyrimo i§ sudétingos biologinés matricos procesy isaiskinimo bei gali biiti pritaikomi pramoniniam
augaly perdirbimui. Parinkus tinkamus pirminio apdirbimo bei ekstrakcijos parametrus, galima

selektyviai i8skirti naudingy augaluose esan¢iy medziagy frakcijas bei jas sukoncentruoti.
1.7.1. Superkritiné CO> ekstrakcija

CO; ekstrakcijos metodas paremtas anglies dvideginio dujy savybe transformuotis j specifing
bikle, kuri vadinama superkritiniu skys¢iu. Sioje biikléje anglies dvideginis gali biiti naudojamas
perkoliacijos ir maceracijos procesuose kaip bet kuris kitas tirpiklis. Vienintelé biitina salyga yra ta, kad
darbo metu dujos turi biiti suslégtos, o tai reikalauja specialios ir vis dar gan brangios aparattros. Tai
pats didZiausias Sio metodo triikumas, ypa¢ smulkiems augaliniy aliejy spaud¢jams ir aromatiniy
junginiy distiliuotojams [26].

CO; — tai stabilios ir inertiSkos dujos, nepaliekancios iSgautame ekstrakte tirpiklio nuosédy ar
liku¢iy, nedegios, tinkamos maisto gamybai. Jos nekenkia aplinkai ir nesukuria jokiy pasaliniy produkty
[27].

Suslégtos anglies dvideginio dujos ekstraktoriuje cirkuliuoja uzdaru ratu, kuris padalijama j dvi
dalis: aukStesnio slégio zong ir Zemesnio slégio zong. Auksto slégio kolonoje CO2 dujos, suslégtos iki
superkritinio skyscio biiklés, teka per ekstraktoriy, kuriame sukrauta augaliné zaliava. Per¢jes specialy

voztuva superkritinis CO2 skystis praranda slégj ir savybes, o ekstraktas kondensuojamas ir surenkamas
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specialiame inde. Anglies dvideginis regeneruojamas, kondensuojamas ir sugrazinamas atgal j darbinj

cikla. Temperatiiros reguliatoriai yra atsakingi uz tiksly temperatiiros rezimg ekstraktoriuje.

L
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4 pav. Superkritinés CO; ekstrakcijos schema

Sildytuvas

Anglies dvideginio dujos pasizymi reguliuojamu selektyvumu (atrankumu), kitaip sakant, kei¢iant
slégj ir temperatiirg galima keisti tarpiklio gebéjima tirpinti skirtingus augalo junginius.

Visy frakcijy, arba pilnieji, CO2 ekstraktai, susidedantys i§ bioaktyviy lipofiliniy augalo junginiy:
riebiyjy aliejy (sofiyjy ir nesociyjy riebaly riigsciy), vasky, pigmenty, vitaminy, aromatiniy ir kt.
junginiy, gaunami naudojant auksto tankio dujas ir slégimg nuo 20 MPa iki 50 MPa. CO- ekstraktai turi
daugybe gydomyjy ir kosmetiniy komponenty — antioksidanty, polifenoliniy junginiy, karoteny,

fitosteroliy, tokiy kaip skvalenas, antociany ir t. t.
1.7.2. Pagreitinta skysciy ekstrakcija (PSE)

Tai visiSkai automatizuota greita skysciy ekstrakcija, skirta organiniams junginiams iSskirti 1§
skysty ir pusiau skysty matricy. Schematiné PSE diagrama pavaizduota 5 pav. [28].

Ekstrakcija susideda i§ kombinuoto dinaminio ir statinio skys€io tekéjimo per jkaitinta
ekstrahavimo cele, kurioje yra méginys. Sios celés turi biiti atsparios aukitam slégiui. DaZniausiai jos
pagamintos 1§ nertidijanc¢io plieno. Méginio celé yra uzpildoma tirpikliu. Labai svarbu, kad visa tuscia
ertmé celéje biity uzpildyta tirpikliu, kad biity geras salytis su méginiu ir kad nevykty analizuojamos
medziagos oksidacija, kuri gali vykti dél likusio deguonies ir aukstos temperatiiros. Tada méginio celé
yra kaitinama kaitinimo Saltiniu. Kad tirpiklis i$likty skystoje faz¢je, turi biiti parinktas tam tikras slégis.
Sistemos slégis turi biti didesnis nei slenkstinis, kad iSlaikyti tirpikl} skystoje fazéje nustatytoje
temperatiiroje ir kad jis galéty judéti per méginj reikiamg laiko tarpg. Tam naudojamas HPLC tipo

siurblys, kuris gali sudaryti 6,9 20,7 MPa slégj [28].
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5 pav. Pagreitintos skysc¢iy ekstrakcijos schema

Kai pasiekiama $ilumos pusiausvyra, méginio celé yra laikoma nustatytoje temperattiroje mazdaug
5-10 minutes. Sios statinés fazés metu, junginiai skverbiasi i§ méginio j tirpiklj. Po to, yra atidaromas
iSleidimo voztuvas ir pamatuotas skyscio turis yra leidziamas per méginj, iSleidziant anksc¢iau sukaupta
ekstrakto tuirj i surinkimo indg. Galiausiai, suspaustomis azoto dujomis, i§stumiamas likgs tirpiklio kiekis
1§ celés. Labai svarbu, kad visas tirpiklis, naudotas ekstrakcijos metu biity surinktas analizei.

Norint i$tirti naujg medziaga, reik parinkti ir nustatyti optimalius parametrus. Pirmiausia reikia
parinkti ekstrakcijos celés dydj, kuris atitikty turimo méginio kiekj. Celés neturi biiti pilnai uZpildomos,
bet kuo pilnesné celé, tuo maziau bus sunaudota tirpiklio ekstrakcijos metu. Po to reikia pasirinkti koks
bus naudojamas tirpiklis. Reikia pakartoti ekstrakcija kelis kartus, tada nustatyti iSeiga. Jei analizuojamo
miSinio yra antrame ir treCiame ekstrakte, reikia keisti proceso parametrus ir kartoti patj procesa: kelti
temperatiirg, pridéti antrg ar net treig statinj ciklg, padidinti statinj laikg. Jei Sie Zingsniai nepadeda

uzbaigti ekstrakcijos, reikia dar kartg iSanalizuoti méginio paruos$ima ir gal net keisti tirpiklj.
1.7.3. Soksleto ekstrakcija

Soksleto ekstrakcija yra naudinga norint sukoncentruoti analizuojama medZiaga pilnai atskiriant
nuo pagrindinés matricos ar padalinant j atskiras medziagas. Tradiciné Soksleto ekstrakcija islicka
vienas i§ aktualiausiy metody naudojamy Siandien.

Soksleto ekstrakcijoje placiausiai naudojamas tirpiklis yra heksanas, kuris gerai pasizymi
nepoliniy junginiy ekstrahavimu, pavyzdziui, augalinio aliejaus. Be to, Soksleto aparatu iSskiriami
junginiai turi pasizyméti dideliu patvarumu parinkto ekstrakcijos tirpiklio virimo temperatiiroje, nes
ekstrahuojama frakcija kaupiasi apvaliadugnéje kolboje su paciu tirpikliu. ISties heksanas néra aplinkg

tausojantis tirpiklis, todél mokslininkai bandé ieSkoti sprendimy ir panaudoti kitus tirpiklius, kurie biity
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netoksiski. Soksleto ekstracijg labai sglygoja ekstrahuojamos medziagos savybés ir daleliy dydis, nes

létas tirpiklio prasiskverbimas j kietaja medziagg riboja ekstrahavimo efektyvuma [29].
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6 pav. Soksleto aparatas

Pagrindiniai Soksleto ekstrakcijos privalumai yra, kad palaikoma gana auks$ta ekstrakcijos
temperatira (~70°C) distiliavimo kolboje, néra reikalingas frakcijos perfiltravimo procesas, metodo
galima neprizitiréti, kadangi trunka ilgai, bei §is metodas yra paprastas ir nereikalaujantis brangios
aparattros. Soksleto ekstrakcijos trikumai: per ilgas ekstrahavimo laikas, naudojami tirpikliai yra
toksiski, brangts, sunaudojami jy dideli kiekiai, taip pat frakcijoje susidaro didelis tirpiklio kiekis, kurj
nugarinti sunaudojami papildomi iStekliai ir, Zinoma, laikas. Be to, vienas 1§ svarbiy Sios ekstrakcijos

truikumy yra tam tikry junginiy skilimas aukstoje tirpiklio virimo temperatiiroje.
1.8. Baltymy elektroforezé

Elektroforezé yra vienas placiausiai naudojamy analiziniy metody. Tai metodas, kurj naudojant
dviejy ar daugiau skirtingus kriivius turin¢iy molekuliy ar daleliy atskyrimas laidZioje terpéje veikiant
elektros srovés elektriniam laukui vyksta deél skirtingy judrumy. Molekulés, turin¢ios skirtingus arba
skirtingo dydZzio kriivius, judés skirtingomis kryptimis arba skirtingu greiciu link prieSingg kriiv turinéiy
elektrody.

Baltymai yra amfoterinés molekulés, turi teigiamg ir neigiamg krivi turin¢iy grupiy. Bendra
baltymo molekulés kriivi nulemia j baltymo sudétj jeinanciy teigiamai ir neigiamai jkrauty aminoriigsciy
kriiviy suma ir jis priklauso nuo terpés pH. Kiekvienas baltymas tam tikrame pH kriivio neturi ir tame
pH, veikiant elektros laukui baltymas nemigruos. Si pH reik§mé vadinama baltymo izoelektriniu tagku,
arba pl. Neigiamg kriiv] turintys baltymai, kai terpés pH>pl judés elektriniame lauke link anodo.
Pazeminus pH iki mazesnio, nei yra baltymo pl, baltymas jgaus teigiama kriivj ir judés link katodo [25].
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Elektroforezé yra labai paprastas, greitas ir jautrus metodas baltymy savybiy tyrimui.
Elektroforezés pagalba galima frakcionuoti ir palyginti baltymy miSinius, pvz.: skirtingose lasteliy
fiziologinése busenose, tirti baltymy grynumg skirtingose gryninimo stadijose ir nustatyti baltymy
fizikines savybes, kaip antai izolelektrinis taskas, dydis, kriivis ar subdaleliné sudétis. Elektroforezé

dazniausiai naudojama kaip analiznis metodas, reciau kaip preparatyvinis metodas [25].

2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Chemikalai ir reagentai

2,2'-azino-bis(3-etilbenzentiazolin-6-sulfo ragstis) (ABTSe+, Sigma-Aldrich, Steinheimas,
Vokietija), anglies dioksido dujos (99,9 %) gautos i§ Gaschema (Jonavos r., Lietuva), Folin—Ciocalteu
fenolinis reagentas gautas i§ Merck ( Darmstadt, Vokietija), galo riigStis (>99 %) ir natrio karbonatas
(98 %, bevandenis) gauti i§ Sigma-Aldrich (Mousa, Sent Luisas, JAV), 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-karboksirtigstis (Troloksas, >97 %), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPHs,
radikalas, 99 %), kalio persulfatas, kalio dihidrofosfatas, vandeninis natrio hidrofosfatas gauti i§ Sigma-
Aldrich (Mousa, Sent Luisas, JAV), acetonitrilas gautas i§ VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois,
Pranciizija), analitinio grynumo heksanas i§ Chempur (Lenkija), metanolis (>99,9 %) gautas i§ Sigma-
Aldrich (Vokietija), azoto dujos gautos i§ Gaschema (Jonavos r., Lietuva), 2,2'-azobis-2-metil-
propanimidamid dihidrochloridas (AAPH), NaCl, KCI, KH2PO4, K2S,0s (Lach-Ner, Brno, Cekija),
Na,HPOs (Merck KGaA, Darmstadas, Vokietija), Na2COs (Sigma-Aldrich), H.SOs, NaOH, H3POg,
(Sigma-Aldrich), HCI (35-38%, Chempur, Piekary Slaskie, Lenkija), skvalenas (99%, Supelco
Analytical, Bellefonte, PA, JAV), boro trifluoridas (24% metanolinis tirpalas, Acros organics, Geel,
Belgija), etanolis (96.3%, maistinis, Stumbras, Kaunas, Lietuva), heksanas (PENTA Chemikalien,
Mainaschaff, Vokietija), skystas azotas (AGA SIA, Ryga, Latvija), ASE filtrai (Glass
Fiber_(X)_Cellulose, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, JAV), diatomitiné zemé (100 % SiOy,
Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, JAV), buferis (MES SDS Running Buffer (20X), Van Allen Way
Carlsbad, CA, JAV), buferis (LDS Sample Buffer (4X), Van Allen Way Carlsbad, CA, JAV), kristalinis
tripsinas (VWR International Ltd., Hunter Boulevard, JAV), a-chimotripsinas (Sigma-Aldrich,
Steinheimas, Vokietija), 30 % akrilamido tirpalas, 4xTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas (pH 8,8),
‘HCI/NDS buferinis tirpalas (pH 6,8), elektroforezés TRIS — glicino buferinis tirpalas, 10 % amonio
persulfato tirpalas, tetrametiledilendiaminas (TEMED), 2 x baltymo denatiiravimo buferinis tirpalas,
standartinis baltymy miSinys, 10 % acto riigstis, dazo Coomassie mélio tirpalas, baltymams dazyti

Coomassie méliu baltymo tvirtinimo tirpalas.
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2.2. Kanapiy sékly Zaliava

Buvo gautos ekologiskos kanapiy séklos (Canabis sativa, veislé Finola) i§ UAB ,,Agropro” 2015
mety derliaus. Séklos buvo laikomos sandariai uzdarytos kambario temperatiiroje tamsioje, gerai
védinamoje patalpoje.

Dalis sékly buvo panaudota iSgauti aliejui, todél jos buvo presuotos Salto spaudimo presu
(Ankarsum Assitent, Svedija). Aliejus buvo naudojamas oksidacinio stabilumo tyrimams. | ji buvo
pridéta sintetiniy ir natiiraliy antioksidanty. Kita dalis sékly ir taip pat po presavimo likusi sé¢kly masé
buvo smulkinama ultra centriftiginiu rotoriniu maliinu (Retsch ZM200, Retsch GmbH, Vokietija) (10000
rpm). Séklos buvo susmulkintos j 3 frakcijas: 1mm, 0,5mm ir 0,2mm daleliy dydZio naudojant skirtingus
malimo sietus. Susmulkinta Zaliava buvo laikoma sandariuose stiklainiuose. Soksleto ekstrakcijai buvo
naudotos séklos smulkintos kavamale, kad nustatyti aliejaus kiekj jose. Kity ekstrakcijy metu
(superkrizinés COz2 ir pagreitintos skys¢iy ekstrakcijos) buvo naudotos visos trys frakcijos. Skirtingy
ekstrakcijy metu buvo gauti jvairtis ekstraktai, kurie buvo naudojami antioksidaciniy savybiy
nustatymui. Taip pat buvo atlikta nuriebinty sékly Osborno ekstrakcija skirtingais tirpikliais: vandeniu,
0,1 N druskos tirpalu, etanolio ir vandens misiniu (7:3), 0,1 N NaOH tirpalu. Vandenyje tirpsta —
albuminai, druskos tirpale — globulinai, prolaminai — etanolyje, baziniuose tirpaluose — gliuteinai.
Atlikus ekstrakcija, tirpalai liofilizuoti, o etanolis nugarintas rotaciniu garintuvu. Apskai¢iuotos baltymy
iSeigos pagal kanapiy mase. Po to nustatytas baltymy kiekis Kjeldalio metodu kiekviename ekstrakte ir
apkaiciuotas baltymy iSeiga pagal bendra baltymy kiekj. Buvo gauta: albuminy — 18,38 %, globuliny —
14,23 %, prolaminy — 0,89 %, gliuteiny — 32,15 %, netirpi frakcija — 34,35 %.

