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SANTRAUKA

Ivairiy rasiy aliejingy augaly séklose susikaupia bioaktyviis junginiai kaip vitaminai, riebaly
rugstys, tokoferoliai ir antioksidantai. Didelé dalis Siy junginiy yra randama aliejuje, taciau
nemazai bioaktyviyjy junginiy lieka sékly iSspaudose. Judra (lot. Camelina sativa) yra augalas
brandinantis séklas, kuriy sudétyje yra iki 40 % aliejaus ir yra natiiralus Omega-3 ir Omega-6
riebaly riigsciy $altinis.

Magistro darbo tikslas — jvertinti skirtingy ekstrakcijos metody jtaka funkcionaliyjy
komponenty iSgavimui i§ judros sékly (lot. Camelina sativa), taikant Siuolaikinius ekstrakcijos
metodus dideliame slégyje bei tradicinius ekstrakcijos metodus. Nustatyti gauty frakcijy cheming
sudeétj bei antioksidacines savybes.

Ekstraktai 1§ judros sékly buvo iSskirti naudojant tradicinius ir Siuolaikinius ekstrakcijos
metodus, tokius kaip Soksleto ekstrakcija, superkriziné CO> ekstrakcija, ekstrakcija padidintame
slégyje naudojant jvairius tirpiklius. Naudojant pavirSiaus atsako metoda atliktas ekstrakcijos
padidintame slégyje heksanu kintamyjy parametry optimizavimas (laikas, temperatiira ir tirpiklio
tiiris), kuriems esant yra gaunama didziausia lipofilinio ekstrakto iSeiga. Po superkrizinés CO-
ekstrakcijos bandinio liekanai atlikta ekstrakcija padidintame slégyje, naudojant skirtingo
poliskumo tirpiklius bei fermentiné hidrolizé.

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas pritaikius DPPH" radikalo ir ABTS™
radikalo blukinimo metodus. ISmatuota deguonies radikaly suriS§imo geba ORAC metodu, o
bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Folin-Ciocalteu’s metodu. Kietos liekanos
antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas taikant QUENCHER procediira.

Gauty ekstrakty riebaly riig§¢iy kompozicija istirta naudojant dujy chromatografijos metoda,
tokoferoliy kiekis identifikuotas efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu, 0 preliminarus
kity bioaktyviyjy komponenty jvertinimas atliktas taikant wultra efektyviaja skyséiy

chromatografijg. Lipofiliniy ekstrakty oksidacinis stabilumas jvertintas Oksipres metodu.
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SUMMARY

Various types plant oily seeds accumulate bioactive compounds like vitamins, fatty acids,
tocopherols and antioxidants. Many of these compounds are found in the oil, but also many of
these bioactive compounds remain in seed cakes. Camelina (lot. Camelina sativa) is a plant, which
ripen seeds containing up to 40 % of oil and is a natural source of Omega-3 and Omega-6 fatty
acids.

The aim of Master’s study is to isolate functional compounds from camelina seeds using
non-conventional and conventional extraction methods. Chemical analysis of extracts and also
evaluation of camelina solid residues and extracts antioxidant properties.

Extracts from the camelina seeds were isolated using traditional and modern extraction
techniques such as Soxhlet extraction, supercritical CO2 extraction, accelerated solvent extraction.
Response Surface Methodology was used for the optimization of accelerated hexane extraction to
set variable parameters (time, temperature, solvent volume) giving the maximum yields of
lipophilic extracts. After supercritical CO. extraction obtained residue were extracted by
accelerated solvent extraction with different polarity solvents. And also enzymatic hydrolysis were
done.

Antioxidant activity of extracts were measured using DPPH" radical and ABTS™ radical
fading methods. Also oxygen radical absorbance capacity (ORAC) were evaluated using ORAC
method. Total phenolic compounds amounts were determined by Folin-Ciocalteu ‘s method. Solid
residues antioxidant activity were estimated by previously reported analysis methods using
QUENCHER method.

Fatty acids composition of lipophilic extracts were analyzed by gas chromatography,
tocopherol content identified by high performance liquid chromatography and preliminary
bioactive compounds evaluation was performed by ultra high performance liquid chromatography.

Oxidative stability of lipophilic extracts was measured using Oxipres method.
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2,2'-azobio (2-amidinpropano) dihidrochloridas (angl.
2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride)
2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis
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efektyviosios skys¢iy chromatografija (angl. high-
performance liquid chromatography)

indukcinis periodas
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deguonies radikaly absorbcijos galia (angl. oxygen
radical absorption capacity)

lipofiliniy junginiy deguonies radikaly absorbcijos
galia (angl. lipophilic oxygen radical absorption
capacity)

fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate-buffered
saline)

peroksidy skaiCius
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| SKE-CO,/Acet/EtOH/pH=4,5

| SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/ H.0

Il SKE-CO2

Il SKE-CO2/Acet/EtOH

Il SKE-COy/ Acet/EtOH/pH=3,5

ultra efektyviosios skysCiy chromatografija (angl.

ultra-high  performance liquid chromatography-
quadrupole time-of-flight)
antioksidacinio  aktyvumo  nustatymo  sausoje

medziagoje metodika (angl. QUick, Easy,
CHEap, Reproducible)
a-tokoferolis

New,

[B-tokoferolis

d-tokoferolis

y-tokoferolis

superkriziné ekstrakcija CO2 dujomis, esant 40 °C, 36
MPa

Frakcija po SKE-CO> (40 °C, 36 MPa) ir ekstrakcijos
acetonu ir etanoliu padidintame slégyje

Frakcija po SKE-CO: (40 °C, 36 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje ir fermentinés
hidrolizés (kai pH=3,5)

Frakcija po SKE-CO- (40 °C, 36 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje, fermentinés
hidrolizés (kai pH=3,5) ir ekstrakcijos vandeniu
padidintame slégyje

Frakcija po SKE-CO- (40 °C, 36 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje ir fermentinés
hidrolizés (kai pH=4,5)

Frakcija po SKE-CO> (40 °C, 36 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje, fermentinés
hidrolizés (kai pH=4,5) ir ekstrakcijos vandeniu
padidintame slégyje

Superkriziné ekstrakcija CO2 dujomis, esant 70 °C, 45
MPa

Frakcija po SKE-CO; (70 °C, 45 MPa) ir ekstrakcijos
acetonu ir etanoliu padidintame slégyje

Frakcija po SKE-CO2 (70 °C, 45 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje ir fermentinés

hidrolizés (kai pH=3,5)



Il SKE-CO,/Acet/EtOH/pH=3,5/ H,O Frakcija po SKE-CO- (70 °C, 45 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje, fermentinés
hidrolizés (kai pH=3,5) ir ekstrakcijos vandeniu
padidintame slégyje

Il SKE-CO2/ Acet/EtOH/pH=4,5 Frakcija po SKE-CO:> (70 °C, 45 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje ir fermentinés
hidrolizés (kai pH=4,5)

Il SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/ H.O Frakcija po SKE-CO2 (70 °C, 45 MPa), ekstrakcijos
acetonu, etanoliu padidintame slégyje, fermentinés
hidrolizés (kai pH=4,5) ir ekstrakcijos vandeniu

padidintame slégyje

*- Santrumpy atitikmuo angly kalboje, kurios yra pla¢iai Zinomos ir suprantamos.



IVADAS

Iprasti aliejiniai augalai, pavyzdziui, rapsai, garstycios, sezamas, sojos pupelés, liny sémenys
yra pagrindiniai aliejaus, kuris yra naudojamas maisto gamybai, $altiniai. Rapsai ir garstycios yra
pagrindiniai Zieminiai paséliai, kurie sudaro 10-13 % Vviso maistui skirto aliejaus. Deja, dél Siy
aliejy sudétyje esancios didelés koncentracijos eruko rugsties ir gliukozinoliaty, jy naudojimas
maisto pramon¢je yra Siek tiek ribotas. Todé¢l didéja doméjimasis kitais aliejiniais augalais ir
ieskoma naujy alternatyvy [1].

Judra yra vienmetis pasélis, dazniausiai s¢jamas rudenj arba pavasarj. Sis augalas Europoje
yra auginamas jau nuo Bronzos amziaus [2]. Judros sékly rasta archeologiniy kasinéjimy metu
Skandinavijoje ir Vakary Europoje [3]. Judros séklos buvo rastos 4 a. pr. Kr. zmogaus mumijos
skrandyje, kurj archeologiniy tyrimy metu atkasé¢ Danijos durpynuose. Antropologai nustate, kad
§io Zmogaus paskutinis valgytas maistas buvo sriuba, pagaminta i§ jvairiy darzoviy, mieziy,
sémeny, ramunéliy ir judros. Senaisiais laikais judros aliejus buvo placiai naudojamas. Roménai
judros aliejy naudojo kaip lempy kura, masazo aliejy, taip pat vartojo maistui ir gyvuliy $érimui
[2]. Judra buvo auginama kaip pasélis Europos $alyse ir Rusijoje prie§ Antrajj pasaulinj karg iki
Sestojo desimtmecio [3].

Praéjus Siek tiek laiko susidoméjimas judra atgijo, kai buvo atlikti tyrimai, kuriy metu buvo
1Stirta judros aliejaus cheminé sudétis ir buvo nustatyta, kad Sios séklos yra geras riebaly rugsciy
Saltinis, ypa¢ omega-3 riebaly riigs¢iy. Nesociyjy riebaly rugsciy aliejuje yra apie 90 %, i$ kuriy
50 % sudaro polinesociosios riebaly riigstys. Taip pat Sis aliejus yra geras tokoferoliy $altinis [3].
Sie junginiai turi teigiamos maistinés vertés bei teigiama fiziologinj poveikj. Judros aliejus
sumazina trigliceridy ir cholesterolio kiekj kraujo serume. Aliejus d¢l unikalios riebaly ragséiy
sudéties yra tinkamas tiesioginiam vartojimui ir gali biiti naudojamas saloty ir maisto ruo$imui,
omega-3 riebaly rtgstimis praturtinto margarino, majonezo gamybai [1-3].

Nors judra néra tas augalas, kurio derlius biity vienas i§ didziausiy tarp aliejingy augaly,
taiau tai yra labai ekonomiSkas pasélis dél minimaliy finansiniy ir darbo sgnaudy. Judros séklos
dirvoje sudygsta anksti pavasarj, nespéjus sudygti kitiems paséliams [2]. Sio augalo augimui
nereikalinga daug azoto turinti dirva, yra atsparus klimato kaitai, nereikalauja didelio kiekio
cheminiy medZiagy apsaugai nuo parazity ir ligy, nereiklus priezitirai, palyginus nemazas derlus
[3].

Darbo tikslas — jvertinti skirtingy ekstrakcijos metody jtakg funkcionaliyjy komponenty
iSgavimui 1§ judros sékly (lot. Camelina sativa), taikant Siuolaikinius ekstrakcijos metodus
dideliame slégyje bei tradicinius ekstrakcijos metodus. Nustatyti gauty frakcijy cheming sudétj,

bei antioksidacines savybes.
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Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti judros sékly cheminiy medziagy sudét;.

2. Palyginti judros sékly ekstrakty kiekj iSskirtg taikant ekstrakcijg superkriziniu CO2
bei soksletu ir jvertinti gauty frakcijy antioksidacines savybes.

3. Nustatyti optimalias ekstrakcijos padidintame slégyje salygas bei jvertinti gauty
frakcijy antioksidacines savybes.

4. Jvertinti judros sékly frakcionavimo galimybes taikant pakopinés ekstrakcijos
organiniais tirpikliais metodikg padidintame slégyje, bei istirti gauty frakcijy
antioksidacinj aktyvuma.

5. Panaudojant fermentine hidrolize i§ judros sékly iSskirti bioaktyvias frakcijas ir
nustatyti jy antioksidacinj aktyvuma bei istirti liekanos ekstrakcijos vandeniu
padidintame slégyje galimybes.

6. Nustatyti gauty aliejiniy ekstrakty oksidacinj stabilumg.

7. Ivertinti judros sékly ekstrakty bioaktyviy komponenty sudét] taikant

chromatografinius metodus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Paplitimas ir panaudojimas pramonéje

Judra (lot. C. Sativa) priklauso bastutiniy (lot. Brassicaceae) augaly $eimai. Siai $eimai
priklauso aliejingi augalai, pvz.: garstyCios, rapsai. Taip pat ir darzovés: koptstai, kalafiorai,
brokoliai. Judra dar yra vadinama ,,netikraisiais linais®, ,,Olandijos linais®, ,,Vokietijos sezamu,
,,S1biro aliejumi‘ [4].

Judra yra kilusi i§ pietry¢iy Europos ir pietvakariy Azijos [5]. Molekulinés analizés tyrimai
parod¢, kad Rusijos—Ukrainos regionas pasizymi didele jvairove judros riisiy, todél galima daryti
iSvada, kad Cia gali buti $io augalo kilmés centras [6]. Archeologiniai tyrimai rodo, kad judros
auginimas prasidéjo neolito laikais pietry¢iy Europoje, o gelezies amziuje judra buvo svarbus
pasélis beveik visoje Europoje [7].

Judra yra vienmetis augalas auginamas vasaros metu. Tai trumpo sezoniSkumo pasélis,
subresta per 85-100 dieny. Augalas uzauga 30-100 cm aukséio (Zr. 1 pav.). Stiebas yra lygus,
Sakotas arba turintis plaukelius. Augalui subrendus stiebas sumedéja. Lapai yra strélés formos, 5—
8 cm ilgio su lygiais krastais. Ant kiekvieno stiebo vir§uje yra Ziedynas. Ziedai yra blyskiai gelsvos
spalvos su 4 vainiklapiais (5-7 mm skersmens). Subrendus judrai, ziedai pereina j kriausés

pavidalo kapsules, kuriose biina séklos. Séklos yra ovalo formos, rudos spalvos [8].

CAMEUINL SATIVA GRT2. WIS

1 pav. Judra ( lot. Camelina Sativa)

Judros aliejus naudojamas maisto pramongéje, nes turi potencialios naudos zmoniy sveikatai.
Jis gali buti naudojamas kepti, salotoms gaminti, taciau nepatartina jo naudoti gruzdinimui. Dél
didelio kiekio polinesociyjy riebaly riig8éiy ir Omega-3 riebaly riig§éiy, judros alicjus taip pat
naudojamas maisto papildy gamyboje. Buvo nustatyta, kad vartojant judros aliejy mazéja

cholesterolio kiekis kraujo serume [9].
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Judros aliejus ir i§spaudos yra naudojamas gyvinams $erti. Sis aliejus naudojamas dél
didelio kiekio Omega-3 riebaly riigséiy, o iSspaudos pasizymi dideliu kiekiu baltymy. Atlikti
tyrimai parodé, kad judros aliejus arba iSspaudos padidina lipidy kiekj lasiSose ir Atlantinése
menkése nepakeisdamas zuvy filé jusliniy savybiy [10]. Zuvis maitinant didesniais kiekiais judros
isspaudy, pastebétas zuvy svorio mazéjimas [11]. Seriant vii&iukus pasarais su 6 % judros aliejaus
priedu, sumazéja cholesterolio kiekis kraujo plazmoje ir padidéja polinesociyjy riebaly rugséiy
kiekis kriitinéléje, o vistos mésos juslinés savybés islicka tokios pacios, t. y. neblogéja [12]. Karves
Seriant paSarais su judros aliejaus priedu ar iSspaudomis padidéja pieno primilzis ir pasikeicia

pieno sudétis, ypac riebaly rigsciy kompozicija [13].
1.2. Judros biocheminé sudétis ir maistiné verté

Aliejus yra pagrindinis judros sékly produktas, jo kiekis séklose siekia iki 40 % [14]. Tai
aukso geltonumo skystis, turintis riesuty ir garsty¢iy aromatg [15]. Aliejuje yra 64 % polinesociyjy,
30 % mononesociyjy ir 6 % sociyjy riebaly riig§¢iy. Riebaly riigsciy kiekiai judros aliejuje
priklauso nuo salygy, kuriomis buvo auginami paséliai. ISsamesné riebaly rigsciy sudétis
aptariama 1.2.1. skyriuje. Taip pat aliejus turi didelj kiekj y-tokoferoliy (vitaminas E), kurie
pailgina aliejaus laikymo laikg be specialiy salygy [14]. ISsamesnis tokoferoliy aptarimas 1.2.2.
skyriuje.

Mitybiné verté taip pat yra jvertinama pagal s¢klose esan¢iy amino rugsciy kiekj. Judros
séklose yra randama 18 amino riagsciy, 18 kuriy 8-9 yra nepakei¢iamos (Zr. 1 lentel¢). Argininas
(8,15 %) yra labiausiai dominuojanti nepakei¢iamoji amino riigStis. Leucino nustatyta 6,63 %.
Kity nepakeiCiamyjy riig§€iy: glicino, prolino ir valino buvo nustatyta apie 5 %. Tarp

pakei¢iamyjy amino rig§ciy dominuojanti yra glutamo rigstis (16,40 %) [16].

1 lentelé. Amino rugsciy kiekiai judros séklose [16]

Amino ragstis Kiekis, % Amino ragstis Kiekis, %
Alaninas 4,61 Lizinas 4,95
Argininas 8,15 Metioninas 1,72

Asparto rugstis 8,71 Fenilalaninas 4,19
Cisteinas 2,12 Prolinas 5,09

Glutamo rugstis 16,4 Serinas 5,04
Glicinas 5,44 Treoninas 4,25
Histidinas 2,60 Triptofanas 1,15

Izoleucinas 3,96 Tirozinas 3,04
Leucinas 6,63 Valinas 5,42
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Judros iSspaudas sudaro 13 % likutinio aliejaus, 6 % peleny, 12 % lastelienos, 30 % baltymy,
27 % ne azotiniy ir kity medziagy, pvz., vitaminai [17]. Judros iSspaudose randama angliavandeniy
— monosacharidy, disacharidy, oligosacharidy, polisacharidy ir Igstelienos. Monosacharidai ir
disacharidai yra lengvai virS§kinami ir pasisavinami zmogaus organizme, ta¢iau $iy junginiy kiekis
judros i§spaudose yra mazas. Pavyzdziui, iSspaudose sacharozes yra 5,5 %, tai du kartus didesnis
kiekis nei esantis liny sémenyse (2,8 %), taciau mazesnis nei rapsy (6,8 %) [18]. Oligosacharidy
— rafinozés, stachiozés ir pektino i§spaudose yra labai mazai (maziau nei 1 %) [19]. Pagrindiniy

angliavandeniy kiekiai judros iSspaudose pateikiami 2 lenteléje.

2 lentelé. Angliavandeniy kiekiai judros séklose [19]

Angliavandenis Kiekis, % Angliavandenis Kiekis, %
Gliukozé 0,42 Krakmolas 1,21
Sacharozé 55 Pektinas 0,96
Rafinozé 0,64 Lasteliena 12,8
Stachiozé 0,36 Ligninas 7,4

Judros iSspaudos yra geras vitaminy B1 (tiamino), B3 (niacino), B5 (pantoteno r.) Saltinis.
Siy vitaminy kiekiai judros i¥spaudose ir palyginimas su kitais augalais pateikiamas 3 lenteléje
[20]. Tiaminas (B1) gamtoje egzistuoja kaip tiamino pirofosfatas. Jis veikia kaip Kofermentas ir
yra svarbus nervy sistemai. Niacinas (B3) turi dvi formas — nikotino riigsties ir nikotinamido. Sis
vitaminas yra daznai randamas, taciau retai randamas laisva forma. Dazniausiai niacinas €gzistuoja
NAD+ ir NADP+ kofermenty forma. Pantoteno riigstis (B5) turi jvairiy metaboliniy funkcijy. Ji
yra kofermento A (CoA) struktiirinis vienetas (Zr. 2 pav.) ir veikia kaip acilo baltymy neSiklis.
Kofermentas A palaiko nerviniy impulsy perdavima, hemoglobino, steroliy ir steroidiniy hormony

sintezg, palaiko normaly cukraus kiekj kraujyje [19, 20].
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Judros iSspaudose yra mazas kiekis makromineraly. Didziausi kiekiai yra kalio, kalcio ir
fosforo (1,0—-1,6 %). Taciau iSspaudos pasizymi didesniais kiekiais mikroelementy — gelezies (329

ug/g), mangano (40 pg/g) ir cinko (69 pg/g) [19].

3 lentelé. Judros i$spaudose esanciy vitaminy palyginimas su kity aliejiniy augaly [20]

Augalas Tiaminas, ng/g Niacinas, pg/g Pantoteno r. , ng/g
Judra 18 194 11
Liny sémenys 6 91 11
Rapsai 8 - 16

Judros iSspaudose taip pat randami nedideli kiekiai antimitybiniy medziagy. Tai yra augaly
gaminami antriniai metabolitai, pvz.: gliukozinoliatai, sinapinas, inozitolio fosfatai (zr. 3 pav.) ir
kondensuoti taninai. Gliukozinoliaty skilimo produktai — izotiocianatai, tiocianatai, nitrilai trikdo
skydliaukés, vaisingumo ir reprodukcing veiklas, dirgina virSkinamojo trakto gleiving. Sinapinas
— tai junginys, suteikiantis karty skonj ir nepageidaujama kvapa. Inozitolio fosfatas sudaro
kompleksus su daugeliu mineraliniy komponenty (Ca, Mg, Zn, Fe) ir juos padaro biologiskai
nepasiekiamais organizmui. Kondensuotieji taninai nusodina baltymus, slopina virS$kinamojo
trakto fermentus sudarydami su jais kompleksus, todél maiste esantys baltymai tampa sunkiau
virSkinami. Taip pat kondensuotieji taninai sudaro kompleksus su vitaminu B12, dél ko maZzéja Sio

vitamino absorbcija organizme [21].
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3 pav. Antimitybinés medZiagos esancios judros s¢klose
1.2.1. Judros aliejuje esancios riebaly rigstys

Nuo aplinkos sglygy ir augimo regiono priklauso aliejaus kiekis séklose bei jo sudétis.
Pagrindinés riebaly rugstys esancios judros aliejuje yra a-linoleno, linolo, oleino, eikozano ir
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palmitino [1]. Nedideliais kiekiais buvo identifikuotos Sios riebaly rigstys — stearino, arachidinio,
eruko ir nervono [22]. Judros séklose yra labai daug (50 %) polinesociyjy riebaly ragsciy.
DidZiausiais kiekiais yra randamos linolo ir a-linoleno riigstys ir yra Omega-3 ragséiy saltinis. Sie
junginiai turi teigiama poveikj mitybai ir fiziologiniam poveikiui [15]. Pagrindinés riebaly riigStys
randamos judros aliejuje, o jy kiekiy palyginimas skirtingy tyréjy duomenimis pateikiamas 4

lenteléje.

4 lentelé. Riebaly rugsciy kiekiai judros aliejuje

Kiekis, %
Riebaly rigstis
[15] [1] [23] [22]

Palmitino riigstis 6,43 5,7-8,4 55 5,3-5,6

Stearino rugstis 2,57 1,4-3,5 2,3 2,3-2,7
Oleino riigstis 17,4 14,2-19,4 14,9 14,0-16,9
Linolo riigstis 16,9 19,0-24,0 15,8 13,5-16,5
a-linoleno ragstis 35,2 27,1-34,7 38,9 34,9-39,7

Arachidinio rugstis 1,24 - 0,4 1,2-15
Eikozano rugstis 14,9 12,3-14,7 16,2 15,1-15,8

Eruko rigstis 1,6 0,0-4,0 2,4 2,6-3,0

Palyginus judros aliejaus lakiyjy riebaly ragsciy kiekius su kity augaly aliejais (rapsai, balza,
linai, soja, saulégrazos) pastebimi skirtumai (Zr. 5 lentele). Judros aliejus yra vienintelis, kuris turi
arachidinio rigsties dideliu kiekiu (13 %), taip pat Sis aliejus turi Siek tiek didesn; kiek; eruko
ragsties nei liny (0,9 %), ta¢iau daug maziau nei balzy aliejus (54 %) [1]. Taip pat judros aliejus

pasizymi didesniu a-linoleno riigsties kiekiu (30 %), taciau maZesniu nei liny (45 %).

5 lentelé. Aliejingy augaly aliejuose esanéiy riebaly rugsciy palyginimas [1]

= 2 o =
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Judra 6,4 2,8 15,9 20,9 30,7 13,6 3,0
Rapsai 62 0,0 61,3 21,6 6,6 -
Balza 2,4 0,4 18,4 10,7 51 - 54,0
Linai 51 4,6 24,3 16,3 451 - 0,9
Soja 10,4 4,0 27,2 455 7,2 - -
Saulégrazos 6,1 3,8 174 69,3 - - -
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1.1.1. Tokoferoliai

Tokoferoliai veikia kaip antioksidantai, kurie stabdo peroksidacijos procesus ir kontroliuoja
laisvyjy radikaly kiekius [24, 25]. Tokoferolio formulé yra sudaryta i§ chromanolio ziedo, prie
kurio antrojo anglies atomo yra prisijungusi 15 anglies atomy grandiné. Tokoferoliai turi keturias
izomerines formas (o, P, y, 8). Sios formos tarpusavyje skiriasi metilo grupiy i$sidéstymu
chromanolio Ziede [26] (Zr. 4 pav.).

Ry

HO.

R, o}
CHy Homologas R; Ry

o CH; CHj;

B H CHj3

, CHj; H
5 H H

4 pav. Tokoferoliy struktiiriné formulé

Bendras tokoferoliy kiekis Svieziame judros aliejuje yra 751 mg/kg. Dominuojantis
tokoferolis yra y (710 mg/kg). a ir & tokoferoliy kiekiai atitinkamai yra 41 mg/kg ir 12 mg/ kg. B -
tokoferolio yra nustatytas pats maziausias kiekis — 3,4 mg/kg [27].

Palyginus judros ir kity aliejingy augaly aliejy tokoferoliy sudétj [1, 27], matoma, kad y-
tokoferolis judros aliejuje pasizymi didziausiu kiekiu (710 mg/kg). Taciau a, B, 6 — tokoferoliy
kiekiai judros aliejuje yra iki keliy deSimciy karty mazesni nei rapsy, kukurtizy, saulégrazy, sojy

ar liny sémeny (Zr. 6 lentel¢).

6 lentelé. Tokoferoliy kiekiai dazniausiai vartojamuose augaliniuose aliejuose, mg/kg [1, 27]

Augalinis aliejus a-tokoferolis p-tokoferolis y-tokoferolis é-tokoferolis
Judra 41 3 710 12
Rapsy 180 - 340 -
Kukuriizy 222 1 570 23
Saulégrazy 671 23 4 -
Sojy 116 17 578 263
Liny sémeny - - 588 6

1.3. Lipidy peroksidacijos procesas

Didelis laisvyjy radikaly arba reaktyviy deguonies dariniy kiekis daro didelg Zalg lipidams.
Didziausi kiekiai reaktyviy deguonies dariniy susidaro mitochondrijose, Endoplazminiame tinkle,

taip pat vykstant jvairiems mechanizmams, kuriuose veikia fermentai. Sie dariniai susidaro
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veikiant jonizuojanciai spinduliuotei, ultravioletiniams spinduliams, patogeninéms infekcijoms,
aplinkos toksinams [28].

Dazniausiai sutinkamos reaktyviy deguonies dariniy formos yra hidroksilo radikalas (HO-)
ir peroksido radikalas (HO2-). Hidroksilo radikalas (HO-) yra mazos molekulinés masés, labai
judrus, vandenyje tirpus ir chemiSkai pats reaktyviausias i§ reaktyviy deguonies dariniy.
Hidroksilo radikalas (HO-) sukelia oksidacing zalg lastelése [29]. Buvo nustatyta, kad HO-
radikalas susidaro biologinése sistemose, vykstant Fentono reakcijai. Fentono reakcijos metu
laisvoji gelezis (Fe?") reaguoja su vandenilio peroksidu (H20) ir lygiagreéiai vykstant Haberio-
Vaiso reakcijai (zr. 5 pav.), kurios metu susidaro Fe?*, saveikaujant superoksidui (O2™) su geleZies
jonu (Fe*). Siose oksidacijos-redukcijos reakcijose gali dalyvauti ne tik geleZis, bet ir Cu, Ni, Co
[29].

) Haberio-Vaiso reakcija
O 2 » O,

A ¢ Y

W
Hﬂ': I\-‘ll"li 1) M"

H.'_"_‘;r
H,0, U » "OH + H,0O

Fentono reakcija

5 pav. Fentono ir Haberio-Vaiso reakcijy mechanizmai [29]

Peroksido radikalas (HO,-) dalyvauja lipidy peroksidacijos procesuose. Sis radikalas taip pat
susidaro vykstant Fentono ir Haberio-Veiso reakcijoms vandenilio peroksidui (H20>) saveikaujant
su aktyviaisiais metalais (Fe, Cu, Ni, Co). HO>- radikalas inicijuoja polinesociyjy fosfolipidy
grandinines oksidacijos reakcijas [30, 31].

Lipidy peroksidacija tai procesas, kurios metu oksidantai, kaip laisvieji radikalai, atakuoja
lipidus turinCius anglis-anglis dviguba rysj, ypac polinesoCigsias riebaly rugstis [32]. Taip pat
glikolipidai, fosfolipidai ir cholesterolis gali bti paveikti peroksidacijos proceso. Lipidus taip pat
gali oksiduoti ir fermentai [29].