2.3. Kanapiy sékly ir aliejaus cheminé sudétis
2.3.1. Drégmeés kiekio nustatymas

Iskaitintame sausame pasvertame biukse, pasveriama 3-5 g gramai susmulkinty kanapiy sekly.
Meéginys pasvertas ir sumaisytas su iSkaitintu sméliu ir kaitinamas termostate 110°C temperatiiroje.
Pirmg kartg méginys buvo pasvertas po 1,5 valandos ir vél grazintas kaitinimui. Po to svérimas buvo
kartojamas kas pusvalandj tol, kol nebekito svoris (0,001-0,005 g kitimas). Prie§ svérimg, biuksai
biidavo auSinami eksikatoriuje. Eksperimentas buvo pakartotas tris kartus. Drégmés kiekis (%)
apskaiciuotas pagal formule (1):

x = (m1—m2)*100 : % (1)

mi—m
m — biukso ir dangtelio svoris g; m1 — biukso ir méginio svoris pries kaitinimg g; m2 — biukso ir

méginio svoris po kaitinimo g.
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2.3.2. Mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

Porcelianinis tiglis kaitinamas mufelyje iki pastovaus svorio. [ tiglj 0,0002 g tikslumu pasveriama
3 g smulkinty ir nuriebinty tiriamyjy kanapiy sékly. Tiglis su bandiniu padedamas ant elektrinés plytelés
ir apanglinamas, kol i$ tiglio nustoja rikti dimai. Po to tiglis perkeliamas j mufeling krosnj, kurio vidaus
temperatira — 600-650 °C. Deginimas trunka 1-2 h.
Po apanglinimo bandinys perkeliamas | mufelj ir deginamas tol kol dviejy nuosekliy svérimy
rezultatai skirsis 0,0001-0,0005 g. Deginimas trunka apie 15-16 h. Eksperimentas kartojamas tris kartus.
Peleny kiekis, iSreik$tas procentais, apskai¢iuojamas pagal formule (2):
‘= (m, —m)-lOO’%
m, —m (2)
Cia: m — tiglio svoris, g; m1 —tiglio svoris su bandiniu, g; m2 — tiglio svoris su pelenais, g.
2.3.3. Riebaly kiekio nustatymas

20 g susmulkinty (kavamale) kanapiy sékly buvo jdedama j celiuliozing tibelg ir uzZkem$ama vata.
Po to, tiibel¢ patalpinama j Soksleto aparatg ir per Saldytuvo virSy uzpildoma 200 ml heksano tirpikliu.
Ekstrakcija vykdoma 3 val. nustatant 80 % kaitinimg. Pasibaigus ekstrakcijai heksanu, ttbelé su
medziaga dziovinama 50°C temperatiiroje dziovinimo spintoje iki pastovios masés ir pasveriamos
0,0002 g tikslumu. Frakcijos buvo surinktos apvaliadugnése kolbose ir i§ jy tirpikliai pasalinti
vakuuminiu rotaciniu garintuvu (Biuchi Labortechnik AG, Konztanz, Sveicarija) esant 40 °C
temperatiirai. Frakcijos baigiamos dziovinti azoto dujy sraute, pasveriamos iki pastovios masés ir
laikomos sandariai uzdarytos tamsaus stiklo buteliukuose —18 °C temperatiiroje iki tolimesniy tyrimy.
[Seiga buvo apskai¢iuota pagal formule (3):

x:w;% (3)

m

a — kolbos svoris su méginiu po ekstrakcijos (arba tubelés svoris su méginiu pries ekstrakcija), g;
b — tuscios kolbos svoris (arba tubelés svoris su méginiu po ekstrakcijos), g; m — mégnio svoris, paimtais

ekstrakcijai, g.

2.3.4. Baltymy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

1 g susmulkinty ir nuriebinty kanapiy sékly pasveriama j Kjeldalio kolba 0,0002 g tikslumu. Ant
méginio Kjeldalio kolboje jpilama 20 ml koncentruotos, jdedama katalizatoriaus tableté (sudétis: KoSOg;
CuSO4*5H,0; TiO2). Tuomet kolba statoma ant elektrinio kaitintuvo ir kaitinama (programa: 90 min.
60% temp.). Pasibaigus programai aparatas iSjungiamas ir kolbos atvésinamos.

Atvésinta kolba dedama j distiliavimo aparatg ir jjungiama programa. Salia paruosiama kiginé

250 ml kolba distiliatui surinkti. Pagal programa buvo pasirinkti tokie parametrai: 3 s NaOH ir 3 s H3BO4
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uzpildymas ir distiliavimo laikas 300 min, garavimo intensyvumas 80 %. Distiliatas nutitruojamas 0,01
N arba 0,1 N HCl tirpalu, naudojant Tasiro indikatoriumi (indikatorius titravimo metu zalig spalva kei¢ia
1 violeting). Lygiagreciai tomis paciomis saglygomis nudistiliuojamas ir nutitruojamas toks pat kiekis
distiliuoto vandens (tusciasis méginys).

I§ tiriamo produkto meginio iSsiskyres azoto (N) kiekis apskaiciuojamas taip (4):

N=[1,4 x nx K (V1-V0)]/ m (%), 4)

kur 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,1 N HCI; 0,1 N HCIl kiekis, sunaudotas i$ distiliuojamo
mineralizato i$siskyrusiam amoniakui sujungti, ml; Vo — 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas tu$¢iajam
méginiui nutitruoti, ml; m — pasvertas analizei medziagos kiekis, g; n — druskos riigSties, naudotos
titravimui, normalingumas (0,01N arba 0,1 N HCI); K — druskos riigsties tirpalo pataisos koeficientas
(1, jei néra atlickamas atskiras jvertinimas).

Baltymy kiekis apskai¢iuojamas: Bpr = N*k, kur N - azoto (N) kiekis, k - koeficientas
perskaiciuoti azoto kiekj 1 baltymy kiekj (6,25).

2.3.5. Riebaly riigsciy sudéties nustatymas dujy chromotografijos metodu

Siuo metodu nustatomi riebaly riig$¢iy metilo esteriai turintys nuo 8 iki 24 anglies atomy grandine.
Trigliceridy esterinimui ir laisvy riig§ciy apmuilinimui 0,5 g aliejaus ir 4 ml metanolinis NaOH (0,5 N)
supilama ] 50 ml apvaliadugne kolbg ir kaitinama su griztamuoju Saldytuvu, kol i§nyksta riebaly faze¢
(apie 5-10 min). Virimui sulyginti jdétas pemzos gabaliukas.

Esterifikavus riebalus per Saldytuvo virSy jpilama 5 ml 24 % Boro trifluorido/metanolio
komplekso ir verdama dar 2 min., atS8aldoma iki kambario temperatiiros. Bandinys praskiedZiamas 5 ml
n-heksanu ir tiek pat NaCl, gerai suplakama. Palikti, kol nusistos sluoksniai. VirSutine heksano fazé
atskiriama pastero pipete ir laikoma 4°C temperatiiroje iki analizés. Analizei imama 100 pl heksano
fazes ir praskiedziama 900 pl heksanu.

Analize atlikta dujiniu chromatografu HRGC 5300 (Mega Series, Carlo Erba, Milan, Italy)
naudojant liepsnos jonizacinj detektoriy su poline SPTM-2560 kolon¢le (100 m ilgio, 0,25 mm vidinio
skersmens, adsorbento sluoksnis 0,20 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)). Krosnies temperatiira buvo
uzprogramuota nuo 80°C ir did¢jant iki 240°C kas 4°C/min. InZektoriaus (bandinio jleidimo kameros)
temperattira 220°C, o detektoriaus — 240°C. Ileisto bandinio kiekis — 1 pl. Junginiams identifikuoti
naudotas etaloninis 37 riebaly rugsciy miSinys (SupelcoTM). Rigsciy metilo esteriai identifikuojami
pagal iSlaikymo laikus, o procentiné riebaly rtigsciy sudétis apskaiciuojama smailiy plotus lyginant su

etaloniniais smailiy plotais.
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2.4. Aliejaus oksidacinis stabilumas

Salto spaudimo kanapiy aliejaus oksidaciniam stabilumui jvertinti buvo naudojami skirtingi
metodai, stebimas oksidacijos produkty kitimas. Taip pat j aliejy buvo pridéta skirtingy antioksidanty —
natdraliy ir sintetiniy skirtingomis koncentracijomis:

naturalis:

e Rozmariny ekstraktas ,,Oleoresin rosemary, Herbalox*“ (ORH) 0,1 %, 0,2 %, 0,4 %
koncentracijy;
e _DURALOX BLEND AN-110 XT*“ 0,1 %, 0,2 %, 0,4 % koncentracijy;
e _DURALOX OXIDATION MANAGEMENT* (DOM) 0,1 %, 0,2 %, 0,4 % koncentracijy;
sintetiniai:
e Butilhidroksianizolis (BHA) 0,02 % koncentracijos;
e Tertbutilhidroksikinonas (TBHQ) 0,02 % koncentracijos.

Sie natiiralis antioksidantai stabilizuoja tick riebalus tiek patj iskepta produkta, apsaugant nuo
oksidacijos [61]. Koncentracijos buvo parinktos pagal gamintojo nurodymus. Sintetiniy antioksidanty
leidziamos vertés pagal EB Nr. 1333/2008 [47] yra iki 0,02 %.

Buvo nustatomas kanapiy aliejaus oksidacinis stabilumas su $iais antioksidanty priedais naudojant
Oksipres ir Rancimat metodus. Taip pat buvo sudarytas eksperimentas, kai paskirstytas aliejaus Kiekis
buvo sumaisSytas su nurodytais antioksidanty priedais. Kiekvieng ménesj buvo matuojamas peroksidy
skaicius $iy aliejaus bandiniy. Tai buvo atlieckama pusantry mety, kol baigési aliejus. Be to, véliau buvo
atliktas panasus eksperimentas su ekstraktu, gautu po superkritinés CO2 ekstrakcijos. Tik ] §] ekstrakta
buvo pridéta vieno antioksidanto — rozmarino ekstrakto ,,Oleoresin rosemary, Herbalox*, skirtingomis
koncentracijomis: 1 %, 0,7 %, 0,4 %, 0,2 %. Peroksidy skaiius taip pat buvo matuojamas kas ménesj,

kol baigéesi ekstraktas.
2.4.1. Peroksidy skaiciaus nustatymas jodometriniu metodu

Peroksidy skaiCius parodo, kiek tiriamuose riebaluose yra junginiy (peroksidy ar j juos panasiy
riebaly oksidacijos produkty), kuriuos atliekant analize oksiduoja jodidas. Tai svarbus riebaly kokybés
rodiklis, i$ jo sprendziama apie riebaly sugedimo laipsnj. Matavimo vienetas — mekv/1000g.

Riebaly bandinys, veikiamas rigscioje aplinkoje kalio jodidu, i§ kurio iSsiskiria laisvas jodas ir
yra nutitruojamas natrio tiosulfatu (Na2S20z3). Titravimo metu sunaudoto natrio tiosulfato tirpalo kiekio
pagalba paskaiciuojama aliejaus peroksidy skai¢ius (PS).

Aliejus (510,05 g) istirpintas 30 ml izooktano — ledinés acto ruigsties (2:3) tirpale ir pridedama 0,5
ml sotaus KJ. Tirpalas plakamas lygiai 1 min, praskiestas 30 ml distiliuotu vandeniu ir titruotas 0,01 N

natrio tiosulfato tirpalu jlasinus kelis lasus 1 % krakmolo kleisterio kaip indikatoriaus, kol pranyks
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meélyna spalva. Lygiagreciai atlieckama kontroliné analizé (be riebaly). Peroksidy kiekis (PS), iSreikstas

mekv aktyvaus deguonies/kg aliejaus apskai¢iuojamas taip (5):

PS=((V-V1)*N*1000)/m; (5)

V ir V1- natrio tiosulfato tirpalo, sunaudoto atitinkamai tiriamajam ir kontroliniam bandiniams

nutitruoti, kiekis, ml; N- natrio tiosulfato tirpalo koncentracija; m- bandinio masé¢, g.
2.4.2. Rugstingumo (LRR) nustatymo metodas

Riigsciy skaicius, tai kalio Sarmo kiekis miligramais, reikalingas neutralizuoti riebaly rtgstis,
esancias viename grame riebaly ar aliejaus.

Aliejus istirpintas 50 ml neutralizuotame dietilo ir etanolio misinyje (1:1), 250 ml talpos kiigin¢je
kolboje. Tirpalas maiSant titruojamas 0,1 N koncentracijos KOH tirpalu iki indikatoriaus ekvivalentinio
tasko (roziné spalva, neiSnyksta 10 sekundziy — fenolftaleinui).

Rigstingumas apskai¢iuojamas pagal formulg (6):

R=V*c*M/10*m, % (6)
V — titravimui sunaudoto KOH tirpalo taris, ml; ¢ — tiksli KOH tirpalo koncentracija, mol/l;m —

bandinio masé, g;M — molin¢ pasirinktos rezultaty skai¢iavimams riig§ties masé, g/mol.
2.4.3. Aliejaus oksidacinis stabilumas Oksipres metodu

Siuo metodu buvo nustatomas oksidacinis kanapiy aliejaus stabilumas, naudojant jvairius
antioksidanty priedus.

Instrumentiniu oksipreso metodu nustatant aliejaus indukcinj periodg valandomis (toliau IP, val),
tiriamas aliejaus stabilumas oksidacijai aukstoje temperattroje (110°C), esant deguonies slégiui.

Reikalingas bandinio kiekis 5 g (pasveriama 0,0002 g tikslumu) patalpintas j reakcijos celg.
Oksidacija tirta 110°C temperatiiroje, deguonies slégis 0,5 MPa (5 bar). Prietaisas automatiSkai nubrézia
deguonies slégio kitimo kreive ir apskai¢iuoja IP. Gauty tyrimy rezultaty standartinis nuokrypis nevirsija

0,05 (t.y. 5 %).

Slégis, bar

Indukcinis periodas

5 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
Trukmé, val.