Lipidy peroksidacijos procese yra iSskiriami trys etapai — pradétis, sklidimas ir baigtis [29,
33, 34].

1. Pradéties etapo metu reaguoja lipidas (L) su laisvuoju radikalu (R-), pavyzdziui hidroksilo
radikalu (HO"), ir susidaro lipidinis radikalas (L) [32].

L+R- —L-

2. Sklidimo etape lipidinis radikalas (L-) greitai reaguoja su deguonimi, susidarant lipidiniam
peroksi radikalui (LOO-), kuris sgveikauja su kitais lipidais ir tesia radikaly susidarymo
granding (L-) [32].
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L- + O — LOO-

LOO- +RH — LOOH + R- ir t.t.

3. Baigtis jvyksta, kai susijungia du laisvieji radikalai, kurie sudaro neradikalinj produkta
[32].

ROO- + ROO- — ROOR + O2

ROO:- + R- — ROOR

R-+R-—RR

Lipidy peroksidacijos metu ir deguoniui reaguojant su polinesociaisiais riebalais susidaro
jvairiy oksidacijos produkty. Pagrindiniai oksidacijos produktai yra lipidy hidroperoksidai
(LOOH) [29]. Hidroperoksidai yra pagrindinis pirminis oksidacijos produktas, susidarantis
sklidimo etape. Sie junginiai jungiasi su jvairiomis lipidy struktiiromis, kaip laisvosios riebaly
rugstys, trigliceroliai, fosfolipidai ir steroliai [33].

Taip pat susidaro nemazai antriniy oksidacijos produkty, kaip malondialdehidas, propanalis,
heksanalis ir 4-hidroksinonenalis. Malondialdehidas turi didZiausiag mutageninj poveikj, o 4-
hidroksinonenalis — toksiskiausig [29]. Malondialdehidas yra pagrindinis baigties etapo produktas,
susidarantis skylant arachidono ir kitoms didesnés molekulinés masés polinesoCiosioms riebaly

ragstims [29].
1.4. Antioksidantai

Antioksidantai, tai junginiai, kuriems esant mazomis koncentracijomis, sustabdomi
oksidaciniai procesai, sujungiami reaktyvis deguonies dariniai [35]. Pagal veikimo mechanizmag
antioksidantai yra skirstomi j pirminius ir antrinius. Pirminiai antioksidantai, taip pat yra vadinami
grandine suardanciais. Tai yra junginiai, kurie neutralizuoja laisvuosius radikalus padaro juos
stabilius, taip sustabdydami grandinine reakcija [36]. Pirminiams antioksidantams yra priskiriami
fenoliniai junginiai, galo rtigstis ir jos dariniai, flavanoidai, tokoferoliai, askorbo riigstis, BHA,
BHT, THBP, TBHQ. Antriniai antioksidantai veikia tada, kai matricoje yra kity antioksidanty ir
jie veikia sinergistiskai. Antriniai antioksidantai radikaly nepaveréia j stabilius junginius. Siems

antioksidantams yra priskiriamas sieros dioksidas, sulfitai ir lecitinas [36, 37].
1.4.1. Natiraliis antioksidantai

Naturaltis antioksidantai yra labiausiai paplit¢ prieskoniuose, prieskoninése Zolelése,
s¢klose, gruduose, aliejuose, arbatose. Sie antioksidantai kartu veikdami su Zmogaus organizme
esanciais antioksidantais stabdo oksidacinio streso Zalg. Natiiraliems antioksidantams yra
priskiriami tokoferoliai (issamiau aptariama 1.2.2. skyriuje), flavonoidai, fenolinés ragstys [38].

Flavanoidai sudaro didel¢ grupe¢ fenoliniy antioksidanty, placiai paplitusiy augaluose. Tai
yra heterocikliniai junginiai, kurie suteikia geltong-oranzing spalva. Flavanoidai yra skirstomi j
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flavonus, flavanolius, izoflavonus, flavononus ir chalkonus. Sie junginiai yra daugelyje augaly,
dazniausiai randami lapuose ir zieduose. Flavanoidai surisa radikalus, metaly chelatus ir slopina
lipoksigenazés veikimag [39]. Judros séklose yra identifikuoti Sie flavanoidiniai junginiai —
kvercitrinas (0,27 %), flavanoidoniai diglikozidai (0,11 %), rutinas (0,52 %) [40].

Fenolinés rugstys yra placiai paplitusios augaluose, jos dazniausiai yra esteriy arba glikozidy
pavidalu. Buvo nustatyta, kad monofenolinés rtgStys yra silpnesni antioksidantai, nei
polifenolinés. Taip pat hidroksi grupiy buvimas fenolio ziede orto arba para padétyse padidina
antioksidacinj aktyvuma [39]. Judros séklose didziausiais kiekiais buvo nustatyti Sie fenoliniai
junginiai — sinapinas (0,22 %), elago rugstis (0,11 %), sinapino rugstis (0,10 %), fenoliné rtgstis
(0,06 %) [40].

1.4.2. Sintetiniai antioksidantai

Populiariausi sintetiniai antioksidantai yra fenoliniai junginiai, tai biity butilhidroksianizolis
(BHA), butilintas hidroksitoluenas (BHT), butilhidrokvinonas (TBHQ), galo riigsties esteriai
(pavyzdziui propilgalatas (PG)) (Zr. 6 pav.). Sintetiniai fenoliniai antioksidantai dazniausiai turi
alkilo grupiy, tam kad padidéty jy tirpumas riebaluose ir aliejuose. Augaliniams aliejams pats
tinkamiausias antioksidantas yra TBHQ. BHA ir BHT, kurie yra stabilis $ilumai, todél daznai yra
naudojami stabilizuoti riebalus, kurie yra naudojami keptiems ar gruzdintiems produktams
gaminti. Galaty pagrindinis trikumas yra tas, kad jie su geleZies jonais suformuoja tamsius
darinius ir yra $ilumai jautras junginiai. Kai kurie antioksidantai, kaip BHA ir BHT, yra naudojami

norint sustiprinti sinergistinj antioksidanty poveikj [39].
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6 pav. Populiariausi sintetiniai antioksidantai [41]
1.5. Bioaktyviy junginiy iSskyrimo metodai

I§ augaly gauty bioaktyviy junginiy kokybinés ir kiekybinés analizés tikslumas priklauso
nuo tinkamai parinkto ekstrakcijos metodo [42, 43]. Ekstrakcija yra pirmasis zingsnis vedantis prie

tolesniy tyrimy. Pagrindiniai veiksniai darantys jtakg ekstrakcijos efektyvumui yra parinktas
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tirpiklis, temperatiira, slégis, laikas ir taip pat augalo biologiné struktiira [44]. D¢l tobulinamy
ekstrakcijos metody, farmacijos, maisto priedy pramoné labai susidoméjo biologiskai aktyviais
junginiais, gaunamais i$ augaliniy zaliavy [45, 46]. Biologiskai aktyvis junginiai yra i$skiriami i$
jvairiy augalo daliy, tokiy kaip lapai, stiebai, ziedai, séklos, vaisiai [47].

Augaliniai ekstraktai, gali biiti gaunami vykdant jvairius ekstrakcijos metodais. Sie metodai
tarpusavyje turi daug bendro: (1) iSgauti tiksling bioaktyviy junginiy grupe i$ augalo matricos; (2)
padidinti analizés metody selektyvuma; (3) padidinti biologiniy metody jautruma, padidinant
tiksliniy junginiy analizg; (4) konvertuoti biologiSkai aktyvius junginius j tokias formas, kurios
yra lengviau randamaos ir atskiriamos [42, 47].

Tradiciniams ekstrakcijos metodams yra priskiriama ekstrakcija vandens garais,
maceravimas ir Soksleto ekstrakcija. Sie metodai remiasi ekstrakcija skirtingais tirpikliais,
naudojant Silumag ir/arba maiSyma. Modernts/netradiciniai ekstrakcijos metodai yra
»draugiSkesni* aplinkai, nes yra maziau sunaudojama sintetiniy ir organiniy cheminiy medziagy,
sutrumpéja ekstrakcijos laikas, gaunama didesné iSeiga ir geresnés kokybés ekstraktas bei didesnis
bioaktyviy junginiy selektyvumas. Netradiciniams ekstrakcijoms metodams yra priskiriami —
ultragarsas, impulsinis elektrinis laukas, fermentiné hidrolizé, ekstruzija, mikrobanginis §ildymas,
ekstrakcija virSkriziniais skys¢iais ir ekstrakcija padidintame slégyje, naudojant jvairius tirpiklius
[47].

Ekstrakcijos efektyvumas dazniausiai priklauso nuo parinkto tirpiklio. Tiksliniy junginiy
poliskumas yra pagrindinis faktorius parenkant tinkamga tirpiklj [48]. Molekulinis giminingumas
tarp tirpiklio ir Zaliavos, masés mainai, aplinkos apsauga, toksiSkumas Zmogui yra pagrindiniai
kriterijai parenkant tinkamg ekstrakcijai tirpiklj, norint iSskirti bioaktyvius junginius. 7 lenteléje
yra pateikiami pavyzdZiai, kaip nuo parinkto tirpiklio priklauso iSskiriamy tiksliniy junginiy

grupés [47, 48].

7 lentelé. Tirpikliai ir juose tirpstancios junginiy klasés [47, 48]

Vanduo Etanolis Metanolis  Chloroformas Dichlormetanas Eteris Acetonas
Antocianinai Taninai Antocianinai  Terpenoidai Terpenoidai Alkaloidai  Flavanoidai
Taninai Polifenoliai  Terpenoidai Flavanoidai Terpenoidai
Saponinai Flavanoliai ~ Saponinai
Terpenoidai  Terpenoidai Taninai
Alkaloidai Flavonai
Polifenoliai
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1.5.1. Soksleto ekstrakcija

Vokiec¢iy chemikas Soksletas 1879 metais pasitilé §j ekstrakcijos metoda. IS pradziy Soksleto
ekstrakcija buvo naudojama norint iSskirti lipidy frakcija, ta¢iau dabar $is metodas yra naudojamas

ir kity junginiy i$skyrimui [49].

Kondensatorius

Ekstraktorius

Sifonas

Bandinys

Distiliavimo

kolba A— .

<+— Kaitinimo 3altinis

7 pav. Soksleto aparatas

Ekstrahuojama medziaga patalpinama ] ekstraktoriy, kuris uzpildomas kondensuotu
tirpikliu, kuris kondesuojasi kondensatoriuje 1§ distiliavimo kolbos. Kai tirpiklis ekstraktoriuje
pasiekia perpildymo lygj, tirpiklis per sifong patenka atgal j distiliavimo kolba. Sioje kolboje
1Sekstrahuota medziaga nuo tirpiklio yra atskiriama distiliavimo biidu ir tirpiklis vél kaupiasi
ekstraktoriuje. Sis procesas kartojamas tol, kol pasibaigia ekstrakcija (5. 7 pav.) [50].

Soksleto ekstrakcija gali biiti vykdoma naudojant jvairius tirpiklius. Nuo pasirinkto tirpiklio
priklauso ekstrakto iSeiga ir bioaktyviy junginiy sudétis [51]. Placiausiai naudojamas tirpiklis yra
heksanas. Heksano virimo temperatiira yra pakankamai Zema 63-69 °C ir gerai tirpina aliejus i$
augalinés zaliavos. Taciau heksanas yra priskiriamas prie oro uzterStumg didinanciy terSaly.
Alternatyviy tirpikliy, kaip izopropanolis, etanolis, vanduo, naudojimas padidéjo, norint iSvengti
aplinkos, sveikatos ir saugos problemy [50]. Naudojant alternatyvius tirpiklius gaunama mazesne
1Seiga, nes sumazeja molekulinis giminingumas tarp tirpiklio ir tirpinamos medziagos. Taip pat Sie
tirpikliai gali kainuoti brangiau. Ekstrakcijai vykdyti gali buti naudojami tirpikliy miSiniai, norint
padidinti skystosios fazés poliariSkuma. Pavyzdziui izopropanolio ir heksano miSinys padidina
iSeiga [52].

Soksleto ekstrakcijos efektyvumas priklauso nuo zaliavos matricos savybiy ir dalelio dydzio.
Kuo smulkesnés dalelés, tuo didesnis ekstrahuojamos zaliavos pavirSiaus plotas ir tuo didesné
iSeiga [53]. Po Soksleto ekstrakcijos, tirpiklis i§ ekstrakto yra pasalinamas garinant. Ekstrakcijos

ir garinimo metu naudojamos temperatiiros turi nemaza jtaka ekstrakto kokybei [51, 54].
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Pagrindinis Soksleto ekstrakcijos privalumas yra tas, kad $is metodas yra labai paprastas ir
pigus. Taip pat néra pasiekiama koncentracijy pusiausvyra, nes su kieta faze visada kontaktuoja
Sviezias tirpiklis [50, 55]. Didziausias trikumas yra tai, kad Si ekstrakcija trunka ilgai ir
sunaudojamas nemazas kiekis tirpiklio. Taip pat ekstrakcijos metu gali vykti kai kuriy junginiy
terminis skilimas, nes ilga laika ekstrakcija vyksta tirpiklio virimo taske [56]. Sis metodas yra

pamatinis metodas lyginant su kitais ekstrakcijos metodais.
1.5.2. Superkriziniy skysciy ekstrakcija

Kai tirpiklio slégis ir temperatiira pasiekia kritinius taSkus, jis tampa superkriziniu skysciu
(zr. 8 pav). Kritiné temperatiira — tai auksCiausia temperatira, kuriai esant dujos gali pereiti j
skys¢iy faze, padidéjus slégiui. O kritinis slégis — tai didziausias slégis, kuriam esant skystis gali
pereiti j dujine fazg, padidéjus temperatiirai. Esant Sioms saglygoms superkriziniai skysciai yra tarp
dujy ir skys¢iy, nes superkrizinio skyscio tankis yra panasus j skys¢iy, o klampumas j dujy.
Superkriziné biisena yra apibuidinama kaip biisena, kai skystis ir dujos néra atskiriamos viena nuo

Kitos arba tai yra biuisena, kurioje skystis yra suspaudziamas [57, 58].

Superkriti
1 nis
| skystis
1

Skystis

Slegis

Kietas

e

i Tc
TemperatQra

8 pav. Slégio ir temperatiiros diagrama, parodanti superkrizinj taska [59]

Superkrizinés ekstrakcijos metu augaliné zaliava yra patalpinama j ekstrakcijos cele (Zr. 9
pav.), kurioje yra jtaisytas temperatiiros valdiklis ir slégio j&jimo bei i§¢jimo voztuvai, tam kad
buity palaikomos reikalingos ekstrakcijos salygos. Pompa ekstrakcijos cele pripildo superkriziniu

skysciu. Skystis su iStirpusiais junginiais patenka j separatorius, kur jie yra atskiriami [50].
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9 pav. SKE-CO: ekstraktoriaus schema [60]

Slegio
reguliatorius

Tam, kad sékmingai biity atlikta superkriziné skysc¢iy ekstrakcija, biitina atsizvelgti i kelis

veiksnius — tinkamai parinktas superkrizinis skystis, augalinés zaliavos paruos§imas ir ekstrakcijos

salygos (slégis, temperatiira ir laikas) [50].

8 lenteléje matoma, kad kritiné temperattira dujy ir skys¢iy gali skirtis Simtais laipsniy, todél

galima jvairius superkrizinius skys¢ius pritaikyti specifiniams tikslams. PavyzdZiui, anglies

dioksido, etano ir etileno kritinés temperatiiros yra neaukstos, Sie superkriziniai skysciai gali buti

naudojami norint i$skirti kar$¢iui jautrius junginius, kaip skonj suteikianc¢ias medziagas, labilius

lipidus, reaktyvius monomerus. Junginiai, kurie yra maziau jautrlis temperatiirai, kaip polimerai,

ekstrahuojami Cgz ir C4 angliavandeniliais, kuriy kritiné temperatiira yra 100—150 °C. Kuo didesné

angliavandenilio molekuliné mase, kaip cikloheksanas ar benzenas, tuo akStesné kritine

temperatiira (250-300 °C) ir yra naudojami nelakiy junginiy iSskyrimui, kaip jvairiy naftos frakcijy

[61].

8 lentelé. Tirpikliy kritinés temperatiiros ir slégiai [61]

Tirpiklis Kritiné temperatiira, °C Kritinis slégis, bar
Anglies dioksidas 31,1 73,8
Etanas 32,2 48,8
Etilenas 9,3 50,4
Propanas 96,7 425
Propilenas 91,9 46,2
Cikloheksanas 280,3 40,7
Benzenas 289,0 48,9
Toluenas 318,6 41,1
Vanduo 374,2 220,5

25



Anglies dioksidas yra laikomas geriausiu tirpikliu. Jo kritiné temperattra yra apie 31-34 °C,
kuri yra artima kambario temperatiirai ir Zemas kritinis slégis (74 bar), dél ko galima ekstrakcija
vykdyti esant vidutiniam slégiui (nuo 100 iki 450 bar) [62]. Daugelis bioaktyviyjy junginiy, kaip
fenoliniai junginiai, alkaloidai, glikozidiniai junginiai, prastai tirpsta anglies diokside, todél jie
negali bati iSekstrahuoti [63].Vienintelis anglies dioksido trikumas yra tas, kad jis pasizymi mazu
poliskumu, todél jis tinka lipidy, riebaly ir mazo poliskumo medziagy ekstrahavimui. Dél mazo
anglies dioksido poliskumo buvo pradéti naudoti cheminiai modifikatoriai [64, 65]. Nedidelis
kiekis modifikatoriaus, gali padidinti anglies dioksido poliskuma [47, 66]. Modifikatoriais gali
buti metanolis, etanolis, acetonitrilas, acetonas, vanduo, etilo eteris ir dichlormetanas. Metanolis
yra dazniausiai naudojamas modifikatorius, nes jis geriausiai padidina anglies dioksido poliSkumag
ir yra maiSomas su anglies dioksidu iki 20 % [62, 64]. Tafiau naudojant metanolj kaip
modifikatoriy, turi buti naudojama aukStesné ekstrakcijos temperatiira, kad biity pasiekta
superkriziné busena, dél ko gali buti prarasta dalis termolabiliy junginiy [47]. Etanolis yra
geriausias modifikatorius, nes jis yra maziausiai toksiskas [62, 64].

Kitas svarbus veiksnys efektyviai ekstrakcijai yra augalinés zaliavos paruoSimas. Svarbu,
kad ekstrahuojamoje Zaliavoje nebiity didelio kiekio vandens. Didelis drégmés kiekis zaliavoje
gali sukelti mechaniniy problemy, gali susiformuoti ledo kams¢iai sistemoje [64]. Taip pat yra
svarbus augalinés Zaliavos daleliy dydis. Didelés dalelés gali prailginti ekstrakcijos laika, nes
ilgiau vyksta vidiné difuzija. Smulkios dalelés paspartina ekstrakcija, taciau taip pat gali sukelti ir
sunkumy, nes gali i8kilti problemy palaikant tinkama ir pastovy anglies dioksido srautg [50].

Nuo tiksliniy junginiy tirpumo ir/arba selektyvumo priklauso ekstrakcijos efektyvumas,
kuris yra pasiekiamas kontroliuojant superkrizinio skyscio temperatiirg ir tankj [67]. Dazniausiai
yra pageidautina, kad tikslinis junginis ar junginiai buty iSgaunami tomis saglygomis, kuriose jis
tampa tirpus skystyje, kad kity junginiy tirpumas biity kiek jmanoma sumazintas [68]. Ekstrakcijos
laikas irgi turi jtakos ekstrakto iSeigai ir sudééiai. Zemos molekulinés masés ir nepoliniai junginiai
yra geriau atskiriami nuo augalinés matricos ekstrakcijos metu, kai yra naudojamas anglies
dioksidas [67, 69].

Superkrizinés skys¢iy ekstrakcijos privalumai yra §ie: (1) superkriziniy skys¢iy difuzijos
koeficientas yra didesnis, mazesnis klampumas ir pavirSiaus jtempimas, dél ko yra efektyvesni
masiy mainai; (2) ekstrakcijos laikas yra trumpesnis, nei tradiciniy metody; (2) superkriziniy
skysCiy selektyvumas yra didesnis nei paprasty tirpikliy; (3) ekstrakcija gali biiti vykdoma
kambario temperatiiroje, todél yra i§saugomi temperatiirai neatspariis junginiai; (4) superkriziné

ekstrakcija yra aplinkai draugiska, nes mazais kiekiais yra naudojami organiniai tirpikliai [64].
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1.5.3. Ekstrakcija padidintame slégyje tirpikliais (EPS)

Ekstrakcija padidintame slégyje, tai yra kietos medziagos—skystis ekstrakcijos buidas, kuris
yra atlickamas esant aukS$tesnei temperattrai, kuri paprastai yra 50-200 °C bei esant slégiui tarp
10-15 MPa. Ekstrakcijos padidintame slégyje metodas yra panaSus j superkrizing ekstrakcija
tirpikliais, nes tirpikliai yra veikiami slégio, taCiau tirpiklis yra Zemiau kritinés biisenos.
Ekstrakcija yra vykdoma palaikant slégj, tam kad tirpiklis biity i§laikytas skystoje buisenoje, esant
aukStai temperatiirai. Taip pat greiciau tirpikliu yra uzpildoma ekstrakcijos celé ir padidéja
ekstrakcijos galia. Temperatiira pagreitina ekstrakcijos kinetikg ir tokiu biidu yra pasiekiama saugi
ir greita ekstrakcija [70-72]. Tipiné ekstrakcijos padidintame slégyje schema pateikiama 10
paveiksle [50].

Taip pat Siam metodui reikia mazesnio kiekio tirpiklio dél naudojamo ekstrakcijai slégio ir
temperattiros. Kuo aukstesné ekstrakcijos temperatira, tuo didesnis ekstrahuojamy junginiy
tirpumas, pagreitéja masés mainai, sumazéja klampumas ir pavirSiaus jtempimas, dél ko ir
padidéja iseiga [73]. Didziausias Sio metodo trikumas yra tas, kad ekstrakcijai yra naudojama
aukstesné temperatiira, dél ko gali buti prarasta dalis kar§¢iui neatspariy junginiy [50].

EPS ekstrakcijai yra daZniausiai naudojami organiniai tirpikliai. Taip pat gali biti
naudojamas ir vanduo, kuris dar yra vadinamas subkriziniu vandeniu [50, 74, 75]. Palyginus EPS
ir Soksleto ekstrakcijas, pastebima, kad EPS ekstrakcija sutrumpina ekstrakcijos laikg ir sumazina
tirpiklio kiekj [47, 72]. Siuo metu EPS gali biiti alternatyva superkrizinei CO; ekstrakcijai, norint
iSskirti polinius junginius [71].

Kaitinimao
skyrius

Azotas sistemos

isvalymui Sklende

Ekstrakcijos
celé

|
Tirpiklis Pompa Surinkimo talpa

10 pav. Ekstrakcijos padidintame slégyje ekstraktoriaus schema [50]
1.5.4. Fermentiné ekstrakcija
Superkriziné ekstrakcija ar ekstrakcija padidintame slégyje yra naudojama norint i$skirti

bioaktyvius junginius i$§ augaly. Organiniy tirpikliy naudojimas turi ir neigiamy aspekty tokiy kaip

pavojus saugai, dideli energijos iStekliai, Zema produkto kokybé, zala gamtai ir taip pat
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toksikologinis pavojus [76, 77]. Taip pat ne visada visi junginiai gali bati iSskirti naudojant
organinius tirpiklius, nes dalis bioaktyviyjy junginiy augalo matricoje yra pasiskirste lastelés
citoplazmoje, o kita dalis junginiy yra vandeniliniais arba hidrofobiniais rySiais sujungti su
polisacharidu ligninu, ir Sic junginiai negali buti iSskirti naudojant jprastinius tirpiklius.
Fermentiné ekstrakcija yra laikoma efektyviu ekstrakcijos metodu, norint iSskirti augalo matricoje
sujungtus junginius ir norint padidinti jy iSeiga [78].

Naudojant fermentus bioaktyviy junginiy ekstrakcijai yra alternatyvusis metodas
ekstrakcijoms, kurioms yra reikalingi jvairtis organiniai tirpikliai. Specifiniy fermenty, pavyzdziui
a-amilazé, pektinazé, naudojimas hidrolizei padidina iSeigg, nes yra hidrolizuojami lgstelés
sienelés struktiiriniai komponentai [78, 79]. Fermentinés hidrolizés metu yra gaunama didelé
iSeiga junginiy, tokiy kaip polisacharidai, aliejai, natiiralis pigmentai, skonj suteikiancios
medZiagos ir junginiai pasizymintys medicininiu poveikiu [80-82].

Fermentai yra ekstrakcijos katalizatoriai, kurie modifikuoja, sintetina ar atskiria bioaktyvius
junginius i§ augalinés zaliavos. Fermentiné hidroliz¢ iSsiskiria tuo, kad ji pasizymi selektyumu
esant Svelnioms sglygoms vandeniniuose tirpaluose [83, 84]. Fermentai turi savybe ardyti lasteliy
sieneles ir membranas, dél ko yra geriau isskiriami bioaktyviis junginiai [85].

Fermentiné ekstrakcija sulaukia vis daugiau démesio ir yra pritaikoma pramonéje, nes Sis
metodas yra priskiriamas ekologiSkoms technologijoms. Dalis fermenty jau yra pritaikyta
pramonéje, pavyzdziui proteazés ir lipazés — odos priezitros produktuose [86], fosfolipazé — s0jos
aliejaus rafinavime [87], pektinazés, celiulazés, hemiceliulazés yra pladiai naudojamos sulCiy
gamyboje, nes yra suardomos Igsteliy sienelés, dél ko yra iSgaunama sul¢iy daugiau, taip pat i$
suardyty lasteliy sieneliy yra atskeliami fenoliniai junginiai, dé¢l kuriy pageréja produkto kokybe
ir padidéja antioksidacinés savybés [88].

Kad efektyviausiai vykty fermentiné hidrolizé, biitina Zinoti katalizines fermento savybes,
optimalias veikimo salygas (pH, temperatira, laikas) ir parinkti tinkama fermenta ar jy
kombinacijg fermentuojamai augalinei zaliavai [88].

Fenoliniai junginiai (pasiZymintis antioksidacinémis savybémis) gali biiti atskirti nuo augaly
lasteliy sieneliy struktiiriniy komponenty, naudojant fermenting hidrolize¢, kuriai vykdyti yra
pasirenkamas fermentinis preparatas Viscozyme®L, kurio sudétyje yra keli fermentai
(karbohidrazes, kurios hidrolizuoja augalo lastelés sieneléje esancius polisacharidus) — celiulazés,
hemicelulazés, ksilanazés. Sis fermentinis preparatas yra naudojamas norint i$skirti ekstraktus is

griudy, sékly, jvairiy darzoviy, vaisiy arba uogy [89].
1.6. Procesy optimizavimas

Optimizavimas (proceso veikimo tobulinimas) atlickamas tam, kad biity gaunama maksimali

atsako verté. PavirSiaus atsako metodika yra statistinis metodas, kuris yra naudojamas siekiant
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pvertinti keliy veiksniy poveikj ir/ar jy sgveikg vienam arba keliems kintamiesiems. Centriskai
kompozicinis eksperimenty planavimas yra populiari pavirSiaus atsako metodikos forma, kuri yra
naudojama daugelyje moksliniy tyrimy norint optimizuoti procesy parametrus. Centriskai
kompozicinis eksperimenty planavimas yra labai efektyvus metodas, nes suteikia labai daug
informacijos apie kintamuyjy jtaka optimizuojamam procesui. Siam metodui reikia maZiau
eksperimenty, tam kad biity gaunami statistiskai patikimi rezultatai [90].

Centriskai kompozicinis eksperimenty planavimas gali buti atliktas dviem budais: centriniu
ir rotatabiliniu (Zr. 11 pav.)
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11 pav. Centrinis (a) ir rotatabilinis (b) centriSkai kompoziniai eksperimenty planaimai

Plane kintamyjy vertés yra uzkoduojamos. Faktoriniai taskai (pasirinkti ekstremumai

koduojami £1, 0 — centriniai taskai ir = — aSiniai taskai (Zr. 9 lentelé).

9 lentelé. UZoduotos ir tikrosios vertés

Uzkoduota verté Tikroji verté
-B Xmin
-1 [(Xmaxt Xmin)/2]-[ (Xmax-Xmin)/20t]
0 (Xmaxt Xmin)/2
+1 [(Xmaxt Xmin)/2]+[ (Xmax-Xmin)/20t]
+B Xmax

Cia: Xmin ir Xmax atitinkamai yra minimali ir maksimali x verté; a=2k’*; k yra kintamyjy
skaiCius.