7 pav. Oksipresu uzrasyta oksidacijos kinetiné kreivé ir indukcinio periodo nustatymo liestinés
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2.4.4. Aliejaus oksidacinis stabilumas Rancimat metodu

Sis metodas skirtas nustatyti aliejaus oksidacinj stabiluma, pagreitinant jo oskidacijos procesa.
Buvo naudojami jvairiis antioksidanty priedai.

5 g(0,0002 g tikslumu) kanapiy aliejaus pasveriama tiesiai j reakcijos inda. Tada indai uzdaromi
dangteliais, kurie sujungti su oro padavimo zarnelémis ir jstatomi ] Rancimat jrangg. Naudoti reakcijos
parametrai buvo tokie: temperatira — 110°C, dujy srautas — 20 I/h, slégis — 0,5 MPa. Prietaisas

automatiskai nubrézia deguonies slégio kitimo kreive ir apskaiciuoja indukcinj laika.

2.5. Superkritiné CO: ekstrakcija (SKE-CO2)

SFE-CO:2 buvo atlikta ,,Helix* ekstrakcijos sistema (Applied Separation, Allen—town, PA, JAV).
Kiekvienai ekstrakcija buvo naudota 20 g smulkinty kanapiy: Imm, 0,5 mm ir 0,2 mm dydzio, kuriy
viena rasis buvo naudojama i§ po Salto aliejaus presavimo galutiniam nuriebinimui, o kita dalis
nepresuoty, nustatyti iSeiga. Méginys buvo patalpintas i 30 cm3 cele. Abiejuose celés galuose buvo
istatyti filtro popieréliai, kad nepatekty méginio j ekstrakcijos sistemg. CO2 dujy srautas, tekantis
sistemoje, buvo iSmatuotas elektroniniu srauto matuokliu standartiniais litrais per minut¢ (SL/min)
standartinémis sglygomis (Pco2= 100 kPa, Tco2=20°C, pco2=0.0018 g/ml). Procesas susidéjo i$ statinés
ir dinaminés fazes. Statiné fazé vyko 20 min, o dinaminé — 4 val. Ekstrakcija buvo vykdoma Siomis
sglygomis: temperatira — 40°C ir 60 °C, slégis — 40 MPa, laikas — 4 val. ISeigai nustatyti prie$ ekstrakcija
buvo pasveriamas stiklinis indelis, po to po ekstrakcijos pasveriamas su meginiu. Ekstraktai buvo

laikomi tamsiuose buteliukuose, -18°C temperatiiroje. Ekstrakcijos liekna buvo laikoma stiklainiuose.
2.6. Pagreitinta skysc¢iy ekstrakcija (PSE)

PSE buvo atlikta naudojant ASE-350 (Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale, CA, JAV) jranga.
Ekstrakcijai buvo naudojama etanolis, distiliuotas vanduo bei acetonas. Kaip méginys buvo naudojamas
likutis po SFE-CO: ir Soksleto ekstrakcijos.

10 g bandinio buvo patalpinta j neriidijanc¢io plieno celg, o kad nepatekty dalelés j ekstrakta, buvo
naudojami celiulioziniai filtrai, kurie dedami celés virSuje ir apacioje. UZpildyta celé, patalpinta j
ekstraktoriaus karusele. Celé siurbliu uzpildoma tirpikliu ir kaitinama iki 70 ar 130°C temperatiiros.
Tada vykdomas statiné ekstrakcija — 3 ciklai po 5 minutes, 1500 psi (10,3 MPa) slégyje. Po statinés
ekstrakcijos ekstraktas iSstumiamas su 60 % celés tiirio Svieziu tirpikliu ar tirpikliy miSiniu ir prapuciama
60 s azoto dujy srautu j 40 ml surinkimo indg. Ekstrakcijos salygos tirpikliams: acetono darbiné
temperattra - 40°C, etanolio 70°C, o vandens 70 ir 130 °C.

Etanolis ir acetonas is ekstrakty pasalinamas naudojant vakuuminj rotacinj garintuva Biichi R-210,

Flawil, (Sveicarija), o vanduo — liofilizatoriy Telstar, LyoQuest (JAV). Ekstraktai baigiami dZiovinti
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azoto dujy sraute, pasveriami iki pastovios masés ir laikomi sandariai uzdaryti tamsaus stiklo

buteliukuose —18 °C temperatiiroje iki tolimesniy tyrimy.

2.7. Antioksidacinés savybés

Antioksidacinio aktyvumo matavimams paruosti koncentruoti ekstrakty tirpalai, tirpinti

metanolyje, kurie véliau buvo skiedziami metanoliu iki reikiamos koncentracijos, tyrimams atlikti.
2.7.1. Bendprasis fenoliniy junginiy kiekis (Folin ir Ciocalteu metodu)

Sis metodas paremtas fenoliniy junginiy ir Folin — Ciocalteu reagento spalvine reakcija, bei
susidariusios spalvos intensyvumo matavimu spektrofotometru nustatant fenoliniy junginiy kiekj [30].
Nustatant fenoliniy junginiy kiekj tiriamuose ekstraktuose, 0,1 % koncentracijos ekstrakty tirpalai buvo
tirpinti metanolyje.

Nustatant fenoliniy junginiy kiekj ekstraktuose sudaroma kalibravimo kreivé galo riig§¢iai. Tuo
tikslu paruosti standartiniai etanoliniai galo rugsties tirpalai $iy koncentracijy: 0,025; 0,075; 0,10; 0,175;
0,35 mg/ml. Tada imta 30 ul kiekvienos koncentracijos galo riigsties tirpalo, supilama j mikrolékstelés
Sulinélius ir sumaiSoma su 150 pl paruosto Folin — Ciocelteu reagentu ir 120 pl 7,5 % Na2COs tirpalu.
Po 30 min. iSmatuota tirpaly absorbcija spektrofotometru FLUOstar Omega esant 765 nm bangos ilgiui.
Absorbcijos nulinis taskas nustatytas naudojant etanolj. Pagal gautas absorbcijos reikSmes toliau yra
braizoma kalibravimo kreivé galo riig§¢iai. Kreives lygtis: y = 7,5584x + 0,0189; R*=0,9979.

Nustatant skirtingy ekstrakty absorbcijos reikSmes imta 30 ul Svieziai pagaminto ekstrakto (10
mg/ml) buvo sumaiSyta su 150 pl paruosto Folin — Ciocelteu reagentu ir 120 pl 7,5 % Na2COs tirpalu.
Po 30 min. iSmatuota tirpaly absorbcija spektrofotometru FLUOstar Omega esant 765 nm bangos ilgiui.
Bendras fenoliniy juginiy kiekis apskai¢iuojamas pagal formule (8):

_C><V
M

C

(8)

C — polifenoliy kiekis, isreikStas GRE, mg/g; ¢ — pagal kalibracing kreive nustatyta GR

koncentracija, mg/ml; V — tiriamojo ekstrakto taris, ml; M — ekstrakto masé, g.

2.1.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH* radikaly sujungimo metodu
Antioksidacinio aktyvumo DPPH (ECsp) vertés ekstraktuose buvo nustatytos pagal Brand—
Williams ir kt. (1995) DPPH?* radikaly sujungimo metodo aprasyma su nedideliais pakeitimais [32].

Pirmiausia pagaminamas DPPH?* tirpalas, kurj ruosiant 0,0235 g DPPH* radikalo iStirpinama

metanolyje 100 ml matavimo kolboje, kuris toliau skiedziamas metanoliu 1:10 santykiu, kad gauti
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darbinj DPPH" tirpala. Abu Sie tirpalai laikomi tamsioje vietoje 4 °C temperatiiroje iki tolimesnio
naudojimo.

Svieziai paruostas ekstrakto tirpalas skiedZiamas metanoliu, kad gauti 5 skirtingas koncentracijas,
po to, imama po 10 ul ir 96 Sulinéliy mikroploksteléje sumaiSoma su 290 ul darbiniu DPPH* tirpalu, kad
gauti 300 pl reakcijos tiirj. Analogiskai paruos$iami tustieji bandiniai, tikmaiSoma su 290 ul metanoliu.

Spektrofotometru (Bio Tek Instruments, Winooski, VT, JAV) iSmatuojama méginiy absorbcijos
pokyciai, esant 515 nm bangos ilgiui kas 60 sekundziy. Matavimas truko 40 minuciy. Rezultatams
suskaiCiuoti kalibracinés kreivés lygtis buvo sudaryta naudojant Trolokso etaloninius jvairiy

koncentracijy (0,75%10°-9x10° M) tirpalus. Kreivés kygtis: y = 320,52x + 1,3739; R2 = 0,9992.
2.7.3. TEAG nustatymas ABTS®" radikalo katijono sujungimo metodu

Trolokso ekvivalento antioksidaciné galia (TEAG) ekstraktuose buvo jvertinta pagal Re ir kt.
(1999) ABTSe<+ katijono radikalo sujungimo metodo apraS§yma su nedideliais pakeitimais [32].

Pirmiausia ruo$iamas 50 mM (pH=7,4) PBS, kurj ruoSiant 1,2928 g KH2PO4 ir 5,7502 g
Na2HPO4 istirpinama ultragryname vandenyje 1 1 matavimo kolboje ir pridedama fosforo rugsties
tirpalo iki pH 7,4. Pagamintas tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje ir naudojamas visy TEAG
ekstraktuose jvertinimui.

Darbinis 5 mM (pH=7,4) PBS paruosiamas skiedziant 50 ml 50 mM (pH=7,4) PBS distiliuotu
vandeniu 500 ml matavimo kolboje ir, jei reikia, pridedama fosforo rtgsties tirpalo iki pH 7,4.
Pagamintas tirpalas laikomas 4°C temperatiiroje iki tolimesnio naudojimo.

PradZioje pradinis 7 mM ABTSe+ tirpalas paruoSiamas 0,0096 g ABTSe+ reagento iStirpinant 2,5
ml distiliuoto vandens ir sumaisSant su 44 pl 139,8 mM kalio persulfato tirpalu, kuris buvo pagamintas
0,0378 g K2S208 druskos istirpinant 1 ml distiliuoto vandens. Po 16 valandy tirpalo laikymo tamsoje
kambario temperatiiroje gaminamas darbinis ABTSe+ tirpalas, kurj ruoSiant imamas 1 ml $io tirpalo ir
praskiedziamas su 70 ml darbiniu 5 mM (pH=7,4) PBS, kad iSmatavus absorbcija gautysi 0,7+0,02
optinio tankio vienety, kai bangos ilgis 734 nm.

Svieziai paruostas ekstrakto tirpalas skiedziamas darbiniu 5 mM (pH=7,4) PBS tirpalu, kad gauti
5 skirtingas koncentracijas (varijavo nuo 0,0938 iki 1,5 mg/ml ir nuo 0,0436 iki 0,7 mg/ml), po to, imama
po 3 pl ir sumaiSoma su 300 pl darbinio ABTSe+ tirpalo. AnalogiSkai paruoSiami tustieji bandiniai, tik
maiSoma su 300 ul darbiniu 5 mM (pH=7,4). Spektrofotometru (FLUOstar Omega reader (BMG
Labtech, Offenburg, Germany) iSmatuojama méginiy absorbcijos poky¢iai, esant 734 nm bangos ilgiui
kas 60 sekundziy. Matavimas truko 40 minuciy. Rezultatai iSreiSkiami standartinio antioksidanto TEAG
(mmol TE/g ekstrakto) pagal iSraiskos (10) formule i§ kalibracinés kreivés, kuri sudaryta naudojant
Trolokso etaloninius jvairiy koncentracijy (0,25-1 mM) tirpalus. Sie TEAG rezultatai buvo gauti i3 5
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skirtingy koncentracijy tiriamojo ekstrakto laisvyjy radikaly sujungimo 20 — 80 % ribiniy verciy linijinio
grafiko. Kalibravimo kreivés lygtis: y = 94,509x + 5,9978; R? = 0,9969.
TEAG rezultatai pateikti kaip trijy pakartojimy vidurkis + standartinis nuokrypis (SN).

1mmolTrolokso mmol
TEAG = 1000ml _ 1000ml mmol / g ekstrakto
mg ekstrakto>< g
mi 1000mg 1000ml (10)

2.7.4. Deguonies radikalo absorbcijos pajéegumo (ORAC) tyrimas

ORAC ekstraktuose buvo jvertinta pagal Prior ir kt. (2003), naudojant fluoresceing kaip
fluorescentini agentg [33]. 96 Sulinéliy juodoje nepermatomoje 1éksteléje, 25 ul méginio ar metanolio
(tus¢ias bandinys) buvo sumaisyta su 150 ul fluoresceino tirpalo (14 pmol/l), inkubuojama 15 min 37°C
temperattiroje. Po to greitai pridedama 25 pul AAPH tirpalo (240 mmol/l). Tada Iékstelé jdéta j
spektrofotometra (FLUOstar Omega reader BMG Labtech, Offenburg, Vokietija), automatiskai
supurtoma prie§ nuskaitymg ir fluorescencija matuojama kas 66 sekundes. Matavimai atlikti esant
suzadinimui 485 nm ir emisijai 510 nm. Viso cikly 85 (94 minutés). Duomenys buvo eksportuoti i$
programos Mars | Excel 2003 tolesniems skai¢iavimams. Pirmiausia buvo sutvarkytos antioksidacinés

kreivés ir po to buvo suskaiéiuotas fluorescencijos nykimo kreivés plotas (AUC) (11):

AvUC =1+ Tk, (11)
0

fo — fluorescencijos reikSmé, kai laikas 0 min, fj — fluorescencijos reiksmé laiku i.
Kalibracinés kreivés sudarymui buvo naudota jvairiy trolokso (150 pl) koncentracijy tirpalai (0-
500 umol/l PBS). Ekstrakty TEACorac buvo suskaiciuoti i§vedant vidurkius 1§ trolokso kreiviy pagal
formulg (12):
y = 0.2025x — 4,1475,R? = 0.9732 (12)

2.8. Skvaleno ir tokoferoliy nustatymas efektyviosios skys¢iu chromatografijos metodu (HPLC)

Skvaleno ir tokoferoliy nustatymui buvo naudotas HPLC metodas pagal Gruszka and Kruk [34]
su nedideliais pakeitimais. Buvo naudojama Perkin Elmer Series 200 HPLC sistema su Cao reversinés
fazés kolonéle (pory dydis 5 pm, 250 mm ilgio ir 4,6 mm vidinio skersmens), taikant izokratinj
praplovimg acetonitrile/metanoliu/dichlormetanu (72/22/6, v/v/v). Buvo naudojama 20 ul superkrizinés
ekstrakcijos ekstrakto kiekio ir tekéjimo greitis buvo 1 ml/min. Skvalenui aptikti buvo naudojamas 214
nm bangos ilgio UV detektorius. Méginiai buvo praskiesti iki 0,1 % koncentracijos. Skvalenas buvo
identifikuotas lyginant jo sulaikymo trukme su standarto tirpalo sulaikymo trukmémis, kuris buvo
paruostas skirtingomis koncentracijomis (0-1 mg/ml). Buvo sudaryta kalibravimo kreivé, pagal kuria,

buvo nustatytas skvaleno kiekis méginiuose. Buvo atlikti trys pakartojimai. Tokoferoliai aptinkami
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naudojant fluorescencijos detektoriy, esant 290 nm suzadinimui ir 330 nm emisijai. Tyrimo trukmé — 20
min. Analités i$ kolonélés iSplaunamos: a-T — 13,5 min, B-T — 11,5 min, y-T — 11,0 min ir 8-T — 9,5 min.
Kiekybinam nustatymui buvo sudarytos kalibracinés kreivés tokoferoliams 0—10 pg/ml.
Tokoferoliy kalibraciniy kreiviy lygtys:

a-T y=1092165,6x-431040,34; R* = 0,99;

B-T y=1568587,94x-12570,52; R? = 1,00;

0-T y=2041727,95x-112339,60; R?= 1,00

v-T y=3042993,35x-116169,75; R*= 1,00

2.9. Baltymy iSskyrimas ir savybés
2.9.1. Osborno frakcionavimas

Ekstrakcija atlikta pagal Osborno procedurg [35], su nedideliais pakeitimais.