Atsako kintamasis y gali buti iSreikstas kaip:

y="f(xx,)+e 1)

Cia: x1 ir X2 yra nepriklausomi kintamieji; f(x1x2) — pavir$iaus atsakas; € — eksperimentinés
klaidos narys

Pirmos eilés modelis turi linijing priklausomybe ir gali biiti iSreiksstas formule:

Y =B+ BiX + BoX, + BrX X, & (2)
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Cia: Bo — pastovus narys; Xij — nepriklausomi kintamieji; € — eksperimentinés klaidos narys.
Siekiant nustatyti kritinj taskg yra naudojama antro laipsnio polinominé lygtis [91]:
k K , &
y:ﬁ0+2ﬂixl+2ﬁiixi +Zﬂijxixj+g (3)
i=1 i=1 I<i<j
Cia: Bij — kvadratiniai parametro koeficientai; & — eksperimentinés klaidos narys; xij —

nepriklausomi kintamieji; k — kintamyjy skaicius.
2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas, jo apdirbimas

Tyrimams atlikti naudojamos 2015 m. derliaus Lietuvoje uzaugintos judros séklos. Séklos
iki tyrimy buvo laikomos gerai védinamame, tamsiame kambaryje. Séklos buvo susmulkintos
laboratoriniame cikloniniame maliine (Retch, Vokietija), naudojant 1,0 mm sietg ir suskirstytos j
skirtingo dydzio frakcijas naudojant 0,5 ir 0,23 mm dydzio akuciy sietelius i Sias frakcijas: 1,0—
0,5 mm, 0,5-0,23 mm, <0,23 mm. Daleliy procentinis pasiskirstymas sumaltose judros sé¢klose per
1 mm dydzio akutes ir jas prasijojus per 0,5 ir 0,23 mm akuciy dydzio sietus pateiktas 10 lentel¢je.
I§ gauty rezultaty matome, kad didziausia dalj sudaro stambiausia frakcija (55,43 %), o maziausia

— smulkiausia (<0,23 mm).

10 lentelé. Daleliy pasiskirstymas sumaltose judros séklose

Frakcijos dydis <0,23 mm 0,23-0,5mm 0,5-1,0 mm

% 19,00+0,75 25,57+0,87 55,43+0,51

2.2. Tyrimo metodai
2.2.1. Cheminiai reagentai ir medziagos

Tyrimams naudoti tirpikliai: heksanas (CsHu4), acetonas (CsHsO), etilo alkoholis (C2HsOH)
(Stumbras, Kaunas, Lietuva), metanolis (CH3OH), CO: dujos (99,9 %, Gaschema, Jonava,
Lietuva), distiliuotas vanduo (vandens gryninimo sistema Milipore, Bedford MA, JAV),
acetonitrilas (Sigma-Aldrich, Steinheim, VVokietija).

Naudoti reagentai: natrio chloridas (NaCl) (Lach-Ner, Brno, Cekija), dihidrofosfatas
(KH2PO4) (Panreac, Barselona, Ispanija), natriohidrofosfato—dodekahidratas (NazHPO4x12H20)
(Merck KGaA, Darmstadt, Vokietija), kalio chloridas (KCI) (Lach—Ner, Brno, Cekija), natrio
karbonatas (Na.COs) (Sigma—Aldrich, Tokyo, Japonija), Folin—Ciocalteu (Sigma—Aldrich, Buchs,
Sveicarija), kalio persulfatas (K2S,0s) (Lach—Ner, Brno, Cekija), ABTS™ (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Vokietija), fluoresceinas (Sigma—Aldrich, Steinheim, Vokietija), azobis (Sigma—
Aldrich, Steinheim, Vokietija), Galo riigstis (C7HsOs) (Sigma—Aldrich, Steinheim, Vokietija),
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DPPH (Sigma-Aldrich Steinheim, Vokietija), TROLOX (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija),
boro trifluoridas 24% metanolyje (Acros organics, Belgija), citriny raigstis (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Vokietija), Vyscozyme L (Novozymes, Bagsvaerd, Danija).

Kitos medziagos: mikrokristaliné celiuliozé (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV),

diatomitiné zemé (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, JAV).
2.2.2. Cheminés komponenty sudéties nustatymas
2.2.2.1. Drégmeés kiekio nustatymas

Drégmés kiekis judros séklose nustatytas remiantis LST ISO 712:2000 [92]. | iki pastovios
maseés iskaitintus biuksus 0,0002 g tikslumu pasveriama 3-5 g judros s¢kly (sumalty iki 0,5 mm
dydzio daleliy). Pasverti bandiniai dziovinami krosnel¢je, esant 100-105 °C temperatiirai. Pirma
karta bandiniai pasveriamas po 2 h, po to svérimai kartojami kas 30-60 min., kol dviejy
pakartotiny svérimy rezultatai skirsis 0,001-0,005 g. Prie§ svérima biuksai 20-25 min atSaldomi
eksikatoriuje. Eksperimentas kartojamas tris kartus.

Bandinio drégmés kiekis, iSreikStas procentais, apskaiciuojamas pagal formule:

X=(m1—m2)~100,% 4)
(ml - m)
Cia: m — biukso svoris, g; m1 — biukso svoris su bandiniu iki dZiovinimo, g; mz —biukso

svoris su bandiniu po dziovinimo, g.
2.2.2.2. Riebaly kiekio nustatymas Soksleto metodu

Riebaly kiekis nustatytas remiantis LST ISO 1443:2000 [93]. Isdziovintas iki pastovaus
svorio 3-5 g tiriamasis bandinys (gautas po drégmés matavimo) be nuostoliy perneSamas ant
filtrinio popieriaus. Filtras su bandiniu standZiai susukamas. Suvyniotas ] filtra bandinys
pasveriamas 0,0002 g tikslumu. Ekstrahuojama heksanu 6 h. Pasibaigus ekstrakcijai, bandiniai
iSimami 1§ ekstraktoriaus ir laikomi traukos spintoje, tam kad i§ tiriamosios Zaliavos pasiSalinty
heksano likuciai. Po to bandiniai 20-30 min dziovinami esant 100-105 °C temperatirai ir
pasveriami. Eksperimentas pakartojamas tris kartus.

Bandinio riebaly kiekis, iSreikStas procentais, apskaiiuojamas pagal formule:

(. (a=b)-100
m

% (5)

Cia: a — suvynioto j filtra bandinio svoris pries ekstrakcija, g; b — suvynioto j filtra bandinio

svoris po ekstrakcijos, g; m — analizei paimto méginio masé, g.
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2.2.2.3. Baltymy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Baltymy kiekis Kjeldalio metodu yra nustatytas remiantis LST ISO 20483:2006 [94].
Kjeldalio kolboje pasveriama apie 1 g sumalty (0,5 mm) judros sékly. Atlieckamas méginio
mineralizavimas atliekamas koncentruota H.SO4 (20 ml) ir katalizatoriaus tablete (sudétis: K2SOs;
CuSO4*5H,0; TiO»). Kolba elektriniu kaitintuvu kaitinama (68—72 °C temperatiira), kol tirpalas
kolboje tampa skaidrus, melsvai-zalsvo atspalvio. Pasibaigus kaitinimui kolbos atvésinamos.

Gautas mineralizato tirpalas distiluojamas vandens garais automatine distiliavimo jranga 5
min. ISsiskyr¢ amoniako garai kondensuojami grjztamajame Saldytuve ir surenkami distiliato
surinkimo kolbutéje. | distiliatg jlasinus TaSiro indikatoriy titruojama 0,01 N HCI, kol Zalsva
bandinio spalva pakinta j pilkai violeting. Eksperimentas kartojamas tris kartus.

Lygiagreciai atlickamas kontrolinis bandinys, j distiliacijos kolba vietoje mineralizato pilant
20 ml konc. H2SOs.

Azoto kiekis, iSreikStas procentais, apskai¢iuojamas pagal formule:

L4001V -Ve) o
m

(6)

Cia: 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,01 N HCI; V1 — 0,01 N HCI kiekis, sunaudotas
i§ distiliuojamo mineralizato i$siskyrusiam amoniakui sujungti, ml; Vo — 0,01N, sunaudotas
tus¢iajam méginiui nutitruoti, ml; m — pasvertas analizei medziagos kiekis, g; 0,01 — druskos
rigsties, naudotos titravimui, normalingumas.

Baltyminiy medziagy kiekis apskaiiuojamas, padauginus nustatyta azoto kiekj 1§

perskai¢iavimo koeficiento 6,25.
2.2.2.4. Mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

Mineraliniy medziagy kiekis judros séklose nustatytas remiantis LST ISO 2171:2007 [95].
I tiglj 0,0002 g tikslumu pasveriama 2—5 g tiriamyjy judros sékly (sumalty iki 0,5 mm dydZio).
Bandinys apanglinamas elektrine plytele (1-2 h), kol i$ tiglio nustoja rtikti dimai. Po to tiglis
perkeliamas | mufelj, jkaitinta iki 600—650 °C temperatiiros. Mufelyje deginama tol kol dviejy
nuosekliy svérimy rezultatai skiriasi 0,0001-0,0005 g. Deginimas trunka apie 15-16 h.
Eksperimentas kartojamas tris kartus.

Peleny kiekis, iSreikStas procentais, apskaiiuojamas pagal formule:

‘= (m, —m)-100
m-m

% 7

Cia: m — tiglio svoris, g; m1 —tiglio svoris su bandiniu, g; mz — tiglio svoris su pelenais, g.
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2.2.3. Tyrimy eiga

IS judros sékly siekiant iSgauti funkcionaliaisiais komponentais praturtintus ekstraktus,
taikyti jvairGs ekstrakcijy metodai. 12 paveiksle pateikiama ekstrakty gamybos ir tyrimy schema.

Soksleto ekstrakcija naudojant tirpiklj heksang buvo atlikta su visomis daleliy frakcijomis
esant 68—72 °C, 360 min.

SKE-CO> esant 40 °C temperatirai ir 36 MPa slégiui buvo atlikta su visomis daleliy
frakcijomis, 0 SKE-CO> esant 70 °C temperatiirai ir 45 MPa slégiui atlikta su 0,5-1,0 mm ir 0,23—
0,5 mm daleliy frakcijomis. Su smulkiausia frakcija SKE-CO. atlikti nepavyko, nes bandinys
ekstrakcijos inde susipresuoja.

Po SKE-CO; liekana (0,23-0,5 mm) buvo toliau ekstrahuojama taikant pakoping
ekstrakcijos metodika tirpikliais padidintame slégyje; acetonu, etanoliu ir vandeniu. Gauta Kietoji
lieckana po ekstrakcijos etanoliu buvo toliau apdirbama taikant fermentine hidrolize, kaip
fermentinj preparatg naudojant Viscozyme L. Fermintiné hidrolizé taikyta siekiant atlaisvinti
bioaktyvius komponentus. Fermentacija atlikta naudojant skirtingo riigstingumo buferinius
tirpalus (pH=3,5 ir 4,5). Fermentuota liekana ekstrahuota padidintame slégyje naudojant vanden;.

Matematinis optimizavimo planas ekstrakcijai heksanu padidintame slégyje buvo atliktas su
0,23-0,5 mm dydzio frakcija. Nustacius optimalias salygas, ekstrakcija buvo pakartota su 0,5-1,0
mm ir <0,23 mm dydZio frakcijomis.

Bandiniy liekany antioksidacinés savybeés po taikyty ekstrakcijos metody buvo
analizuojamos $iais metodais: Folin-Ciocalteu ‘s, DPPH’, ABTS™" ir ORAC taikant QUENCHER
procediirg.

Lipofiliniy ekstrakty (aliejy), gauty po Soksleto, SKE-CO: ir ekstrakcijos padidintame
slégyje heksanu, antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas naudojant L-ORAC metodika (pritaikytas
lipofiliniams ekstraktams ORAC metodas), naudojant chromatografinius metodus nustatyta
lakiyjy riebaly riigs¢iy kompozicija bei tokoferoliy kiekiai, 0 oksidacinis stabilumas ismatuotas
Oksipres metodu.

Gauty ekstrakty antioksidacinis stabilumas nustatytas naudojant Folin-Ciocalteu ‘s, DPPH",

ABTS"" ir ORAC metodus taikant tradicine tyrimy procedirg.
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2.2.3.1. Soksleto ekstrakcija

Soksleto ekstrakcija atlikta remiantis Luque de Castro (1998) metodika [96] naudojant
automatinj Soksleto ekstraktoriy (Behr Labor-Technik, Diisseldorf, VokKietija). 20 g susmulkinty
sekly suskirstyty j frakcijas (1,0-0,5 mm, 0,5-0,23 mm, <0,23 mm) susukama j filtrinj popieriy.
Prie§ ekstrakcijg paketéliai yra pasveriami analitinémis svarstyklémis. Ekstrakcijai vykdyti
naudojamas tirpiklis heksanas. Ekstrakcija vykdoma 6 h, palaikant 68-72 °C temperatiirg. Po
ekstrakcijos gautas ekstraktas garinamas rotaciniu garintuvu (Biuchi labortechnik AG, Konztanz,
Sveicarija) ir prapu¢iamas azoto dujomis, tam kad baty pasalintas tirpiklis. Ekstraktai sveriami
analitinémis svarstyklémis ir paskai¢iuojamos iSeigos g/100 g. Ekstraktai saugomi rudo stiklo
buteliukuose Saldiklyje iki kity tyrimy.

Po ekstrakcijos gauta liekana dziovinamas 24 h 40 °C iki pastovios masés. Paskai¢iuojamas
svorio pokytis pries ir po ekstrakcijos. Sausa liekana saugoma sandariai uzdarytuose maiseliuose,

tamsioje sausoje vietoje.
2.2.3.2. Superkrizine ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE - CO»)

Ekstrakcija atlikta ,,Helix* ekstrakcijos sistema (Applied Separation, Allen—-town, PA, JAV),
naudojant 99,9 % grynumo CO- (Gaschema, Jonava, Lietuva) dujas.

20 g sumaltos ir isskirstytos j frakcijas (1,0-0,5 mm, 0,5-0,23 mm, <0,23 mm) tiriamosios
medziagos sudedama j 50 cm?® cele. Celés abu galai uzkem$ami absorbentu — vata. Ekstrakcija
vykdoma esant 2 L/min (jprastomis sglygomis) CO> srautui. Ekstrakcijai reikalinga temperatiira ir
slégis yra kontroliuojami automatiniu biidu, o laikas reguliuojamas rankiniu bidu. SKE — CO>
vykdyta esant dvejoms salygoms:

1. Temperatiira — 40°C, slégis — 36 MPa, laikas — 240 ir 360 min;
2. Temperatira — 70°C, slégis — 45 MPa, laikas — 270 min.

Statiné ekstrakcija vykdoma 10 min. Pasibaigus statinei ekstrakcijai, vykdoma dinaminé.
Ekstrakcijos metu iSsiskiriantis ekstraktas renkamas j permatomo stiklo buteliukus, kurie 1§ anksto
yra pasveriami. Po ekstrakcijos buteliukas su ekstraktu paliekamas kambario temperatiiroje, tam
kad nugaruoty ekstrakte likes anglies dvideginis. Buteliukas yra sveriamas ir paskai¢iuojama
iSeiga g/100 g. Ekstraktas saugomas rudo stiklo buteliukuose ir uzSaldomas iki sekanciy
eksperimenty. Liekana po ekstrakcijos saugomas sandariai uzdarytuose maiseliuose, tamsioje

sausoje vietoje.
2.2.3.3. Ekstrakcija padidintame slégyje (EPS)

Ekstrakcija atlikta su ekstrakcijos sistema ASE (Dionex ASE 350, Dionex Corporation,
Sunnyvale, JAV).
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Naudojant EPS buvo atliktas optimizavimas su 0,5-0,23 mm frakcija, naudojant tirpiklj
heksang. Siekiant i$ judros sékly iSekstrahuoti polines medziagas, po SKE — CO> (daleliy dydis —
0,5-0,23 mm) buvo atlikta daugiapakopé ekstrakcija padidintame slégyje acetonu ir etanoliu, esant
70°C temperatiirai 20 min ir atliekant 3 ciklus, bei su vandeniu, esant 70°C temperatiirai 6 min ir
atliekant 3 ciklus. Acetonas, etanolis ir vanduo pasirinkti dél jy savybiy selektyviai tirpinti
skirtingo poliskumo junginius.

Organiniai tirpikliai buvo pasalinti rotaciniu garintuvu. Vandeniai ekstraktai isdziovinami
taikant liofilizacijos metodg. Sukoncentruoti ekstraktai laikomi Saldytuve (-18 °C) tamsiuose

buteliukuose.
2.2.3.4. Fermentiné hidrolizé

3,5g judros sékly po ekstrakcijos padidintame slégyje etanoliu, 0,5-0,23 mm dydzio,
sumaiSoma vandeniniame tirpale (citratinis buferis pH 3,5 ir 4,5) kiiginiuose uzsukamuose
mégintuvéliuose, j kuriuos automatine pipete pridedama 197 ul fermentinio preparato (Viscozyme
L). Fermentiné hidrolizé trunka 6 h 15 min pastoviai purtant ir palaikant 50 °C temperatirs.
Fermentiné hidroliz¢é inaktyvuojama 100 °C 10 min laikant vandenyje, o po to atsaldant lediniame
vandenyje 10 min. Lygiagrediai yra padaromas kontrolinis méginys nenaudojant fermentinio
preparato.

Po fermentinés hidrolizés, méginiai yra centrifuguojami (400 rpm, 10 min), vandeniné faze¢
yra atskiriama. Vandeniné faz¢ ir liekana yra liofilizuojami. Sausas ekstraktas ir sausas likutis yra
saugojami stiklo buteliukuose Saldiklyje iki kity tyrimy. Ekstrakcijos iSeigos iSreiSkiamos g/100 g

fermentuojamos Zaliavos.
2.2.3.5. Ekstrakcijos padidintame slégyje heksanu (EPS) planavimas

EPS optimalios salygos didziausiai ekstrakto iSeigai gauti, naudojant tirpiklj heksana,
nustatytos atlikus matematinj centriskai kompozicinj eksperimenty planavimag (CCD — central
composite design) atsako pavirSiaus metodu, naudojant statisting programa Design — expert 7.0.0.
(,,Stat—Ease Inc“, Mineapolis, JAV). Optimizuojant EPS metodg, buvo kei¢iami trys parametrai —
temperatiira, laikas ir tirpiklio tiris. Tyrimy duomenys iSanalizuoti dispersinés ir koreliacinés—
regresinés analizés metodais. Atlikta dvideSimt cikly, skirtingomis salygomis, su trimis
pakartojimais. Ekstrakcijos temperatiira (A), laikas (B) ir tiiris (C) uzkoduoti trimis lygiais (-1, 0,
+1). Sie trys parametrai svarbiis ekstrakcijos iSeigai (Y, g/100 g). Nepriklausomi kintamieji

pavaizduoti 11 lenteléje.
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11 lentelé. Patikrinti faktoriai ir lygiai projektuojant eksperimenta

] o Nepriklausomi UzZkoduoti lygiai
Simboliai ) o
kintamieji -1 0 1
T (°C) 80 100 120
B t (min) 10 15 20
V (%) 70 100 130

Ekstrakcijos 18eiga (Y, %) apskai¢iuojama pagal formule:

3 3 3 3
Y =bg + Zbixi +Zbiixi2 +ZZbijxin
i=1 =1 i=1 j>1 (®)

Cia: bo— laisvasis statistinio modelio narys; bi — pagal eksperimento rezultatus apskaigiuoti
pirmo laipsnio statistinio modelio koeficientai; bij — lygties koeficientai jvertinantys porinés
saveikos efektus, i#].

Modelio adekvatumas nustatytas jvertinant koeficienty reikSminguma, regresijos koeficienta
(R?) ir Fiserio testo verte (F), gautg dispersinéje analizéje (ANOVA). Pavirsiaus atsako metodas
ir kontliry plotas sukurtas naudojant kvadratinj daugianarj. Nepriklausomas kintamasis su
maziausiu atsako efektu laikomas centringje tasko vertéje, o kity dviejy kintamyjy lygiai

eksperimento svyravimo metu kei¢iami.
2.2.4. Antioksidaciniai ekstrakty ir kietosios frakcijos tyrimai

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas taikant tradicing tyrimy procedira.
Tyrimams paruosti koncentruoti ekstrakty tirpalai tirpinti vandenyje arba metanolyje,
priklausomai nuo jy tirpumo, kurie véliau buvo skiedZiami metanoliu arba vandeniu priklausomai
nuo tyrimams pasirinktos modelinés sistemos. Kadangi Soksleto, SKE-CO: ir EPS heksanu
ekstrakcijos metu gauti ekstraktai lipofiliski, todé¢l vietoje metanolio ar vandens tirpinimui
naudojamas 7 % RMCD tirpalas (50 % acetonas/50 % vanduo).

Tiriant kietosios frakcijos antioksidacinj aktyvuma taikyta QUENCHER procediira, Kietoji
frakcija yra maiSoma su mikrokristaline celiulioze. Si procediira atlickama pagal modifikuotg
Gdokmen et al. (2009) metodikg [97]. Tyrimams atlikti buvo ruoSiami skirtingy koncentracijy
pradinés bei po ekstrakcijy likusios liekanos ir celiuliozés miSiniai priklausomai nuo tiriamosios
sistemos.

Absorbcijos matuotos Spectronic Genesys 8 spektrofotometru. Antioksidacinio aktyvumo

matavimai kartoti 5—6 kartus.

2.2.4.1. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)

37



Bendras fenoliniy junginiy kiekis yra iSmatuojamas pagal modifikuotg Singleton, Orthofer
ir Lamuela-Raventos (1999) metodika [98] ir iSreiSkiamas galo ragsties ekvivalentais (GRE, mg
galo rugsties/g bandinio).

Taikant tradicing tyrimy analize¢ 150 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys)
sumaiSoma su 750 pl Folin — Ciocalteu s reagentu (2 M), pries tai §j reagenta praskiedus distiliuotu
vandeniu (1:9), po 3 min reakcijos jpilama 600 ul Na,COg tirpalo (75 g/1). Paruosti bandiniai
laikomi tamsoje 120 min. Absorbcija matuojama esant 760 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés
lygtis: y=0,0117x+0,0081; R? = 0,9976.

Atliekant QUENCHER procediirg j mégintuvélius dedama 10 mg pradinio misinio skiedinio
arba 10 mg mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui), jpilama 150 pl dist. H20 ir 750
ul Folin-Ciocalteu s tirpalo (0,1 ml Folin-Ciocalteu ‘s fenolinio reagento (2 N/0,9 ml dist. H20)
ir, po 3 min. reakcijos, 600 pul Na,COs (75 g/1). Galo rugsties kalibracinei kreivei paruosti 10 mg
mikrokristalinés celiuliozés sumaiSoma su 150 ul galo rigsties tirpalo (0-80 pg/ml dist. H20) arba
dist. H20 (kontroliniam bandiniui), 750 ul Folin-Ciocalteu's tirpalo ir 600 pl Na2COs (75 g/l).
Bandiniai purtomi 120 min., centrifuguojami (14000 aps./min., 5 min.). Absorbcija matuojama
esant 760 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,0108x+0,0024; R?=0,9999.

2.2.4.2. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH’) radikaly sujungimo metodas

DPPH" laisvyjy radikaly sujungimo geba iSmatuojama spektrofotometriSkai pagal
modifikuotg Brand-Williams, Cuvelier ir Berset (1995) metodikg [99] ir iSreiSkiama trolokso
ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (TEAGpepH, Mg Trolokso/g bandinio).

Taikant tradicing tyrimy analize 500 ul bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys)
sumaiSoma su 1000 pl DPPH’ radikalu iStirpintu metanolyje (esant 517 nm bangos ilgiui,
absorbcija lygi 0,800+0,010 A). Paruosti bandiniai laikomi tamsoje 120 min. Absorbcija
matuojama esant 517 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis: y=1,3284x-1,8618; R? =
0,9974.

Atliekant QUENCHER procediirg 10 mg bandinio arba celiuliozés (kontrolinis bandinys)
sumaiSoma su 500 pul metanoliu ir 1000 ul 897 umol/l DPPH™ metanoliniu. Kalibracinei kreivei
paruosti 10 mg mikrokristalinés celiuliozés sumaiSoma su 500 pl Trolokso tirpalo (0-60 umol/I
metanolio) arba metanolio (kontroliniam bandiniui) ir 1000 pul darbinio DPPH" tirpalo. Bandiniai
purtomi 120 min., centrifuguojami (14000 aps./min., 5 min.). Absorbcija matuojama esant 517 nm
bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis: y=1,422x-1,3594; R?=0,9966

38



2.2.4.3. 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono rigsties (ABTS™) laisvyjy radikaly

sujungimo metodas

ABTS™ laisvyjy radikaly sujungimo geba iSmatuojama spektrofotometriskai pagal
modifikuota Re ir kt. (1999) metodika [100] ir iSreiSkiama Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu
aktyvumu (TEAGagTs, mg Trolokso/g bandinio). Stabilus ABTS"" radikalai gauti sumaisius 50 ml
ABTS™ tirpalo (2 mmol/l fosfatinio PBS buferinio tirpalo, ruo$iamo 1 1 dist H2O istirpinant 8,18
g NaCl, 0,27 g KH2PO4, 1,42 g Na2HPO4 ir 0,15 g KC1 (pH = 7,4)) su 200 pl K2S20s tirpalo (70
mmol/I dist. H20) ir iSlaikant gautg mi$inj tamsoje 1618 val. Darbinis ABTS'* tirpalas ruo$iamas
praskiedziant koncentruotg misinj PBS buferiniu tirpalu iki 0,700+0,005 absorbcijos vertées 734
nm bangos ilgyje.

Taikant tradicing tyrimy analiz¢ 25 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys)
sumaiSoma su 1500 ul darbinio ABTS™ tirpalo. Paruosti bandiniai laikomi tamsoje 120 min.
Absorbcija matuojama esant 734 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,0659x-0,2274;
R?=0,9989.

Atlieckant QUENCHER procediirg j mégintuvélius dedama 10 mg pradinio mis$inio skiedinio
arba 10 mg mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui), jpilama 25 pl metanolio ir 1500
ul darbinio ABTS" tirpalo. Kalibracinei kreivei paruo$ti 10 mg mikrokristalinés celiuliozés
sumaiSoma su 25 pl Trolokso tirpalo (0—1000 pumol/l metanolio) arba metanolio (kontroliniam
bandiniui) ir 1500 pl darbinio ABTS™ tirpalo. Bandiniai purtomi tamsoje 120 min.,
centrifuguojami (14000 aps./min., 5 min.). Absorbcija matuojama esant 734 nm bangos ilgiui.
Kalibracinés kreives lygtis: y=0,0686x-1,4856; R? =0,9962

2.2.4.4. Deguonies radikaly absorbcijos pajéegumo nustatymas (ORAC)

ORAC tyrimas atliktas pagal Prior ir kt. (2003) pasitilyta metodikg su neZymiais pakeitimais
[101] ir iSreiskiama Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (TEAGorac, mg Trolokso/g
bandinio). Eksperimentas pagristas peroksido radikaly suri§imu, kurj generuoja azobis (AAPh).
Pirmiausiai yra ruosiami fluoresceino tirpalai:

1. RuoSiamas S1 tirpalas. ] 100 ml matavimo kolbg yra pasveriama 0,045 g fluoresceino
milteliy ir uZpilama dalimi PBS tirpalo. Tirpinama ultragarso vonel¢je, kol fluoresceino
milteliai iStirpsta. Po tirpinimo fluoresceino tirpalas praskiedziamas PBS tirpalu iki
Zymes.

2. Tirpalo S2 ruosimui, paimama 0,5 ml S1 ir 100 ml matavimo kolboje praskiedziama PBS
tirpalu iki Zymés.

3. S3ruoSiamas paimant 0,8 ml S2 tirpalo ir 50 ml matavimo kolboje praskiedziant iki PBS
tirpalu iki Zymés.
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Taikant tradicing tyrimy analize 25 pl bandinio arba metanolio (tuS¢ias bandinys) ir 120 pl
fluoresceino supilama j supilamas j juoda nepermatoma 96 sulinéliy 1€kstele. Inkubuojama 15 min,
esant 37 °C temperatirai. Po inkubacijos su daugiakanale pipete jpilame 25 ul AApH.
Fluorescencija matuojama 120 cikly (ciklo trukmé 1,1 min). Po kalibracine kreive esantis plotas
(AUC) kiekvienam bandiniui apskaiiuojamas integruojant santyking fluoresceino kreive.
Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,1297x+3,5824; R? = 0,9576.

AUC apskaiciuojamas pagal formule:

=120 §

AUC =1+ > (9)

i=1 To

Cia: fo — pradiné fluoresceino verté (0 min); fi — fluoresceino verté tam tikra laika (i—taja
min).

Atliekant QUENCHER procediirg i mégintuvélius dedama 10 mg pradinio miSinio skiedinio
arba 10 mg mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui) sumaiSoma su 150 pl PBS tirpalu
ir 900 pl fluoresceinu (S3 tirpalas). MaiSoma 10 s, purtoma 250 rpm 60 min tamsoje ir
centrifuguojama 4500 rpm 5 min. Optiskai skaidrus skystis (175 pl) pipete supilamas i juoda
nepermatoma 96 Sulinéliy lékstele. Inkubuojama 15 min, esant 37° C temperatiirai. Po inkubacijos

su daugiakanale pipete ipilame 25 pl AApH. Fluorescencija matuojama 150 cikly (ciklo trukmé
1,1 min). Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,2062x+1,2901; R? = 0,9846.