Albuminy ekstrakcija. 100 g nuriebinty ir smulkinty kanapiy sékly buvo uzpilta 2 litrais distiliuoto
vandens (santykis 1:20) ir maiSoma magnetu, naudojant magneting maiSykl¢ 1 val. Po to miSinys
centrifuguojamas 10 min 4800 aps/min grei¢iu naudojant 4 viety rotoriy. Indeliy tiris 200 ml. Pasibaigus
centifugavimui, tirpalas nupilamas (albuminy ekstraktas) ir toliau i§saugomas. Centrifugatas uzpilamas
500 ml vandens, maiSomas 30 min magnetine maisykle, po to centrifuguojamas tais paciais parametrais.
Tirpalas nupilamas ir saugomas, centrifugatas uzpilamas 500 ml vandens ir maiSomas 15 min tais paciais
parametrais. Tada atskiriamas tirpalas ir taip pat saugomas, o centrifugatas naudojamas tolesniems
baltymy iSskyrimams.

Globuliny ekstrakcija. Centrifugutas likes po albuminy ekstrakcijos, uZpilamas 1 litru 0,5 N NaCl
tirpalu ir maiSomas magnetine maiSykle 30 min. Po to miSinys centrifuguojamas 10 min 4800 aps/min
grei¢iu naudojant 4 viety rotoriy. Indeliy tiris 200 ml. Pasibaigus centifugavimui, tirpalas nupilamas
(globuliny ekstraktas) ir toliau i$saugomas. Centrifugatas uzpilamas 500 ml 0,5 N NaCl tirpalu,
maiSomas 15 min magnetine maiSykle, po to centrifuguojamas tais paciais parametrais. Tirpalas
nupilamas ir saugomas, centrifugatas uzpilamas 500 ml 0,5 N NaCl tirpalu ir maiSomas 15 min tais
paciais parametrais. Tada atskiriamas tirpalas ir taip pat saugomas, o centrifugatas naudojamas
tolesniems baltymy i§skyrimams.

Prolaminy ekstrakcija. Centrifugutas likgs po globuliny ekstrakcijos, uzpilamas 1 litru 70 %
etanoliniu tirpalu ir maiSomas magnetine maisykle 30 min. Po to miSinys centrifuguojamas 10 min 4800
aps/min grei¢iu naudojant 4 viety rotoriy. Indeliy tiris 200 ml. Pasibaigus centifugavimui, tirpalas
nupilamas (prolaminy ekstraktas) ir toliau i$saugomas. Centrifugatas uzpilamas 500 ml 70 % etanoliniu
tirpalu, maiSomas 15 min magnetine maisykle, po to centrifuguojamas tais paciais parametrais. Tirpalas

nupilamas ir saugomas, centrifugatas uzpilamas 500 ml 70 % etanoliniu tirpalu ir maiSomas 15 min tais
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paciais parametrais. Tada atskiriamas tirpalas ir taip pat saugomas, o centrifugatas naudojamas
tolesniems baltymy iSskyrimams.

Gliadiny ekstrakcija. Centrifugutas likes po prolaminy ekstrakcijos, uzpilamas 1 litru NaOH
tirpalu (pH=11) ir maiSomas magnetine maiSykle 30 min. Po to misinys centrifuguojamas 10 min 4800
aps/min grei¢iu naudojant 4 viety rotoriy. Indeliy tiiris 200 ml. Pasibaigus centifugavimui, tirpalas
nupilamas (ggliadiny ekstraktas) ir toliau iSsaugomas. Centrifugatas uzpilamas 500 ml NaOH tirpalu
(pH=11) tirpalu, maiSomas 15 min magnetine maisykle, po to centrifuguojamas tais paciais parametrais.
Tirpalas nupilamas ir saugomas, centrifugatas uzpilamas 500 ml NaOH tirpalu (pH=11) tirpalu ir
maiSomas 15 min tais paciais parametrais. Tada atskiriamas tirpalas ir taip pat saugomas, o centrifugatas
naudojamas tolesniems baltymy iSskyrimams.

Po ekstrakcijy, skirtingy frakcijy pakartojimai buvo sumaisyti tarpusavyje, nufiltruoti Biuchnerio
piltuvu per vatmano filtra, vandens srove sudarant vakuuma. Po to liofilizuoti ir apskaiciuota skirtingy

frakcijy iSeiga. Liofilizuoti ekstraktai laikyti sandariuose induose, tamsioje vésioje vietoje iki sekanciy

tyrimy.

2.9.2. Baltymy elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje ir jo dazymas

Baltymy elektroforezé atlikta pagal Sanchez (1999.) [36], su nedideliais pakeitimais.
Elektroforezés metu jkrautos molekulés juda elektriniame lauke. Jkrautyjy molekuliy judrumas
elektriniame lauke priklauso nuo jy dydZio, formos kriivio ir cheminés prigimties. Elektroforezés metu
naudojami 2 geliai: skiriamasis ir koncentruojamasis, Sie geliai turi ir skirtinga jtampos gradients.

Osborno ekstrakcijos metu gauti baltymy miSiniai tirpinami distiliuotame vandenyje ir paruoSiama
1 mg/ml koncentracijos tirpalai. Prie$ analizg, tirpalai atskiriami nuo drusky filtruojant per ,,Ultra- 15,
MWCO 10 kDa* filtrus.

Skiriamasis gelis sudarytas: 4 ml akrilamido tirpalo, 2,5 ml 4xTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas
(pH 8,8), 3,4 ml distiliuoto vandens, 100 ul 10 % amonio persulfato tirpalas, 4 ul TEMED. Skiriamasis
gelis pilamas tarp elektroforezés aparato stiklo ploksteliy ir paliekamas kol sustings.

Koncentruojamasis gelis sudarytas: 0,83 ml akrilamido tirpalo, 2,5 ml 4xTRIS-HCI/NDS buferinis
tirpalas (pH 6,8), 2,9 ml distiliuoto vandens, 50 pl 10 % amonio persulfato tirpalas, 5 ul TEMED.

Tiriamasis baltymy tirpalas praskiedZiamas su 2 x baltymo denatiiravimo buferiu 1:2. MiSinys 3-
5 min kaitinamas verdan¢io vandens vonioje. Analizei naudojama 10 — 40 ul paruosto baltymo
preparato.

I gelyje esancius tarpus jpilami méginiai. Elektroforezés aparatas prijungiamas prie elektros srovés
saltinio. Nustatoma 40 Ma stiprumo srové ir 220 V jtampa. Kai judantis gelyje mélynasis bromfenolis

pasiekia skiriamojo gelio apacia, elektros srové iSjungiama.
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Po elektroforezés poliakrilamido gelis atsargiai atskiriamas nuo stiklo ploksteliy, jdedamas |
plastiking vonelg ir uzpilamas baltymy tvirtinimo tirpalu tiek, kad apsemty. Vonelé létai purtoma ,,KS
130 basic (IKA)*“ kambario temperatiiroje 60 min. Po 60 min nupilamas baltymo tvirtinimo tirpalas ir
uzpilamas Coomassie mélio dazo tirpalas. Dazoma, kol baltymo juostelés nusidazo norimo rySkumo
spalva. Baigus dazyti, dazai nupilami ir uzpilama 10 % acto rigsSties. Vonel¢ purtoma kambario

temperatiiroje, kol i§ gelio iSsiplauna nesusiris¢ su baltymy dazai (1 val).

2.9.3. Puty sudarymo pajégumas ir stabilumas

1 g kanapiy baltymy ckstrakto sumaiSyta su 50 ml vandens matavimo cilindre ir plakama
(homogenizuojama) 5 min su plakikliu “IKA T25 digital” (Vokietija). ISskirty baltymy puty sudarymo
pajégumas nustatomas esant pH 8. Reikalingas pH sureguliuojamas j suspensija lasinant 0,1 N NaOH
arba 0,1 N HCI tirpalg. Susidariusiy puty kiekis matuojamas po 0 min, 30 min, 60min 90 min, 120 min.
Puty kiekis apskai¢iuojamas pagalformule (13) [53]:

puty turis,ml

Puty kiekis(%) =

X 100 (13)

Bendras suspencijos turis,ml
2.9.4. Emulsijos sudarymo pajégumas

0,5 g kanapiy baltymy ekstrakto sumaiSoma su 3 ml vandens ir 3 ml aliejaus. Turinys maiSomas 5
min su vorteks ,,Vibrofix VF1 (IKA)®, poto centrifuguojama su ,,Microcen 23 (Orto alresa)” 5000 rpm
30 min. Baltymy emulsijos sudarymo pajégumas nustatomas esant terpés pH 8. Terpés pH koreguojamas

su 0,1 N NaOH ir 0,AN HCI. Emulsijos sudarymo pajégumas apskai¢iuojamas pagal formule (14) [53]:

emulsijos sluoksnio turis (ml)

Emulsijos sluoksnis (%) = x 100 (14)

bendras suspensijos taris (ml)

2.9.5. Emulsijos stabilumo

Tyrimui meéginiai ruoSti taip pat, kaip ir emulsijos susidarymo pajégumui nustatyti. Prie§
centrifugavimg meéginiai iSlaikomi 80 °C temperatiiroje 30 min, poto atvésinami iki kambario
temperattiros (20+£2°C). Atvésinti méginiai centrifuguojami ,,Microcen 23 (Orto alresa)” centrifuga 30

min 5000 rpm greic¢iu. Emulsijos stabilumas apskai¢iuojamas pagal formule (15) [53]:

emulsijos sluoksnio turis (ml)

Emulsijos stabilumas (%) = x 100 (15)

bendras suspensijos turis (ml)
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2.9.6. Amino rigsciy nustatymas

Amino riig§¢iy kiekis buvo nustatytas skirtinguose kanapiy sékly baltymy ekstraktuose, kuriy
i$skyrimas buvo aprasytas 2.9.1skyrelyje.

50 ul baltymo ekstrakto buvo sumaisyta su 6 N HCI rigsties tipralu hidrolizei ir kaitinama 16 val
110°C temperatiiroje. Po to centrifuguojama 10000 aps/min 5 minutes. Bandinys santykiu 1:3
sumaiSoma su ACN. Centrifuguojama 10000 aps/min, 2 min. Tirpalas filtruojamas per 0,22 pm filtra.

Paruostas méginys analizuojamas amino rigs¢iy analizatoriumi UF-Amino station, Shimadzu, Japonija.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Kanapiy sékly sudétis
Eksperimento metu buvo nustatyti pagrindiniai kanapiy sékly sudétiniai komponentai: drégmés
Kiekis, riebaly, baltymy ir peleny kiekiai bei riebaly ragsciy sudétis. Nustatyta, kad tyrime naudojamy
sékly vidutiné drégmé yra 6,99 %, riebaly kiekis — 33,23 g/100 g, baltymy kiekis — 35,53 g/100g ,0
peleny kiekis — 6,11 g/100 g. Gauti rezultatai sutampa su lietertliroje nurodytomis vertémis (baltymai —

28,71-36 g/100 g, riebalai — 26,22-40 g/100 g, pelenai — 5,5-6,99 g/100 g) [41]. Palyginamieji rezultatai
pateikti 8 lenteléje.

8 lentelé. Kanapiy sékly cheminé sudétis

Komponentas Nustatyta, g/100 g Literatiiroje ?illl’]Odyti’ 9/100 g
Drégmés kiekis 6,99+0,11 -

Baltymai 35,53+0,49 28,71-36

Riebalai 33,23+0,15 26,22-40

Pelenai 6,11+0,22 5,5-6,99

Kanapiy s¢kly sudétis ir maistiné verté priklauso nuo veislés bei auginimo salygy, pvz., regiono,
kuriame buvo uzaugintos, klimato. Kanapés, kurios yra auginamos vésesniame klimate, pasizymi

didesniu riebaly kiekiu, nei augintos Siltame klimate [37].

3.2. Kanapiy sékly ekstrakcijos ir iSeigos

Tyrimo metu, aliejaus iSgavimui, kanapiy se¢klos buvo presuojamos Salto spaudimo presu. PO
presavimo ir filtravimo, buvo gauta aliejaus iSeiga 14,22 %, nuo bendro sékly kiekio. I$spaudos toliau
buvo naudojamos kitoms ekstrakcijoms.

Su presuotomis iSspaudomis toliau buvo atlikta Soksleto ekstrakcija ir palyginta su nepresuoty
sékly ekstrakcija. Vykdant Soksleto eksrakcija, pries tai iSspaudos buvo smulkintos j skirtingas frakcijas:
1 mm, 0,5 mm ir 0,2 mm. Atlikus ekstrakcijg nustatyra, kad i§ 1 mm dydZzio aliejaus iSekstrahuota
18,98+0,15 %, i§ 0,5 mm — 18,89+0,11 %, o i§ 0,2 mm — 19,03+0,20 %. IS gauty rezultaty matyti, kad
daleliy dydis ekstrakcijai jtakos neturi. Alikus sékly Soksleto ektracija, nustatytas aliejaus kiekis jose
yra 35,23 %. Bendra aliejaus iSeiga, gauta presavimo metu ir po Soksleto ekstrakcijos i§ i$spaudy, yra

beveik tokia pati — 33,11-33,25 % kaip ir po Soksleto ekstrakcijos i§ nepresuoty kanapiy — 33,23 %.
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3.2.1. SKE-CO: ekstrakcija

CO; ektrakcijai, buvo naudojami bandyniai: presuotos smulkintos 1 mm 0,5 mm, 0,2 mm dyzio
frakcijy kanapiy iSspaudos ir nepresuotos smulkintos per 1 mm sietg séklos.

Atlikus 1 mm frakcijos ekstrakcijas skirtingomis salygomis ( esant 40 ir 60 °C temperatiirai bei 40
MPa slégiui), buvo nustatyta, kad ekstrakcija geriau vyksta esant 40°C temperatiirai ir 40 MPa slégiui
(ekstrakcijos laikas 4 val), todél sekancios ekstrakcijos buvo vykdomos esant §iai temperatiirai.