2.2.5. Riebaly oksidacijos kinetikos ir stabilumo tyrimai
2.2.5.1. Peroksidy skaiciaus nustatymas jodometriniu metodu

Peroksidy skaicius parodo, kiek tiriamuose riebaluose yra junginiy (peroksidy ar i juos
panasiy riebaly oksidacijos produkty), kuriuos atliekant analize¢ oksiduoja jodidas. Tai svarbus
riebaly kokybés rodiklis, 1§ jo sprendziama apie riebaly sugedimo laipsnj. Peroksidy kiekis judros
lipofiliniuose ekstraktuose nustatytas remiantis Drégmes kiekis judros séklose nustatytas remiantis
LST EN 1SO 3960:2010, matavimo vienetas — mekv/1000 g [102].

Analitinémis svarstyklémis pasveriamas riebaly bandinys 540,05 g. Pasverti riebalai
i§tirpinami chloroformo ir ledinés acto rtgsties (2:3) tirpale ir jpilama 0,5 ml Svieziai paruosto
sotaus KIJ tirpalo. Gautas miSinys plakamas 1 min. Méginys praskiedziamas 30 ml distiliuotu
vandeniu ir titruojamas 0,01 N natrio tiosulfato tirpalu. Titravimui naudojami keli laSai
indikatoriaus — 1 % krakmolo kleisterio. Titruojama, kol pranyksta mélyna spalva. Lygiagreciai
atlickamas kontrolinis meéginys, lygiai tokiomis pat saglygomis, tik be riebaly. Peroksidy kiekis
iSreiSkiamas mekv aktyvaus deguonies/1000 g aliejaus. Peroksidy kiekis apskai¢iuojamas pagal

formulg:
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(V —V,)- N -1000
m

PS = (10)

Cia: V, V1 — natrio tiosulfato tirpalo kiekiai sunaudoti nutitruoti tiriamajam ir kontroliniam

méginiams, ml; N — natrio tiosulfato koncentracija; m — riebaly masé naudota tyrimui, g.
2.2.5.2. Aliejaus oksidacinio stabilumo nustatymas Oksipres metodu

Instrumentiniu Oksipres metodu nustatant aliejaus indukcinj periodg valandomis (toliau IP,
h), tirilamas aliejaus stabilumas oksidacijai aukstoje temperatiroje (110°C), esant deguonies
slégiui [103].

Analitinémis svarstyklémis pasveriama 540,001 g tiriamojo aliejaus ir patalpinamas |
reakcijos celg. Oksidacinis stabilumas tiriamas 110 °C temperatiiroje, esant 5 bar deguonies
slégiui. Sis tyrimas atlickamas 6 valandas. Prietaisas bréZia deguonies slégio kitimo kreive ir

apskaiciuoja indukcinj perioda valandomis (IP) (zr. 13 pav.).

7 -
6,5 1
s
O
4 6 A
&
Z Indukcinis periodas
5,5
5 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Trukmé, val

13 pav. Oksipresu uzrasyta oksidacijos kinetiné kreivé ir indukcinio periodo nustatymo

liestinés [104]
2.2.6. Riebaly riigsciy kompozicijos nustatymas dujy chromatografijos metodu

Riebaly riigyciy kompozijos tyrimas atliktas remiantis W. Moreda ir kiti (2001) metodika su
nezymiais pakeitimais [105]. Trigliceridy esterinimui ir laisvy rtg$c¢iy apmuilinimui 0,5 g aliejaus
ir 4 ml metanolinio NaOH (0,5 N) supilama j 50 ml apvaliadugne kolbg ir kaitinama su grjztamuoju
Saldytuvu, kol iSnyksta riebaly faz¢ (apie 5-10 min). Virimui sulyginti galima jdéti pemzos
gabaliuka.

Esterifikavus riebalus per Saldytuvo virSy jpilama 5 ml 24 % Boro trifluorido/metanolio
komplekso ir verdama dar 2 min., atS§aldoma 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.
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Analizé atlikta dujiniu chromatografu HRGC 5300 (Mega Series, Carlo Erba, Milan, Italija)
naudojant liepsnos jonizacinj detektoriy su poline SPTM-2560 kolonéle (100 m ilgio, 0,25 mm
vidinio skersmens, adsorbento sluoksnis 0,20 um (Supelco, Bellefonte, PA, JAV). Krosnies
temperatiira buvo uzprogramuota nuo 80 °C ir didéjant iki 240 °C kas 4 °C/min. InZektoriaus
(bandinio jleidimo kameros) temperatiira 220 °C, o detektoriaus — 240 °C. Jleisto bandinio kiekis
— 1 pl. Junginiams identifikuoti naudotas etaloninis 37 riebaly rtigs¢iy miSinys (SupelcoTM).
Riigsc¢iy metilo esteriai identifikuojami pagal iSlaikymo laikus, o procentiné riebaly riig§¢iy sudétis

apskaiCiuojama smailiy plotus lyginant su etaloniniais smailiy plotais.
2.2.7. Tokoferoliy kiekio nustatymas efektyviosios skysciy chromatografijos metodu

Kiekybiné tokoferoliy analizé atlikta pagal Gruszkaand ir Kruk (2003) pasitlyta metodika
su nezymiais pakeitimais [106]. Efektyvioji skys¢iy chromatografija buvo atlikta naudojant Perkin
Elmer Series 200 HPLC sistema, naudojant atvirkstiniy faziy Cso kolonéle (250 mm ilgio, 4,6 mm
vidinio skersmens, Sum pory dydzio). Tokoferoliai i§ kolonélés i§plaunami naudojant acetonitrilo,
metanolio ir dichlormetano mi$inj (72/22/6, v/v/v). Mobiliosios fazés tekéjimo greitis buvo 1
ml/min, bandinio injekuojamas tiiris — 20 pl. Tokoferoliai aptinkami naudojant fluorescencijos
detektoriy, esant 290 nm suzadinimui ir 330 nm emisijai. Tyrimo trukmé — 20 min. Analités i§
kolonélés i$plaunamos: o-T — 13,5 min, B-T — 11,5 min, y-T — 11,0 min ir 6-T — 9,5 min.
Tokoferoliai identifikuoti palyginus jy sulaikymo laikus su standarty sulaikymo laikais.
Kiekybinam nustatymui buvo sudarytos kalibracinés kreivés tokoferoliams 0-10 pg/ml.
Tokoferoliy kalibraciniy kreiviy lygtys:

a-T y=926419,16x-50094,22; R* = 1,00;

B-T y=1569714,76x-18 876,34; R = 1,00;

0-T y=3045275,71x-129 477,66; R* = 1,00

v-T y=2 041788,93x+111 757,52; R2= 1,00

2.2.8. Ekstrakty analizé ultra efektyviosios skysciy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu (UHPLC-Q-TOF)

Preliminari ekstrakty analizé naudojant ultra efektyviosios skysciy chromatografijg atlikta
pagal V. Kraujalytés (2013) pasitilyta metodika su nezymiais pakeitimais [107]. Ekstrakty
chromatografiné analizé buvo atlikta Waters Acquity sistema (Waters, Milford, JAV), kuri buvo
sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru (angl. Q-TOF) (Bruker
Daltonic, Brémenas, Vokietija). Anali¢iy skirstymas atliktas atvirks¢iy faziy analitine kolonéle
Acquity BEH C18, Amide 2,1 x 100 mm, sorbento daleliy dydis — 1,7 um (Waters, Milford, JAV),
kuria buvo palaikoma 40 °C temperatiira. Eliuenty sistema: A — 0,4 % skruzdziy rtgstis (v/v), B —
100 % acetonitrilas. Judrios fazés tekmes greitis — 0,4 ml/min., jleidZiamas tiiris — 1 pl. Ekstrakty
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koncentracija 1 mg/ml. I$ kolonélés iSeinantys junginiai aptikti diody matricos detektoriumi
(DMD) esant 100—500 nm bangos ilgiui. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy detektorius buvo
nustatytas neigiamos elektrinés jonizacijos rezimu, kurio parametrai buvo kontroliuojami HyStar
programine jranga. Jonizacija buvo atlikta naudojant +4000 V jtampg, fragmentavimo celés jtampa
3 eV, azoto dujos buvo naudotos kaip iSpurskiancios (slégis 2 bar) ir dziovinancios dujos, kuriy
tekmés greitis 10 I/min. Chromatografiniy smailiy identifikavimas atliktas pagal analités,
standartiniy junginiy masiy spektrus, eliucijos trukmés sutapimg, MS/MS rezimu gautus
fragmentus bei lyginant juos su literatiros duomenimis ir duomeny bazése esancia informacija

(Metlin, Chemspider).
3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Judros sékly cheminiy komponenty sudétis

Judros sékly pagrindiniai cheminiai komponentai pateikiami 12 lenteléje ir palyginami su
kity mokslininky gautais duomenimis. I§ gauty duomeny matoma, kad baltymy (21,52 g/100 g) ir
riebaly (37,82 g/100 g) kiekiai gauti eksperimento metu jeina j teoriniy rezultaty ribas (baltymai
18,87-21,97 g/100g; riebalai 30,10—49,7 g/100 g). O peleny kiekis (4,21 g/100 g) gautas nezymiai
mazesnis (4,25-5,24 g/100 g). Teorinés cheminés sudéties vertés yra pateikiamos nemazos
apimties intervale, nes jy kiekiai priklauso nuo daugelio faktoriy, kaip paséliy auginimo ir klimato

salygos, dirvozemio sudéties [14].

12 lentelé. Judros sékly cheminé sudétis

Cheminés sudéties komponentas Nustatyta, g/100 g /100 g [111]
Baltymy kiekis 21,52+0,17 18,87-21,97
Riebaly kiekis 37,82+0,59 30,10-49,7
Peleny kiekis 4,21+0,08 4,25-5,24
Drégmeés kiekis 6,14+0,17 —

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés += SN.

Zubr (2003) [108] atliko tyrimus su judros séklomis augintomis Siaurés Europoje ir
Skandinavijoje. Buvo nustatyta, kad judros augimui ir cheminiy medziagy kiekiui daugiausiai
itakos daro klimato salygos ir dirvoZemio sudétis, nei judros veislé. Vidutinis judros aliejaus kiekis
buvo nustatytas 42,1 %, o baltymy — 43,3 %. Angelini ir kiti (1997) [109] atliko tyrimus su
se¢klomis, kurios buvo augintos VidurZemio jiiros klimato juostoje (Piza, Vidurio Italija). Ir gauti
rezultatai parode, kad didZiausias aliejaus kiekis yra 33 %. Tai jrodo, kad auksta temperatiira ir
nedidelis kiekis krituliy sumazina riebaly kiekj judros séklose. Taip pat aliejaus kiekis séklose
sumazg€ja, jei dirvozemyje yra nepakankamai azotiniy medziagy [110].
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3.2. Judros sékly ekstrakcija Soksletu bei gauty frakciju antioksidaciniy savybiuy

jvertinimas
3.2.1. Soksleto ekstrakcija

Su visomis judros sékly frakcijomis (<0,23 mm; 0,23-0,5 mm; 0,5-1,0 mm) atlikta Soksleto
ekstrakcija naudojant tirpikl; heksang. Eksperimento metu gautos lipofiliniy ekstrakty iSeigos

pateikiamos 13 lenteléje.

13 lentelé. Ekstrakty iSeigos, gautos atliekant Soksleto ekstrakcija

Ekstrakty iSeigos, g/100 g sékly
<0,23 mm 0,23-0,5mm 0,5-1,0 mm

46,29+0,33¢ 34,98+0,06° 31,44+0,352

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy toje pacioje eilutéje nurodo reik§mingus veréiy
skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).

I$ gauty rezultaty matoma, kad didziausia iSeiga gaunama i§ <0,23 mm frakcijos (46,29
g/100 g sékly). Apie 10 % mazesné iSeiga gauta i$ 0,23-0,5 mm frakcijos 34,98 g/100 g sékly.
Maziausia ekstrakto iSeiga gauta i$ stambiausios frakcijos (0,5-1,0 mm) 31,44 g/100 g sékly.

Kity autoriy tyrimuose [112] Soksleto ekstrakcijai buvo naudojamos iki 0,3 mm sumaltos
judros séklos (12 g). Ekstrakcija vykdyta 6 valandas. Gauta iSeiga 35,9 g/100 g sékly, kuri yra
artima ekstrakto iSeigai gautai i§ 0,23—0,5 mm frakcijos (34,98 g/100 g sékly), tac¢iau yra ~10%
mazesné palyginus i§ <0,23 mm frakcijos gauto ekstrakto iseiga (46,29 g/100 g sékly).

3.2.2. Lipofilinio ektrakto antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Lipofilinio ekstrakto, gauto Soksleto ekstrakcijos metu, antioksidacinis aktyvumas
iSmatuotas adaptuotu L-ORAC metodu. Antioksidacinis aktyvumas isreikstas ekstrakto masei bei

sékly masei. Rezultatai pateikiami 14 lenteléje.

14 lentelé. Ekstrakto gauto po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

B L-ORAC
Frakcijos
mg TE/g ekstrakto mg TE/g sékly
<0,23 mm 96,01+3,18% 44,44+1,47°
0,23-0,5 mm 101,04+3,15° 35,35+1,10°
0,5-1,0 mm 92,75+2,99° 29,16+0,94%

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).

Atskiry frakcijy antioksidacinio aktyvumo rezultaty vertés skyrési nereik§mingai (p < 0,05)
(92,75-101,04 mg TE/g ekstrakto). IS gauty rezultaty matoma, kad didziausiomis

antioksidacinémis savybémis pasizyméjo ektraktas, iSgautas i§ 0,23—0,5 mm frakcijos (101,04 mg

44



TE/g ekstrakto), kurio verté yra artima ekstraktui gautam i§ <0,23 mm frakcijos (96,01 mg TE/g
ekstrakto). Nezymiai mazesnj antioksidacinj aktyvuma turi 0,5-1,0 mm frakcijos ekstraktas 92,75
mg TE/g ekstrakto. Taip pat matoma, kad didelio statistinio skirtumo tarp L-ORAC verciy

ekstraktuose néra.
3.2.3. Liekanos po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Judros sékly lickanos po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas
naudojant DPPH’, ABTS™" ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-
Ciocalteu ‘s metodu taikant QUENCHER procediirg. Rezultatai pateikiami 15 lenteléje.

15 lentelé. Liekanos po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

BFJK DPPH’ ABTS™ ORAC
Frakcijos
mg GRE/g mg TE/g
<0,23 mm 21,82+1,89¢ 24,95+0,27° 83,10+0,98¢ 84,88+4,22¢
0,23-0,5 mm 16,88+0,95° 16,55+1,10° 78,59+1,10° 57,50+4,732
0,5-1,0 mm 11,38+0,952 11,01+0,39? 74,97+1,67° 65,98+5,40°

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus veréiy
skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).