Renkant aliejy skirtingais laiko momentais, ekstrakcijos metu, buvo stebima, kad surenkamo
aliejaus spalva buvo skirtinga. Po pusvalandzio aliejus buvo Sviesiausias (gelsvas), po 1 valandos —
zalias, po 1,5 valandos — tamsiai zalias. Manoma, kad pirma ekstrahavosi triacilgliceroliy frakcija, po to

seké chlorofilo ir kity pigmenty frakcijos, kurios ir nuléme aliejaus spalva (8 pav.)

8 pav. Skirtingu SKE-CO; ekstrakcijos metu paimti ekstraktai: 1 — po 30 min, 2 — 60 min, 3 — po 90

min

Atliekant ekstrakcijg skirtingais parametrais buvo gautos skirtingos iseigos (9 lentelé). Nustatyta,
kad didziausia iSeiga gauta nepresuoty sékly, esant 40°C temperaturai ir 40 MPa slégiui (20,27 g/100 g),
o vykdant ektrakcija esant 60 °C temperatirai ir 40 MPa slégiui, gauta iSeiga yra 18,48 g/100 g. Bet
palyginus Sios ektrakcijos iSeigg (20,27 g/100 g), su Soksleto ekstrakcija (33,23 g/100 g), iSeiga gauta

mazesneé.
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9 lentelé. Alicjaus iSeigos i8S skirtingy kanapiy sékly frakcijy SKE-CO> ekstrakcijos metu

ISeiga, 9/100 g sékly
Parametrai Nepresuotos 1 mm 1 mm 0,5mm 0,2 mm
40°C, 40 MPa 20,27+0,29 14,67+0,62 14,92+0,42 15,60+0,13
60°C, 40 MPa 18,48+0,37 14,04+0,72 14,52+0,25 14,77+0,31

Lyginant iSeigas pagal daleliy dydj, didZiausia iSeiga buvo nustatyta esant 40°C temperatirai ir 40
MPa slégiui bei daleliy dydziui 0,2 mm (15,60 g/100 g). Su 1 mm dydzio frakcija, iSeiga gauta 1 %
mazesné, bet tai néra labai didelis skirtumas.

Buvo stebima aliejaus iSeigos kitimas laike 1 mm dydzio daleliy frakcijose, imant ekstrakto
bandinius pakopomis. Tam buvo renkamas ekstraktas kas 30 min. Buvo lyginama iseigy kinetika esant
skirtingoms ekstrakcijos temperatiiroms: 40 ir 60°C (9 pav.) bei esant skirtingam daleliy dydZiui (10
pav.).
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9 pav. 1 mm kanapiy sékly frakcijos ekstrakto iSeigy priklausomybé nuo laiko (40°C ir 60°C, 40 MPa)

Buvo nustatyta, kad iSeiga nusistovi laike tarp 180 ir 240 minutés. 9 pav. matyti, kad iSeigos
Kinetikos panasios, esant skirtingoms temperatiiroms. Taip pat, buvo palygintos iSeigos, kurios buvo
gautos ekstrakcijg vykdant tais pa¢iais proceso parametrais (40 °C ir 40 MPa), bet ekstrakcijai naudojant
skirtingy dydziy kanapiy i$spaudy frakcijas. 10 Pav. matyti, kad 0,5 mm frakcijos ekstrakto iSeiga

greiiau pradéjo didéti pradzioje, bet po to greitai nusistovéjo.
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Keiga, %
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10 pav. 0,5 mm ir 0,2 mm kanapiy sékly frakcijy ekstrakto iSeigy priklausomybé nuo laiko (40°C, 40
MPa)

0,2 mm frakcijos iSeiga tolygiai kilo, po to pradéjo nusistovéti ties 120 minute. Dideliy skirtumuy,
esant skirtingiems ekstrakcijos parametrams bei frakcijy dydziui, nepastebéta. Todél, galima teigti, kad
esant skirtingiems parametrams ir frakcijy dydziams, skirsis tik iSeigos dydis, bet kinetika bus panasi.
ISeigos kitimas nusistovi ties 120 min.

Lyginant gautus rezultatus su literatiiros Saltiniuose nurodytais [64], geriausia iSeiga buvo taip pat

gauta esant 40 MPa slégiui ir 40°C temperatiirai. Ekstrakcijos iSeiga taip pat nusistovi per 4 valanadas.

3.2.2. Pagreitinta skysciy ekstrakcija (PSE)

Buvo atlikta pagreitinta skysciy ekstrakcija skirtingais tirpikliais, esant skirtingai temperatiirai i$
kanapiy sékly i$spaudy, gauty po aliejaus presavimo ir SKE-CO: ekstrakcijos, kaip nurodyta metodinéje
dalyje (skyrius 2.6.). Buvo naudojami tirpikliai: acetonas, etanolis, vandens ir etanolio miSinys (santykis
70:30), distiliuotas vanduo. Gauti rezultatai pateikti 11 pav.
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11 pav. PSE ekstrakty iSeigos skirtingais tirpikliais, esant skirtingiems temperiiros rézimams

DidZiausia iSeiga (11,29+0,22 %) gauta naudojant etanolio ir vandens miSinj esant 130°C. Panasi
iSeiga (10,43 %) buvo gauta ir ekstrakcija vykdant vandeniu esant tokiai pat temperatiirai. Atlickant
ekstrakcija kitais tirpikliais, gautos iSeigos mazesnés, atitinkamai: acetonu — 1,44+0,18 %, etanoliu —
5,2440,62 %, etanolio ir vandens miSiniu 70°C temperatiroje — 7,74+0,29 %, vandeniu 70°C
temperattiroje — 4,78+0,69 %. Atliekant ekstrakcija acetonu, buvo gautas lipofilinis ekstraktas, kuris liko
po aliejaus Salto presavimo bei SKE-CO; ekstrakcijos. Ekstrakcijy kitais tirpikliais metu buvo i8skirti

kiti bioaktyviy junginiy misiniai. Ekstraktai toliau buvo naudojami antioksidaciniy savybiy tyrimuose.

3.3. Kanapiy sékly aliejiniy ekstrakty sudétis
3.3.1. Riebaly rugsciy sudeétis

Kanapiy séklose gausu omega-3 riebaly riigs¢iy bei jose yra optimalus omega-3 (linolo) bei
omega-6 (linoleno) RR santykis [38]. Linolo riigsties kiekis gali svyruoti nuo 53 iki 60 % nuo bendro
RR kiekio, linoleno riigsties kiekis svyruoja nuo 15 iki 20 % [37,39,40,41]. Tirtose kanapiy séklose, $iy
riebaly riig§¢iy kiekis patenka j intervalus, nurodytus literattiroje (9 lentel¢). Be to, reikSmingi kiekiai jy
apykaitos produkty yra taip pat randami: gama linoleno rtig§ties (18:3n6) svyruoja tarp 2-5 %, tirtose
seéklose nustatytas kiekis, priklausomai nuo ekstrakto, yra mazdaug apie 4 %.

Tyrimo metu, buvo nustatyta kad, skirtingais biidais iSgauto aliejaus riebaly rigs¢iy kompozicija
tarpusavyje skiriasi nedaug. Didziausias linolo RR kiekis buvo nustatytas SKE — CO. ekstrakte —
54,92+0,05 %, o maziausiai kanapése yra lignocero, tyrimo metu buvo nustatyta, kad Sios RR Soksleto
ekstrakte yra 0,07+0,01 %. Visuose ekstrakuose RR kiekis skiriasi nezymiai, todél galima teigti, kad

skirtingi metodai, i§gaunant aliejy, didelés jtakos RR sudéciai neturi.
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10 lentelé. Kanapiy aliejaus po presavimo ir soklseto ekstrakcijos bei kanapiy ekstrakto po

superkrizinés ekstrakcijos riebaly rugs¢iy kompozicija, nustayta dujy chromatografijos metodu

Literatiiroje
Po presavimo Po Soksl_e_to Po SK|E-_C_:Oz nurodoma
ekstrakcijos ekstrakcijos [37, 39, 40,
41]

Riebaly rugstis Kiekis, %
Palmitino (C16:0) 6,27+0,07 7,11+0,11 6,55+0,07 5,05-7,82
Margarino (C17:0) 0,18+0,02 0,12+0,05 0,11+0,02 0,01-0,19
Stearino (C18:0) 2,35+0,05 2,45+0,05 2,39+0,09 1,45-2,76
Oleino (C18:1n9c) 9,51+0,01 9,99+0,15 9,97+0,12 9,01-15,60
Linolo (C18:2n6c¢) 53,54+0,09 54,85+0,12 54,92+0,05 53,4-59,77
Arachidino (C20:0) 0,76+0,02 0,80+0,04 0,82+0,04 0,711-1,05
zc'i'g%'ﬁg)o 4,110,02 4,08+0,06 4,05£0,08 2,01-4,51
%Z'Ol:ll')E'kozano 0,42+0,08 0,46+0,04 0,410,02 0,31-0,71
Linoleno (C18:3n3) 18,00+0,04 18,07+0,18 18,49+0,15 15,10-19,40
Cis-11,14-
Eikozantrieno 1,45+0,01 1,36+0,05 1,45+0,04 0,93-1,52
(C20:2)
Beheno (C22:0) 0,28+0,09 0,29+0,03 0,27+0,09 0,13-0,45
Eruko (C22:1n9) 0,14+0,05 — — 0,0-0,2
Lignocero (C24:0) 0,10+0,06 0,07+0,01 0,09+0,02 0,03-0,12

Nesociosios riebaly riigStys sudaro mazdaug 80 % kanapiy sekly aliejaus kiekio, dél to aliejus yra
skystas ir nestingsta kambario temperatiiroje. Tai taip pat turi jtakos aliejaus oksidaciniui stabilumui —
jis lengviau oksiduojasi, nes dé¢l dviguby jungciy Sios RR yra maziau atsparios deguonies, temperatiiros,
Sviesos ir slégio poveikiui.

Siais laikais yra suvartojami dideli kiekiai trans riebaly riigé¢iy. Tyrimai parodé, kad trans riebaly
rugsStys didina cholesterolio kiekj ir mazina didelio tankio lipoproteiny kiekj kraujyje [42]. Papildant
dieta nesocCiosiomis cis riebaly riigStimis, kuriy yra kanapiy aliejuje, Sios problemos gali buti
sumazinamos. Omega-3 riebaly riigStys gali padeda iSvengti susirgimy Sirdies ligomis. Vartojant jas
vietoj so€iyjy, yra mazinamas kraujo spaudimas, didinamas aukSto tankio lipidy kiekis. Taip pat yra

atlikti tyrimai, kurie rodo, jog omega-3 ragstys mazina demencijos sutrikimus [63].
3.3.2. Tokoferoliai

Tokoferoliai yra svarbiausi natiirallis antioksidantai, randami augalinéje Zaliavoje (pvz., aliejiniy
augaly séklose ir vaisiuose). Jie priklauso vitamino E Seimai. Jie svarblis Zmogaus organimzui bei dél
savo sugebéjimo apsaugoti riebalus nuo oksdiacijos. Tokoferoliy koncentracijos bei jy izomery sandara

skiriasi.
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Tokoferoliy kiekis tirtas kanapiy ekstraktuose, kurie gauti po SKE-CO ekstrakcijos, imant
bandinius skirtingu metu: po 30, 60 ir 120 min. Taip pat buvo nustatytas tokoferoliy kiekis Soksleto
ekstrakte. Rezultatai pateikti 12 lenteléje.

Nustatytas bendras tokoferoliy kiekis ekstrakto, gauto superkritnés CO2 ekstrakcijos metu, lygus
590,12 mg/kg, Soksleto ekstrakto — 782,44 mg/kg. DidZiausias kiekis nustatytas y-tokoferolio: suminis
CO; esktrakcijos — 515,87 mg/kg, Soksleto — 692,42 mg/kg. Maziausias kiekis buvo -tokoferolio: CO>
ekstrakto — 3,57 mg/kg, Soksleto — 2,72 mg/kg ekstrakto. I§ gauty rezultaty taip pat matyti, kad
pakopinés superkritinés CO2 esktrakcijos metu, tokoferoliai taip pat skyrési laipsniskai. a-tokoferolio
visas kiekis i$siskyré su pirma frakcija. B-tokoferolis i$siskyré per pirmg valandg kaip ir 5-tokoferolis.
y-tokoferolis skyrési laipsniskai visos ekstrakcijos metu. Bet kaip matoma i§ gauty rezultaty, kad didzioji

dalis tokoferoliy iSsiskiria ekstrakcijos pradzioje.

11 lentelé. Tokoferoliy kiekis kanapiy sékly ekstraktuose

a-tokoferolis,

p-tokoferolis,

y-tokoferolis,

é-tokoferolis,

Bandiniai mg/kg ekstrakto | mg/kg ekstrakto | mg/kg ekstrakto | mg/kg ekstrakto
1 frak. po 30 min 36,36+1,72 2,27+0,17 470,81+3,98 29,44+1,21

2 frak. po 60 min - 1,30+0,03 35,39+1,69 4,88+0,09

3 frak. po 120 i i 9,67+0.31 i

min

Po soksleto 41,15+3,65 2.72+0,02 692,42+5,21 46,15+1,25
ekstrakcijos

Uluata ir kiti 2011 [45] metais nustate, kad bendras kanapiy sékly tokoferoliy kiekis yra 668,86
mg/kg aliejaus. Didziausias kiekis buvo nustatytas y-tokoferolio — 597,91 mg/kg aliejaus. a -tokoferolio
nustatyta 25,58 mg/kg, d-tokoferolio — 39,71 mg/kg ir maziausiai buvo nustatyta B-tokoferolio — 5,96
mg/kg aliejaus. Palyginus literatiiros $altinyje nurodytus rezultatus su Siame darbe gautais, matoma, kad
kiekiai panasis. Skirtumui jtakos galéjo tiiréti metody ir jrangos skirtumai, kanapiy auginimo salygos ir

vieta.
3.3.3. Skvalenas

Skvalenas yra triterpenas, natiirali ir gyvybiSkai svarbi steroliy sintezés dalis, jskaitant

cholesterolio, steroidiniy hormony ir vitamino D gamyba Zmogaus organizme.

12 pav. Skvaleno struktiiriné formulé
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Skvalenas buvo nustatytas kanapiy sékly ekstraktuose po superkritinés CO2 ir Soksleto
ekstrakcijos. CO- ekstrakte buvo nustatyta 25,09+1,01 pg/g ekstrakto, o Soksleto ekstrakte 18,37+0,94
ng/g ekstrakto. Kiekiai labai nesiskiria, todé¢l galima teigti, kad Sie ekstrakcijy metodai didelés reikSmés
i1Seigai neturi. MANSOURI ir kiti (2012) [48] nustaté, kad skvaleno kanapiy sékly aliejuje yra 23,47
ng/g aliejaus. Kiekis panasus j Siame darbe nutatytg skvaleno kiekj. Skirtumui jtakos galéjo ttiréti jrangos

buklé, metody ir reagenty skirtumai, kanapiy auginimo sglygos.

3.4. Kanapiuy aliejaus oksidacinis stabilumas
3.4.1. Pradinis aliejaus peroksidy skaicius (PS) ir rigstingumas (R)

Peroksidy skai¢iaus nustatymas naudojamas pirminiy riebaly oksidacijos produkty nustatymui.
Riigstingumas parodo laisvy riebaly riigs§¢iy kiekj. Rugstingumo verté ir peroksidy skaicius aliejuje
priklauso nuo aliejingos Zaliavos. Jei zaliava blogai i$valyta ir i§dziovinta, tai s¢klose grei¢iau vyksta
hidroliz¢ ir oksidacija. Buvo nustatytas filtruoto ir nefiltruoto aliejaus rtigStingumas bei peroksidy
skaiius. Nefiltruoto aliejaus rigstingumas (R) buvo lygus 4,27 %, o peroksidy skai¢ius (PS) lygus 0,79
mekv/kg. Filtruoto aliejaus R — 2,66 %, o PS — 0,45 mekv Ox/kg. Pagal CODEX STAN 210 [46]
reikalavimus, aliejaus PS ir R vertés patenka j standarte nurodytas Salto spaudimo aliejams nurodytas

vertes: PS<15 mekv O2/kg ir R<4 %.
3.4.2. Aliejaus atsparumas oksidacijai

Kanapiy aliejaus ir jo miSiniy su antioksidantais oksidacinis stabilumas buvo nustatytas oskipreso
bei Rancimato metodais. Gautos kinetinés bandiniy kreivés pateiktos 13 pav. Kreiviy pobudis leidzia
teigti, kad aliejaus oksidacija pradzioje vyksta létai, nes reakcijos greitis yra tiesiai proporcingas
hidroperoksidy susidarymo grei¢iui. Indukcinio periodo (IP, val) pabaigoje oksidacijos kinetikos

kreivése jvyksta lizis.
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13 pav. Kanapiy aliejaus oksidacinis stabilumas Oksipres metodu

Pagal kreiviy liestines, nustatyti indukciniai periodai valandomis, kurie parodo oksidacinj

stabilumg. Jie pavaizduoti 12 lentel¢je.
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14 pav. Kanapiy aliejaus oksidacinis stabilumas Rancimat metodu

Tiriant atsparuma oksidacijai Oksipres metodu, kanapiy aliejus be priedy pasiZyméjo maziausiu
stabilumu. Filtruoto aliejaus IP sieké tik 2,68 val, nefiltruoto — 2,54 val. Rancimat metodas taip pat

parodé, kad aliejus be priedo turi maziausig stabilumg — 0,5 val. Antioksidanty priedai padidino aliejaus
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stabilumg. Geriausiomis savybémis pasizyméjo natiiraliis antioksidantai. Rancimat metodu nustatyta,
kad didziausig IP (8,26+0,09) turi aliejus su antioksidantu DURALOX BLEND AN-110 XT 0,4 %
koncentracija. Oksipres metodu didziausig stabilumg (IP-3,90 wval) tari aliejus su DURALOX
OXIDATION MANAGEMENT (DOM) 0,4 % koncentracijos antioksidanto priedu. Su 0,4 % AN-110
XT priedu aliejaus stabilumas panasus — 3,8 val. Todél lyginant Siy antioksidanty jtakg aliejaus
oksidaciniui stabilumui abiem metodais, galima teigti, kad geresnémis savybémis pasizyméjo
antioksidantas AN-110 XT.

I§ sintetiniy antioksidanty, geriausiomis savybémis pasizyméjo tertbutilhidroksikinonas (TBHQ).
Jo indukcinis periodas Oksipres metodu buvo 3,66 val., 0 Rancimat metodu — 6,04 val. Silpniausiai i$
visy veiké butilhidroksianizolis (IP 3,11 ir 3,12 wval). Literatiiros Saltiniuose rasoma, kad jis labiau
tinkamas naudoti aliejaus galiojimo trukmei prailginti, o ne temperatiros pokyciy sukeltiems
oksidaciniams pokyc¢iams stabilizuoti [43]. TBHQ veikia atvirk$ciai. Jis skirtas oksidacijai stabdyti
aukstoje temperatiiroje [44]. Gauti rezultatai tai ir parodo.

Pagal gautus rezultatus matyti, kad Rancimat ir Oksipres metodu nustatyti IP tarpusavyje

koreliuoja, todél galima teigti, kad antioksidanty priedai pagerina kanapiy aliejaus stabiluma oksidacijai.

12 lentelé. Kanapiy aliejaus ir jo miSiniy su antioksidantais indukciniai periodai

Aliejus su priedu |IP Oksipres metodu, val|IP Rancimat metodu, val
Filtruotas (be priedo) 2,68+0,10 0,50+0,11
Nefiltruotas (be priedo) 2,54+0,14 —
DOM 0,4 % 3,90+0,21 5,97+0,05
DOM 0,2 % 3,41+0,15 4,18+0,08
DOM 0,1 % 3,14+0,16 1,42+0,04
TBHQ 0,02 % 3,66+0,09 6,04+0,10
BHA 0,02 % 3,12+0,13 3,11+0,15
AN-110 XT 0,4 % 3,80+0,15 8,26+0,09
AN-110 XT 0.2 % 3,15+0,22 6,15+0,21
AN-110 XT 0.1 % 2,90+0,08 4,61+0,02
ORH 0,4 % 3,54+0,21 5,71+0,07
ORH 0,2 % 3,35+0,14 2,11+0,11
ORH 0,1 % 2,72+0,11 1,39+0,07

Uluata (2012) nurodé, kad kanapiy aliejaus IP Rancimat metodu yra 1,31 val. Atlikty tyrimy metu
buvo gauta beveik trigubai mazesnis aliejaus stabilumas oksidacijai (0,5 val). Dél savo mazo oksidacinio
stabilumo, kanapiy aliejus néra tinkamas naudoti kepimui. Kepimui yra naudojami aliejai, kuriy
indukcinis periodas pagal Oksipres metodg prasideda nuo 8 val. [49]. Gauti kanapiy aliejaus rezultatai
ir su antioksidantais nedavé teigiamo rezultato. Jame labai gausu nesociyjy riebaly rugsciy (apie 80 %),
kurios linkusios greit oksiduotis. Taip pat, kepimui yra naudojami rafinuoti aliejai. Kanapiy aliejus néra

rafinuojamas, nes jame gausu jvairiy aromatiniy junginiy, tokoferoliy ir kity junginiy, kurie jam suteikia
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savitumg. Todé¢l jis labiau tinka vartoti salotoms, pagardams. Antioksidanty priedai prailgina jo

galiojimo termina. Apie tai toliau kalbama 3.4.3. skyriuje.

3.4.3.Kanapiy aliejaus ir jo misiniy su antioksidantais PS kitimas, esant skirtingoms laikymo sqlygoms

Daugelis riebaly, laikomi §viesoje ir ore, apkarsta; atsiranda nemalonus jy skonis ir kvapas. Viena
ju gedimo priezasCiy — oksidavimasis oro deguonimi, kuris suskaido anglies atomy granding, dél to
susidaro mazamolekuliniai aldehidai, ketonai arba karboksirtigStys, suteikiantys riebalams nemalony
kvapa bei skonj. Biologiniai riebaly oksidacijos suzadintojai — tai kai kurios augalinés ir gyviininés
kilmés medziagos, pvz. chlorofilas ir lipoksidazé. Tokiy oksidacijos suzadintojy aktyvumas priklauso
nuo daugelio veiksniy. Chlorofilas, esantis augaliniuose aliejuose, §viesoje pasizymi prooksidacinémis
savybémis (suintensyvéja oksidacija). Tamsoje jis neturi jtakos oksidacijos procesui, taciau, esant
fenoliniy antioksidanty, jis veikia kaip sinergistas, o §viesoje kaip antagonistas [50]. Aliejaus stabilumui
ir oksidacijos procesui laikymo metu prailginti yra naudojami antioksidantai. Jie jsiterpia |
autooksidacines reakcijas, sudaro patvarius junginius su maisto medziagomis ir neleidzia toliau
oksiduotis.

Salto spaudimo kanapiy aliejus buvo sumaidytas su skirtingais antioksidantais. Natiiraliy
antioksidanty buvo dedama maksimali leistina koncentracija — 0,2 %, remiantis EB Nr. 1333/2008 [47],
0 sintetinio antioksidanto butilhidroksianizolio leistina norma 0,02 %. Tyrime tokia koncentracija ir
buvo naudota. Paruosti bandiniai buvo laikomi skirtingomis sglygomis. Vieni meéginiai buvo laikomi
tamsioje spintoje, esant kambario temperatiirai, kiti — Saldytuve, esant mazdaug 4-6°C temperatiirai. PS

skaiciaus kitimas esant skirtingai laikymo temperatirai pavaizduotas 15 ir 16 paveiksléliuose.
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15 pav. Kanapiy aliejaus bandiniai laikomi spintoje, kambario temperatiiroje

Laikant bandinius spintoje, geriausiu stabilumu pasizyméjo aliejus su DOM antioksidanto priedu.

Jame peroksidy skaicius per visg bandymo laikotarpj (18 ménesiy) pakilo tik iki 5,35+0,09 mekv O2/Kg.
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Leistina norma nerafinuotiems aliejams yra iki 15 mekv Oz/kg [46]. Remiantis Siuo rodikliu, galima
teigti, kad aliejus per visg §j laikotarpj nesugedo. Panasiai veikeé ir antioksidantas AN-110 XT. Per 18
meénesiy PS pakilo iki 9,4240,15 mekv O./kg. Jy PS kitimo kinetika taip pat panasi. 6 ménesius abu
miSiniai beveik nesioksidavo. 7 ménesj aliejuje su AN-110 XT priedu jvyko lizis, aliejus pradéjo
truputel] greiciau oksiduotis, kinetiné kreivé pradéjo kilti j virSy, peroksidy susidarymo kryptimi.
Aliejuje su DOM priedu, tai jvyko 8 ménesj ir po to taip pat stabiliai prad¢jo kilti. Aliejuje su kitais
antioksidantais, ltzis jvyko po antro ménesio. Kontrolinis bandinys (aliejus be antioksidanty),
oksidavosi greiciausiai. 15 mekv O2/kg PS kiekj pasieké tarp 4-5 ménesio ir po to oksidacija vyko labai
greit. PanasSiai oksidacijos procesas vyko ir aliejuje su BHA priedu. Tik jis oksidavosi ménesiu véliau.
ORH priedas veiké pras¢iau nei AN-110 XT ir DOM, bet geriau nei sintetinis antioksidantas BHA.
Prasidéjus oksidacijai po tre¢io ménesio, ji po to sulété¢jo (4-6 meénesis), bet véliau pradéjo

eksponentiskai kilti. Leisting PS norma vir$ijo 8-10 ménesio intervale.
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16 pav. Kanapiy aliejaus bandiniai laikomi Saldytuve, 4-6°C temperatiiroje

Aliejaus oksidacinis stabilumas Saldytuve buvo didesnis nei laikant jj spintoje (16 pav.).
Antioksidanty veikimo tendencija panasi. Stebint PS kiekio kitimo kinetika, matome, kad iki 7 ménesio
geriau veiké antioksidantas AN-110 XT. Po to, kinetinés kreivés persipyné ir geresniu antioksidaciniu
poveikiu pasizyméjo DOM ir §is poveikis i§liko iki pat tyrimo pabaigos. Su §iais antioksidantais aliejus
18liko ganétinai stabilus iki pat eksperimento galo. Aliejus nepasieké kritinés PS skaiciaus verteés (DOM
—1,95+0,08 mekv O2/kg ir AN-110 XT — 2,92+0,11). Aliejus su ORH ir BHA priedais taip pat veiké
prasCiau, laikant aliejy ir Siomis saglygomis. Abu antioksidantai veiké panasiai iki 10 ménesio, bet po to
geresniu veikimu pasiZzyméjo ORH, tik paskutinio ménesio PS vertés beveik sutapo. Kontrolinis aliejaus
bandinys oksidavosi greiciausiai, bet net ir jis Saldytuve nepasieké kritinés PS vertés. Visi peroksidy

skaiciaus kitimo rezultatai pateikti 13 lenteléje.
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13 lentelé. Peroksidy skaiciaus kitimas kanapiy aliejuje ir jo miSiniuose su antioksidantais

Peroksidy skaicius

Aliejaus Po Po2 Po3 Po 4 Po 5 Po 6 Po7 Po 8 Po 10 Po 11 Po 12 Po 14 Po 18
bandiniai | ménesio, | ménesiy, | ménesiy, ménesiy, ménesiy, meénesiy, ménesiy, meénesiy, ménesiy, meénesiy, ménesiy, meénesiy, ménesiy,
mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv mekv
O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg O2/kg
Spinta
ORH 1,12+0,03 | 2,66+0,08 | 4,81+0,08 | 5,09+0,09 5,49+0,10 6,22+0,05 | 10,57+0,09 | 13,79+0,04 | 16,17+0,08 | 17,14+0,09 | 21,94+0,25 | 19,87+0,06 | 25,21+0,07
ANX‘T“O 0,89:0,05 | 1,20+0.15 | 1,5240,00 | 1,23:0.04 | 1,5310.08 | 1,63+0.07 | 3,5940.05 | 3,89:0.08 | 4,39+0,04 | 518+0.09 | 6,6120.12 | 7,0120,04 | 9,42+0.15
DOM 0,89+0,07 | 1,09+0,05 | 1,52+0,07 | 1,19+0,02 1,33+0,06 1,19+0,11 1,29+0,03 1,89+0,04 3,09+0,08 3,58+0,04 4,16+0,08 4,66+0,08 5,35+0,09
BHA 1,46+0,05 | 3,08+0,09 | 7,01+0,21 | 7,79+0,07 | 12,71+0,11 | 21,72+0,06 | 32,93+0,21 | 53,97+0,21 | 93,97+0,35 - - - -
Kontrolé | 1,62+0,11 | 3,54+0,04 | 9,07+0,12 | 11,65+0,05 | 19,32+0,22 | 28,24+0,08 | 47,41+0,16 - - - - - -
Saldytuvas
ORH - 1,06+0,07 | 1,85+0,04 | 1,93+0,08 1,82+0,09 2,09+0,08 2,49+0,13 2,51+0,04 3,49+0,17 4,37+0,05 5,34+0,22 6,79+0,21 8,54+0,05
ANx‘Tllo - 0,29:0,02 | 0,29:0,04 | 0,33£0,04 | 0,67:0,07 | 0,62:0,04 | 079£0,02 | 0,99:0,05 | 1,49:0,04 | 1,98£0,07 | 2,38+0,11 | 2,99+0,08 | 2,92:0,11
DOM - 0,72+0,04 | 0,78+0,08 | 0,73+0,02 | 0,86+0,08 | 0,93+0,05 | 0,66+0,08 | 0,59+0,03 | 1,24+0,09 | 1,59+0,05 | 1,77+0,09 | 1,90+0,05 | 1,95+0,08
BHA - 1,39+0,05 | 1,55+0,06 | 1,59+0,05 | 1,73+0,04 | 1,89+0,09 | 2,06+0,10 | 2,05+0,07 | 3,45+0,04 | 3,90+0,12 | 4,41+0,26 | 5,61+0,14 | 8,23+0,21
Kontrolé - 1,62+0,09 | 1,59+0,04 | 1,56+0,04 1,66+0,09 2,35+0,11 2,99+0,04 3,39+0,19 | 4,89+0,06 5,20+0,15 6,49+0,25 6,83+0,33 | 10,17+0,35

I8 gauty rezultaty matyti, kad aliejaus laikymo temperatiira turi didelés jtakos peroksidy susidarymo greiciui. Léciausiai oksidacija veiké Saldytuve.

N¢ vienas aliejaus bandinys Saldytuve nesusioksidavo viso bandymo metu. Taip pat matome, kad antioksidantai tikrai pagerino aliejaus oksidacinj

stabiluma. Net ir laikant kambario temperattiroje aliejus su DOM ir AN-110 XT priedais nesioksidavo iki galo. Kadangi baigési aliejaus bandiniali,

nebuvo galima toliau pratesti tyrimy ir stebéti, kiek dar laiko tas oksidacinis stabilumas biity iSlikes. Rezultatai parodé, kad laikant aliejy tinkamomis

salygomis (tamsioje ir vésioje vietoje, taip pat Saldytuve), galima uztikrinti, kad oksidacijos procesas vyks lé¢iau.
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Aliejaus stabilumui taip pat jtakos turi natiiraliis antioksidantai, esantys aliejuje (tokoferoliai,
karotinai, fenoliniai junginiai). Jie stabdo aliejaus oksidacija. Chlorofilai, kuriy yra ganétinai daug
kanapiy aliejuje (138,3 mg/kg) [51], veikia atvirksciai. Jie skatina aliejaus autooksidacijos bei
fotooksidacijos procesus. Antioksidanty priedai létina ar net visiskai stabdo $iuos procesus, todél norint,

kad aliejus iSsilaikyty ilgiau nesugedes, yra verta naudoti juos net ir mazais kiekiais.

3.4.4.Kanapiy aliejaus, gauto CO> ekstrakcijos metu ir jo misiniy su ORH antioksidantu PS kitimas

Sis tyrimas buvo atliktas tam, kad patikrinti ar kanapiy aliejus, gautas po SKE-CO; ekstrakcijos,
yra stabilesnis oksidacijai nei presuotas aliejaus. | jj taip pat buvo pridétas ORH antioksidantas
skirtingomis koncentracijomis: 0,2 %; 0,4 %; 0,7 %; 1 %. Sio bandymo metu lyginti SKE-CO-
ekstrakcijos bandiniai tarpusavyje bei su 3.5.3. skyrelyje aprasytu presuotu kanapiy aliejumi su ORH
0,2 % priedu. Bandymas atlikinétas tol, kol buvo sunaudotas aliejus PS nustatymui (7 ménesius).

Visy pirma, buvo nutatyta $viezio kanapiy aliejaus, gauto superkrizinés ekstrakcijos metu,
peroksidy skaic¢ius PS — 2,06 mekv O/kg ir rigsties skaicius R — 3,02 %. Tai ganétinai aukstos vertés
Svieziam aliejui. Tam jtakos galéjo tiiréti temperatira ir slégis (30°C ir 40 MPa) ekstrakcijos metu. CO>
ekstrakcijos metu gauto ekstrakto ir presuoto aliejaus su ORH antioksidanto priedais PS kitimo kinetinés

Kreivés pavaizduotos 17 pav.
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,
0 L
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Laikas, mén

17 pav. Kanapiy aliejaus PS kitimo kinetinés kreivés

Lyginant SKE-CO> ekstrakcijos metu gauto aliejaus su skirtingomis ORH koncentracijomis

bandinius tarpusavyje, buvo nustatyta, kad geriausiu antioksidaciniu veikimu pasizyméjo 0,7 %
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koncentracijos ORH priedas. Per 7 ménesiy laikymo laikotarpj PS verté pakilo iki 8,73+0,29 mekv
O2/kg. Sio bandinio PS augimas pirmus 3 ménesius buvo didesnis, nei maZesniy koncentracijy bandiniy.
Bet po to jis kilo stabiliai, l¢¢iau nei kity koncentracijy bandiniy iki pat tyrimo galo. Panasiai veike ir 1
% ORH priedas. Tik paskutinj tyrimo ménesj PS smarkiai pakilo, net iki 10,90+0,24 mekv O./kg. Tali
didziausia tirty bandiniy su ORH verté. Tai rodo, kad aliejuje §$i ORH koncentracija per didel¢ ir jis
pradéjo veikti kaip prooksidantas, skatindamas aliejaus oksidacijg. Kity koncentracijy bandiniy
oksidacijos produkty kiekis pirmus 3 ménesius didéjo léCiau, bet po to ivyko luzis ir penkta ménesj
matyti, kad peroksidy kiekis pradéjo smarkiai didéti. Kontrolinio aliejaus bandinio (be antioksidanto)
PS augo tolygiai didémas ir pasieké didziausig reikSme i§ visy bandiniy — 12,15+0,07 mekv O/Kg.
Susidarg peroksidy kiekiai pavaizduoti 14 lentel¢je.

Lyginant presuoto kanapiy aliejaus ir SKE-CO2 kanapiy sékly ekstrakto PS kinetines kreives,
matoma, kad presuotame aliejuje ORH 0,2 % koncentracijos priedas veiké geriau nei CO2 ekstrakcijos
metu gautame aliejuje. Bet po 7 ménesiy nustatyta, kad smarkiai padid¢jo oksidacijos produkty — PS
verté iSaugo dvigubai (nuo 5,49 iki 10,57 mekv O2/kg) ir tapo artima CO> ekstrakty vertéms, iSkyrus

bandinj su 0,7 % koncentracijos ORH priedu, kuri tarp visy bandiniy veiké geriausiai.

14 lentelé. Peroksidy skaiciaus kitimo kanapiy aliejuje, gautame superkrizinés CO> ekstrakcijos ir

presavimo metu, su ORH priedais, palyginimas

Alieiaus Peroksidy skaicius
ba n(in niai Po 2 ménesiy, Po 3 ménesiu, Po 5 ménesiy, Po 7 ménesiy,
mekv O2/kg mekv O2/kg mekv O2/kg mekv O2/kg

Kontrolé 5.3240.05 5.6140.21 9,3240.23 12.1540,07
11 (0)

g'&“s +02% 4,48+0.,09 5,69+0,09 9,17+0.30 10,58+0,25
11 (0)

g'&“s +04% 4,73+0.11 5,6440,14 9,3240,24 10,630,14
11 (0)

g'&“s +07% 4,45+0,15 6,3940.05 7.5040,09 8,73+0,29
11 0,

g'F'flﬁus +1% 5,5540,06 6,39:0,08 7.4140,12 10,9040,24

Aliejus po

presavimo + 0,2 2,66+0,08 4,81+0,08 5,49+0,09 10,57+0,09

% ORH

IS gauty rezultaty, galima teigti, kad geriausia antioksidanto ORH koncentracija tirtuose
bandiniuose yra 0,7 %. Bet sunku vertinti, kaip kity koncentracijy ORH priedai biity veike tiriant
oksidacijg toliau, jei nebiity sunaudotas visas aliejus. Taip pat reikty atlikti bandyma su Salto presavimo

aliejumi ir nustatyti, ar 0,7 % ORH priedo koncentracija veiks geriau nei 0,2 %.
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3.5. Ekstrakty, gauty po pagreitintos skysc¢iy ekstrakcijos, antioksidacinés savybés

Ekstrakty, gauty po pagreitintos skys¢iy ekstrakcijos i§ kanapiy sékly iSspaudy antioksidacinis
aktyvumas jvertintas naudojant DPPH radikalo ir ABTS katijono radikalo blukinimo metodus, o
deguonies radikaly absorbcijos pajégumas nustatytas ORAC metodu. Bendras fenoliniy junginiy kiekis
jvertintas Folin - Ciocalteu metodu. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo skirtingose modelinése
sistemose jvertinimo rezultatai pateikiami 15 lenteléje. Ekstrakcijos vandeniu metu, atliekant ekstrakcija
tomis paciomis saglygomis ir Siuos ekstraktus liofilizavus, buvo gauti skirtingos spalvos bandiniai, todél

ju antioksidacinis aktyvumas jvertintas atskirai.
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18 pav. ASE vandeniu (kairéje-70°C, deSingje-130°C) gauti skirtingos spalvos ekstraktai

Tiriamyjy ekstrakty antioksidaciné galia labai priklauso nuo jy fitocheminés sudéties — kiekio bei
struktiiros, ypa¢ polifenoliniy junginiy i$ kuriy svarbiausi flavonoidai ir fenolinés rtigstys. BFJK
ekstraktuose buvo nuo 14,08+0,09 iki 60,16+1,43 mg GRE/g ekstrakto. DidZiausias bendras fenoliniy
junginiy kiekis nustatytas taikant ekstrakcija etanolio ir vandens miSiniu (130°C temperatiira).

Maziausios vertés gautos ekstrakcijai naudojant vanden;j (70°C temperatiiroje). Kity ekstrakty fenoliniy

junginiy kiekis labai nesiskyré.

15 lentelé. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Tiroiklis BFJK,mg | DPPH, mgTE/g | ABTS, mgTE OR{?‘EC/’ mg
P GRE/g ekstrakto ekstrakto /g ekstrakto g
ekstrakto

Et:H20 70°C 38,58+2,20 26,17+2,21 73,55+2,29 107,01+1,44
Et:H,O 130°C 60,16+1,43 28,59+1,36 73,05+5,38 100,29+1,54
H20 70°C 14,08+0,09 3,74+1,18 41,56:1,03 119,28+1,14
(Sviesesnis)

H20 70°C 2 27,061,388 8,34:1,28 58,93+1,33 124,76+1,47
(tamsesnis)

H20 130°C 1 31,16+1.43 15,05:2,41 5541479 | 140,69:0,29
(Sviesesnis)

H,0 130°C 2 31,40+1,75 17,60+1,13 64,4843,53 | 173,48+133
(tamsesnis)

Acetoninis 40,74+0,18 18,70+1,65 67,40+5,56 75,96+0,87
Etanolinis 30,65+1,52 19,62+1,63 73,22+3,61 90,59+0,69
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Ekstrakty DPPH radikaly suriS§imo geba kito nuo 3,74+1,18 iki 28,59+1,36 mg TE/g ekstrakto.
Didziausia suriS§imo geba pasizymeéjo ekstraktai, kurie buvo gauti naudojant etanolio ir vandens miSin;.
Nors ir buvo naudojama skirtinga proceso temperatiira, nustatyta suri§imo geba kito paklaidy ribose:
70°C — 26,17+2,21 mg TE/g ekstrakto, 130°C - 28,59+1,36 mg TE/g ekstrakto. Ekstraktai, gauti
naudojant vandenj 70°C temperatiiroje, pasizyméjo maziausia suriSimo geba. Kity ekstrakty suriSimo
gebos panasios, skyrési nezymiai.

ABTS blukinimo metodas parodé panasius rezultatus. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu
pasizymi ekstraktai, gauti naudojant vandens ir etanolio miSinj. Vertés taip pat panasios, naudojant
skirtingg temperattrg (70°C ir 130°C), atitinkamai 73,554+2,29 ir 73,05+5,38 mg TE /g ekstrakto. Taip
pat maziausiu aktyvumu pasizyméjo ekstraktai gauti vandeniu 70°C (41,56+1,03 ir 58,93+1,33 mg TE/g
ekstrakto).

Nustatant deguonies suriSimo geba (ORAC), buvo pastebéta skirtinga tendencija. Naudojant §j
metoda, stipresniu poveikiu pasizyméjo ekstraktai, gauti vandeniu. Gautos vertés svyravo intervale nuo
119,28+1,14 iki 173,48+1,33 mgTE/g ekstrakto. Mazesne geba pasizyméjo acetoninis ir etanolinis
ekstraktai, atitinkamai 75,96+0,87 ir 90,59+0,69 mg TE/g ekstrakto.

Palyginus visus ekstraktus ir antioksidaciniy savybiy metodus, nustatyta, kad geriausiomis

savybémis pasizymejo ekstraktai, gauti naudojant vandens ir etanolio miSinj.

3.6. Kanapiy sékly baltymuy iSskyrimas ir savybés

Kanapiy sékly presavimo arba ekstrakcijos tirpikliais metu yra atskiriamas aliejus. Likutis po
ekstrakcijos yra vadinamas iSspaudomis. Jose yra daug baltymy — mazdaug 30-40 % pagal sausa
medZiaga, priklausomai nuo kanapiy veislés ar auginimo salygy [52]. Sios i$spaudos gali biti
naudojamos baltymingy milty gamybai.

Tyrimo metu buvo iSskyrin¢jami baltymai j 4 frakcijas (albuminy, globuliny, prolaminy gluteiny)
skirtingais tirpikliais i§ kanapiy sékly iSspaudy. Nustatoma baltymy molekuliné masé, aminorugsciy

sudétis ir funkcinés savybés.

3.6.1. Kanapiy baltymy elektroforeze

Eletroforezés metodu, buvo nustatyta kanapiy sékly baltymy pasiskirstymas pagal molekuling
mase skirtinguose baltymy ekstraktuose, gautuose Osborno ekstrakcijos metu. Rezultatai pateikti 19

paveikslélyje.
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19 pav. Kanapiy sékly baltymy frakcijy baltymy iSskirstymas ir jy molekulinés masés: ST—standartas,

1 — albuminai, 2 — globulinai, 3 — prolaminai, 4-5 — gliuteinai

Atlikus elektroforez¢ nustatyta, kad albuminy frakcijoje daugiausiai iSsiskirsté baltymy, kuriy
molekuliné mas¢ yra tarp 20000 Da ir 45000 Da. 19 paveikslélyje matyti, kad daugiausiai Sioje frakcijoje
yra baltymy, kuriy molekuliné masé yra apie 29000 Da. Globuliny frakcijoje nustatytas baltymy
i$siskirtymas buvo panasus j albuminy. Prolaminy frakcijoje vyrauja baltymai, kuriy molekuliné masé
yra tarp 20000 Da ir 29000 Da. Gliuteiny frakcijos baltymy nepavyko iSskirstyti, bandiniai tiesiog
nusidaze per visg kanalélio ilgj.

Sunday ir kiti (2015) nustatingjo baltymy iSskirstymg kanapiy sé¢kly albuminy ir globuliny
frakcijose [53]. Pagal jy rezultatus, albuminy frakcijoje vyravo baltymai, kuriy molekuliné masé tarp
10000 ir 42000 Da, globuliny tarp 6000 ir 35000 Da.

Docimo ir Caruso (2014) atliko bendro kanapiy sékly baltymy ekstrakto elektroforeze [54].
Remiantis jy rezultatais, baltymai pasiskirsté tarp 10 kDa ir 54 kDa. Buvo nustatyta 3 pagrindinés
polipeptidy grupés, kuriy molekuliné masé yra apytiksliai lygi 48, 33 ir 20 kDa. Pagal Tang ir kitus
(2006) [55] ir Wang ir kitus (2008) [56], polipeptidai, kuriy molekuliné masé yra apie 33 ir 20 kDa,
atitinka rigtinius ir bazinius baltymo edestino subvienetus, o 48 kDa polipeptidas atitinka kanapiy sékly
baltymy izoliata 7S. Siame darbe nustatytas baltymy pasiskirstymas yra panasus j literatiiroje nurodytus.

Kanapiy séklose vyrauja globuliniai baltymai (edestinas ir albuminas). Edestinas sudaro apie 60-
80 % visy baltymy kiekio. Sie baltymai yra atsakingi uz fermentines funkcijas kraujo plazmoje antikaniy

gamybai. Edestinas yra vienas geriausiai virSkinamy baltymy. Jis randamas tik kanapése [52].
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3.6.2. Kanapiy sékly ir jy skirtingy baltymy frakcijy amino rigsciy sudétis

Buvo nustatyta kanapiy sékly ir jy skirtingy baltymy frakcijy amino r. sudétis (16 lentele). IS gauty
rezultaty matyti, kad séklose bei baltymy frakcijose, amino r. kiekiai pasiskirstg skirtingai. Nustatyta,
kad visose frakcijose didziausias kiekis yra amino r. glutamino. Albuminy frakcijoje jos yra 84,35
umol/l. Si amino rugstis svarbi sveikai inksty veiklai palaikyti, dalyvauja reguliuojant organizmo $army
ir rigs¢iy pusiausvyra, dalyvauja anaboliniuose procesuose, naudojamas imuniteto stiprinimui [62].
Nustatyta, kad izoleucino kiekis frakcijose labai skirtingas. Kanapiy sékly ir albuminy frakcijoje jo
kiekis ganétinai didelis ir panaSus, atitinkamai, 60,44 umol/l ir 66,76 umol/l, o kitose mazas: globuliny
— 18,06 pumol/l, prolaminy — 2,45 pmol/l, gliuteiny — 3,04 pmol/l. taip pat albuminy frakcijoje gausu

amino r. leucino — 82,21 umol/l. Kitose frakcijose amino r. pasiskirtymas nevienodas.

16 lentelé. Kanapiy sékly ir jy skirtingy baltymy frakcijy baltymy amino r. sudétis

Albuminy Globuliny | Prolaminy | Gliuteiny | Kanapiy
frakcija frakcija frakcija frakcija séklos
paﬁ\/;ndlinnoir:llas Kiekis, pmol/l
Asparto 8,57 4,63 3,08 20,86 2,67
Glutamo 15,60 16,53 12,69 10,68 11,31
Asparaginas 2,69 2,75 2,57 1,45 2,37
Serinas 3,02 5,62 4,33 8,27 6,24
Glicinas 2,71 1,02 0,79 0,77 0,87
Glutaminas 84,35 36,25 50,36 65,26 71,27
Histidinas 33,84 11,82 10,95 10,56 15,63
Treoninas 24,79 14,23 6,63 10,57 15,90
Alaninas 10,88 5,36 5,43 3,97 4,05
Karnozinas 3,66 2,16 8,20 8,42 2,16
Argininas 16,39 5,57 4,68 9,91 6,00
y-Aminobutiro 511 3,97 2,49 3,31 2,40
Prolinas 43,66 21,83 30,28 20,57 12,23
Teaninas 4,52 6,57 3,11 4,28 5,65
Tirozinas 9,65 6,59 7,32 8,37 6,09
Valinas 36,73 12,45 10,70 20,73 8,13
Hidroksilizinas 12,92 12,89 9,18 11,67 13,30
Metioninas 12,86 8,60 5,48 10,37 10,81
Ornitinas 2,67 7,15 2,98 2,46 3,49
Lizinas 4,78 5,47 5,47 3,36 4,09
Izoleucinas 66,76 18,06 2,45 3,04 60,44
Leucinas 82,21 10,65 40,36 30,45 45,21
Fenilalaninas 73,59 10,73 20,36 42,36 30,43
Triptofanas 7,38 1,56 5,12 8,28 5,69
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Maziausias kiekis baltymy frakcijose yra amino r. glicino. Jo kiekis yra nuo 0,77 iki 2,71 pmol/I.
Taip pat nustatyta, kad kanapése yra mazi kiekiai sierg turiniy amino rugs¢iy. Metionino kiekis
bandininiuose yra nuo 5,48 iki 12,86 pmol/l, o cisteino visai neaptikta.

Nepakeic¢iamy amino ragséiy kiekis tirtose kanapiy séklose sudaré 56,67 % viso amino r. Kiekio.
Tai yra ganétinai didelis skaicCius, todél Sios kanapés yra geras amino r. $altinis Zzmogaus organizmui.

Ruso (2014) taip pat nustaté, kad skirtingose kanapiy sékly veislése didziausias kiekis yra amino
rigsties glutamino [52]. Bet kaip antrg dominuojan¢ia amino r. nurodé arginina. Siame darbe tirtuose
bandiniuose, arginino kiekis buvo nedidelis. Antra didziausiu kiekiu amino r. yra leucinas. Wang (2007)
nustaté, kad glutamino kiekis kanapiy séklose taip pat didziausias, bet antrg dominuojancig nurodé

asparto riigstj. Tokius skirtumus galéjo lemti auginimo salygos, klimatas, kanapiy veislé.

3.6.3.Kanapiy sékly baltymy puty sudarymo pajégumas ir stabilumas

Kanapiy sékly baltymy frakcijy: albuminy (Alb), globuliny (Glob), prolaminy (Pro) ir gliuteiny
(Glu) puty susidarymo pajégumo ir stabilumo rezultatai pateikti 20 ir 21 paveiksléliuose.
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20 pav. Kanapiy sékly baltymy frakcijy puty sudarymo pajégumas

IS gauty rezultaty matyti, kad puty susidarymo pajégumas (PSP) svyravo nuo 15 iki 50 %.
Geriausiu puty susidarymo pajégumu pasizymejo albuminy frakcija. Jos susidarymo pajégumas sieké
52,11+2,31 %. Kity frakcijy puty susidarymo pajégumai Zymiai mazesni, atitinkamai: Glo — 23,37+1,55
%, Pro—11,24+1,62 % ir Glu — 15,73%1,31 %.

Sunday ir kiti (2015) [53] tyré kanapiy sékly baltymy albuminy ir globuliny frakcijy puty
susidarymo pajéguma. Buvo nustatyta, kad puty PSP, esant terpés pH 7, buvo atitinkamai: Alb 98,51 %
ir Glo 31,25 %. Lyginant rezultatus, gautus Siame darbe su literatiiroje nurodytais, pastebima ta pati

tendencija, kad geresniu pajégumu pasizymejo albuminy frakcija, nors rezultatai yra ganétinai skirtingi.
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Tam jtakos gal¢jo tiréti baltymy frakcijy iSskyrimo metodiky skirtumai, reagentai, kanapiy sekly
auginimo salygos.

Geriausiu puty stabilumu pasizyméjo globuliny frakcija (21 pav.). Puty kiekis kito nesmarkiai,
lyginant su kitomis frakcijomis. Sios frakcijos bendras stabilumas 52,17 %. Praséiausiu stabilumu

pasizymejo prolaminy frakcija (9,09 %).
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21 pav. Kanapiy baltymy frakcijy puty stabilumas

Sunday ir kiti (2015) [53] nustaté, kad esant pH terpei 7 geresniu puty stabilumu pasizZymi taip pat
globulinai (83,25 %). Albuminy frakcija pasizyméjo prastesniu stabilumu (62,17 %).
Lyginant rezultatus, gautus Siame darbe, su literatiiroje nurodytais, matyti, kad tendencija ta pati.

Geriausiu stabilumu pasiZyméjo albuminy frakcija, prastesniu globulinai.

3.6.4. Kanapiy séekly baltymy emulsijy sudarymo pajégumas ir stabilumas

Kanapiy sekly baltymy frakcijy: albuminy (Alb), globuliny (Glob), prolaminy (Pro) ir gliuteiny
(Glu) emulsijy susidarymo pajégumo ir stabilumo rezultatai pateikti 22 ir 23 paveiksléliuose.

IS gauty rezultaty matyti (22 pav.), kad emulsijos susidarymo pajégumas (ESP) svyravo nuo
31,50+3,12 iki 73,3243,24 %. Geriausiu emulsijos susidarymo pajégumu pasizyméjo albuminy frakcija.
Jos susidarymo pajégumas sieké 73,32+3,24 %. Ne daug skyrési ir Glob frakcija. Jos ESP 65,48+4,21
%. Blogiausig ESP parodé¢ Pro frakcija —21,96+2,71 %.
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22 pav. Kanapiy sekly baltymy frakcijy emulsijy susidarymo pajégumas

Geriausiu emulsijos stabilumu pasizyméjo albuminy frakcija (23 pav.). Sios frakcijos stabilumas

75,69+2,71 %. PrascCiausiu stabilumu pasizyméjo prolaminy frakcija (18,13+3,17 %).
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23 pav. Kanapiy s¢kly baltymy frakcijy emulsijy stabilumas

Emulsijos susidarymo stabilumas, %
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Sunday ir kiti (2015) [53] nustaté, kad esant pH terpei 7 geresniu emulsijos stabilumu pasizymi
taip pat albuminai (94,57 %). Globuliny frakcija pasiZzyméjo prastesniu stabilumu (56,82 %). Palyginus
$io darbus rezultatus su literatiiroje nurodytais, matome, kad rezultatai skiriasi. Siame darbe gauta, kad
Alb ir Glo frakcijy stabilumas skiriasi neZymiai, o Sunday ir kiti nustaté, kad jy stabilumas skiriasi
dvigubai, bet tendencija ta pati — albuminai pasizymi geresniu emulsijos stabilumu. Jtakos tokiems
skirtumams tarp Sio darbo rezultato ir literatiroje nurodyty gal¢jo turéti kanapiy sékly zaliavos

skirtumai, metody atlikimo skirtumai bei baltymy iS§gryninimo skirtumai.

61



ISVADOS

Nustatyta tirty kanapiy sékly (Cannabis sativa) chemminé sudétis: riebaly kiekis — 33,23 g/100
g, baltymy kiekis — 35,53 g/100g, peleny kiekis — 6,11 g/100 g.

. Nustatyta, kad Soksleto ekstrakcijos metu gauname didziausig aliejinio ekstrakto iSeigg. IS
nepresuosuoty sékly Soksleto ekstrakcijos metu buvo gauta iseiga — 35,53 %, SKE-CO, —
20,27 %. I8 isspaudy Soksleto ekstrakcijos metu gauta iSeiga — 18,98 %, SKE-CO; — 14,67 %.
Presavimo metu buvo gauta 14,22 % aliejaus.

Nustatyta, kad kanapiy sékly aliejuje daugiausiai yra neso¢iyjy RR (87,17-89,22 %), i$ kuriy
daugiausiai yra linolo ragsties — 53,54-54,92 %. Jos greiCiausiai oksiduojasi, susidaro
aldehidai, hidroksi peroksidai ir Kiti junginiai, kurie suteikia aliejui apkartima, bet séklose yra
natiraliy antioksidanty, tokiu kaip tokoferoliai, kurie stabilizuoja antioksidacinj stabiluma.
Tirtose kanapése nustatyta, kad didziausias kiekis yra y-tokoferolio (692,42+5,21 mg/kg).
Bendras tokoferoliy kiekis 782,44 mg/kg.

. Nustatytas kanapiy sékly aliejaus oksidacinis stabilumas deguonies, slégio ir temperatiiros
poveikyje Oksipres metodu siekia 2,68 val, o Rancimat metodu — 0,5 val. Norint padidinti
aliejaus oksidacinj stabiluma, patartina naudoti antioksidantus. Pridéjus antioksidanty, aliejaus
stabilumas padidéjo. Geriausiai veiké DURALOX BLEND AN-110 XT 0,4 % koncentracijos
antioksidantas. Oksidacinis stabilumas padidéjo: Oksipres metodu 29,5 % (iki 3,8 val),
Rancimat metodu 93,9 % (iki 8,26 val).

. Nustatyta, kad kanapiy aliejaus galiojimo trukmei turi jtakos laikymo temperatiita: kanapiy
aliejus, laikomas kambario temperatiiroje, sugedo per 5 mén (PS verté pasieké 19,32 mekv
O./kg),0 laikant aliejy Saldytuve 4 — 6 °C temperatiroje per 18 mén. PS nepasieké kritinés
vertes (8,54 mekv Oz/kg). Taip pat, galiojimo trukmés prailginimui galima naudoti
antioksidantus, pvz. naudojant DURALOX OXIDATION MANAGEMENT antioksidantg
(0,2 % koncentracijos), laikant 4 °C temperatiiroje aliejaus PS verté pakilo tik iki 5,35 mekv
O./kg. Taip pat, nustatyta, kad ektrakcijos metodas turi jtakos aliejaus galiojimo trukmei: SKE-
CO2 ekstrakcijos metu gautas aliejus nesugedo laikant jj 7 ménesius kambario temperatiiroje
(12,15 mekv O2/kg), tuo tarpu laikant aliejy, gautg po presavimo, tokiomis paciomis sglygomis
jis sugedo po 5 mén. laikymo.

Pagreitintos skyscCiy ekstrakcijos metu i§ kanapiy i§spaudy etanolio ir vandens miSiniu 130°C
temperatiiroje iSgautas ekstraktas parodé geriausias antioksidacines savybes. Skirtingais
metodais buvo nustatyta, kad BFJK — 60,16+1,43 mg GRE/g, DPPH — 28,59+1,36 mg TE/qg,
ABTS —73,03+5,38 mg TE/g, ORAC — 100,29+1,54 mg TE/g ekstrakto.

. Elektroforezés metu nustatyta, kad daugiausia baltymy yra, kuriy molekuliné¢ mase tarp 20 ir

49 kDa, kas atitinka edestino molekuling mas¢. Nustatytas didziausias kiekis amino r. yra
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glutamino — 84,35 umol/l albuminy frakcijoje. Kitose frakcijose jo kiekis taip pat didZiausias.
Maziausias kiekis buvo nustaytas glicino gliuteiny frakcijoje — 0,77 pumol/l. nustatyta, kad
kanapiy séklose, nepakei¢iamos amino riigstys sudaro 56,67 % visy amino r. kiekio. Geriausiu
puty (52,11£2,31 %) ir emulsijos (73,32+3,24 %) susidarymo pajégumu bei emulsijos
stabilumu (75,69+2,71 %) pasizymi albuminy frakcija — 0 geriausiu puty stabilumu — globuliny
(52,17 %). PrascCiausiomis savybémis tiek puty ir emulsijy susidarymo ir stabilumo savybémis

pasizymi prolaminy frakcija.
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