BFJK verté kinta 11,38-21,82 mg GRE/g intervale. Didziausiu fenoliniy junginiy kiekiu
pasizyméjo <0,23 mm frakcijos liekana (21,82 mg GRE/g). Beveik dvigubai maZesniu fenoliniy
junginiy kiekiu pasizyméjo 0,5-1,0 mm frakcijos liekana (11,38 mg GRE/qg).

Palyginus radikaly blukinimo metodus DPPH" ir ABTS™, pastebima, kad didZiausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo <0,23 mm frakcijos liekana (TEAGpprr=24,95 mg TE/g;
TEAGABTs=83,10 mg TE/g), 0 maziausiu 0,5-1,0 mm frakcijos liekana (TEAGpppH=11,01 mg
TE/g; TEAGasTs=74,97 mg TE/Q).

Matuojant deguonies radikaly suri§imo gebg (ORAC) vertés kinta nuo 65,98 iki 84,88 mg
TE/g. Didziausig suriSimo gebg turi <0,23 mm frakcijos liekana (84,88 mg TE/g). Matuojant Siuo
metodu maziausig antioksidacinj aktyvuma turi 0,23-0,5 mm frakcijos liekana (57,50 mg TE/g),

atvirk$¢iai nei iSmatuotas kitais metodais.

3.3. Judros sékly ekstrakcija superkriziniu CO2 bei gauty frakcijy antioksidacinio

aktyvumo jvertinimas
3.3.1. Lipofiliniy ekstrakty isskyrimas superkriziniu CO>

SKE-CO; ekstrakcija vykdyta su visomis frakcijomis <0,23 mm, 0,23-0,5 mm ir 0,5-1,0 mm.
Ekstrakcijai vykdyti buvo pasirinktos dvi skirtingos procesy salygos. Pirmomis sglygomis buvo
pasirinktos optimalios burnoc¢io sékly SKE-CO; salygos (temperatira — 40 °C, slégis — 36 MPa)
[113]. Antrosios salygos buvo pasirinktos pagal kity tyréjy atliktus tyrimus, kur buvo nustatytos
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optimalios SKE-CO; salygos judros sékloms (temperatiira — 70 "C, slégis — 45 MPa) [112]. SKE-
CO: reikalingas laikas buvo nustatytas eksperimentiSkai analizuojant ekstrakcijos kinetika
palaikant pastovy tirpiklio srauta (2 L/min). Eksperimento metu kas 30 min buvo matuojama
ekstrakto iSeiga, eksperimentas buvo baigtas kai bendra ekstrakcijos iSeiga daugiau nedidéjo.
Grafikas vaizduojantis ekstrakto iSeigos priklausomybe nuo laiko pirmomis sglygoms (40

°C, 36 MPa) pavaizduotas 14 paveiksle.
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14 pav. Ekstrakty iSeigy priklausomybé nuo laiko, gauty atliekant superkrizing CO-
ekstrakcijg pirmomis sglygomis (40 °C, 36 MPa). e - <0,23 mm; m — 0,23-0,5 mm; A- 0,5-1,0
mm

I$ gauty rezultaty matoma, kad su 0,23-0,5 ir 0,5-1,0 mm dydzio frakcijomis didZiausia
ekstrakcijos iSeiga pasiekiama per 240 min, taciau ekstrakcijg vykdant su <0,23 mm frakcijos
bandiniu ekstrakcijos iSeiga nenusistovéjo. Todél buvo nuspregsta SKE-CO- vykdyti toliau kol bus
pasiekiama stabili ekstrakto iSeiga. I§ grafiko (Zr. 15 pav) matoma, kad didziausia iSeiga gauta
ekstrahuojant 360 min.

45
40
35
30
25
20
15
10

ISeiga, %

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Laikas, min

15 pav. Ekstrakto iSeigos priklausomybé nuo laiko, gauto atliekant superkrizing CO2 ekstrakcija
pirmomis sglygomis (40 °C, 36 MPa) su <0,23 mm dalelémis
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Grafikas vaizduojantis ekstrakto iSeigos priklausomybe nuo laiko, taikant antragsias salygas
(70 °C, 45 MPa, 2 L/min), pavaizduotas 16 paveiksle. I§ grafiko matome, kad SKE-CO> su 0,23—
0,5 ir 0,5-0,1 mm frakcijomis iSeiga nusistovi per 270 min. SKE-CO; su <0,23 mm frakcijos
bandiniu neatlikta. Dél didelio CO2 dujy slégio, bei auksStos temperatiros sgveikos bandinys

ekstrakcijos celéje susipresuoja ir ekstrakcija nevyksta.
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16 pav. Ekstrakty iSeigy priklausomybé nuo laiko, gauty atliekant superkrizing CO2
ekstrakcijg antromis sglygomis (70 °C, 45 MPa). m — 0,23-0,5 mm, A - 0,5-1,0 mm.

Eksperimento metu gautos ekstrakty iSeigos pirmomis (40 °C, 36 MPa) ir antromis (70 °C,

45 MPa) salygomis pateikiamos 16 lentel¢je.

16 lentelé. Ekstrakty iSeigos, gautos atliekant SKE-CO»

Ekstrakty iSeigos, g/100 g sékly

<0,23 mm 0,23-0,5mm 0,5-1,0 mm
| SKE-CO;

43,16+0,39¢ 34,1840,18° 21,110,762
Il SKE-CO;

- 35,35+0,40° 29,91+0,552

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy toje pacioje eilutéje nurodo reikSmingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Pirmomis ekstrakcijos salygomis (I SKE-CO2), matoma, kad iSeiga tarp skirtingy sékly
frakcijy kito plac¢iame intervale nuo 21,11 iki 43,16 g/100 g sékly. DidZiausia iSeiga gauta su
smulkiausia <0,23 mm frakcija (43,16 ¢/100 g sékly). Su 0,23-0,5 mm frakcija gauta 10 %
mazesné iSeiga (34,18 g/100 g sékly) nei su smulkiausia frakcija. O su 0,5-1,0 mm frakcija gauta
dvigubai mazesné iSeiga (21,11 g/100 g sékly) nei su <0,23 mm frakcija. Atromis ekstrakcijos
saglygomis (Il SKE-COy), gauta iSeiga su 0,23-0,5 mm frakcija yra gaunama apie 5 % didesné
(35,35 ¢/100 g sékly) nei su 0,5-1,0 mm frakcija (29,91 g/100 g sékly). Ekstrakty iSgava gauta
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skirtingomis sglygomis tarpusavyje reikSmingai nesiskyré (p>0,05) lyginant vidurinig (0,23-0,5
mm) bei smulkiausig (0,5-1,00 mm) frakcijas.

Palyginus SKE-CO: ir Soksleto ekstrakcijy iSeigas pastebima, kad su <0,23 mm ir 0,23-0,5
mm dydzio dalelémis iSeigy vertés yra panaSios. Atlikus SKE-CO2 su <0,23 mm frakcija gauta 3
% mazesné iSeiga, nei atlikus Soksleto ekstrakcijg (46,29 g/100 g sékly), o su 0,23-0,5 mm frakcija
atlikus SKE-CO- iseigos (34,18 ir 35,35 g/100 g sékly) yra gaunamos labai artimos Soksleto
iSeigai (34,98 g/100 g sékly). Didesnis skirtumas tarp iSeigy gautas ekstrahuojant 0,5-1,0 mm
frakcija.

Mokslingje literatiiroje [112] rastos SKE-CO; optimalios sglygos judros aliejaus i§gavimui
1§ sumalty sékly. Ekstrakcijai buvo naudojama 20 g iki 0,3 mm dydzio sumalty sékly.
Eksperimento metu buvo nustatytos Sios optimalios sglygos 45 MPa slégis, 70 °C temperatiira,
ekstrakcija vykdyta 250 min esant 1 I/min CO slégiui. Gauta iSeiga 25,1 %. Ekstrakcijos laikg

prailginus iki 510 min iSeiga pasiekia 31,6 %.
3.3.2. Lipofilinio ekstrakto antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Lipofiliniy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas adaptuotu L-ORAC metodu.
Antioksidacinis aktyvumas iSreik$tas ekstrakto masei bei sékly masei. Rezultatai pateikiami 17

lenteléje.

17 lentelé. Ekstrakto gauto po SKE-CO> antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Frakcijos HORAC
mg TE/g ekstrakto mg TE/g sékly

| SKE-CO;
<0,23 mm 44,4943 392 19,20+1,46"
0,23-0,5 mm 57,16+3,21°¢ 19,54+1,10¢
0,5-1,0 mm 56,70+2,46° 11,97+0,522

Il SKE-CO;
0,23-0,5 mm 48,65+3,27%® 17,20+1,16°
05—1,0mm 51,62+42,46" 20,59+0,98¢

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reikSmingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).

Ekstrakto gauto pirmomis salygomis (I SKE-CO2) antioksidacinis aktyvumas Kito intervale
44,49-57,16 mg TE/g ekstrakto. Didziausiu antioksidaciniu aktyviu pasizymi ekstraktas gautas i$
0,23-0,5 mm frakcijos (57,16 mg TE/g ekstrakto), kurio verté yra labai artima gauto i§ 0,5-1,0
mm frakcijos (56,70 mg TE/g ekstrakto). Maziausig antioksidacinj aktyvuma turi ekstraktas gautas
i§ pacios smulkiausios <0,23 mm frakcijos (44,49 mg TE/g ekstrakto. Ekstrakto gauto Il SKE-CO:

antioksidacinis aktyvumas kinta siaurame intervale (48,65-51,62 mg TE/g ekstrakto). Jvertinus
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antioksidaciniy savybiy skirtumus tarp ty paciy frakcijy, bet esant skirtingoms sglygoms,
pastebima, kad atliekant SKE-CO> pirmomis sglygomis, gaunamas ekstraktas turintis daugiau
antioksidaciniy junginiy savo sudétyje. Taip yra dél to, kad daugelis antioksidaciniy junginiy néra
stabiliis aukStoje temperatiiroje.

Soksleto metodu iSskirtas ekstraktas pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei
SKE-CO2 metodu. SKE-CO2 metodu isskirto ekstrato L-ORAC vertés kito nuo 44,49 iki 57,16 mg
TE/g ekstrakto. Du kartus didesnis antioksidacinis aktyvumas yra ekstrakty gauty Soksleto metodu
(92,75 — 101,04 mg TE/g ekstrakto. Ekstrakty, i$skirty taikant Soksleto ekstrakcijg heksanu,
didesnis antioksidacinis aktyvumas galéjo buti dé¢l to, kad Siuo metodu buvo iSekstrahuota daugiau

bioaktyviy junginiy.
3.3.3. Liekanos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Judros sékly liekanos antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas naudojant radikaly suri§imo
gebg DPPH’, ABTS™ ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-Ciocalteu s
metodu. Rezultatai pateikiami 18 lentel¢je.

18 lentelé. Liekanos po SKE-CO; antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

BFJK DPPH" ABTS™ ORAC
Frakcijos
mg GRE/g mg TE/g
| SKE-CO;
<0,23 mm 18,15+1,23° 16,82+0,47°  77,11£0,29° 69,56+5,57¢
0,23-0,5 mm 20,54+0,79° 22,10+1,20°  75,84+2,08° 82,91+7,62¢
0,5-1,0 mm 12,57+0,352 11,4740,72%  72,19£2,127 51,64+4,91°
Il SKE-CO;
0.23-0,5 mm 17,38+0,69" 16,18+0,42°  77,11£0,29° 37,13+2,87P
0,5-1,0 mm 11,511,032 11,28+0,50*  78,05+0,55° 22,601,132

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos maZosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

BFJK atlikus | SKE-CO; salygomis vertés Kinta nuo 12,57 iki 202,54 mg GRE/g. DidZiausia
fenoliniy junginiy kiekj turi 0,23-0,5 mm liekana (20,54 mg GRE/g), o maziausig — 0,5-1,0 mm
liekana (12,57 mg GRE/g). Atlikus Il SKE-CO> sglygomis didziausiu fenoliniy junginiy kiekiu
pasizymi 0,23-0,5 mm liekana (17,38 mg GRE/g), o maziausiu 0,5-1,0 mm liekana (11,51 mg
GRE/g), kurio verté yra panasi ] to pacio dydzio liku¢io po | SKE-CO> salygomis (12,57 mg
GRE/q).

Atlikus radikalo blukinimo metodg DPPH", pastebima, kad | SKE-CO> salygomis didZiausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizymi 0,23-0,5 mm liekana (22,10 mg TE/g), o du kartus mazesniu
—0,5-1,0 mm liekana (11,47 mg TE/Q), kurio verté yra lygi tos pac¢ios liekanos po Il SKE-CO:
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(11,28 mg TE/g). I8 kito radikaly blukino metodo ABTS™" matoma, kad tiek | SKE-CO: tiek Il
SKE-CO:> salygomis atlikus SKE-CO. vertés yra siaurame intervale 72,19-78,5 mg TE/g.
ReikSminio statistinio skirtumo tarp $iy ver¢iy néra. Didziausia antioksidacinio aktyvumo verté
gauta Il SKE-CO; salygomis su 0,5-1,0 mm liekana (78,05 mg TE/qg).

Atlikus deguonies radikaly suriSimo matavimus (ORAC), matoma kad I SKE-CO2 vertés
kinta nuo 51,64 iki 82,91 mg TE/g. Didziausia suri§imo geba pasizymi 0,23-0,5 mm liekana (82,91
mg TE/g), o maziausia — 0,5-1,0 mm liekana (51,64 mg TE/g). Il SKE-CO- liekanos deguonies
suri$imo geba yra Zymiai maZesné, vertes Kinta intervale 22,60-37,13 mg TE/g. Mazesné geba
gauta dél to, kad ekstrakcijai vykdyti buvo naudojama auksta temperatira (70 °C) ir dalis
bioaktyviy junginiy galéjo skilti.

Palyginus SKE-CO; ir Soksleto liekany antioksidacinius aktyvumus matoma, kad BFJK
kiekis liekanoje po Soksleto ekstrakcijos (11,38-21,82 mg GRE/q) ir liekanoje po SKE-CO>
(11,51-20,54 mg GRE/g) yra panaSus. Taip pat atlikus radikaly blukinimo metodus DPPH" ir
ABTS™ didelio skirtumo tarp liekany po Soksleto (TEAGpppn=11,01-2,82 mg TE/qg;
TEAGaeTs=74,97-83,10 mg TE/g) ir SKE-CO, (TEAGpprn=11,28-16,82 mg TE/g;
TEAGaBTs=72,19-78,05 mg TE/g) néra pastebima. Didesnis skirtumas pastebimas atlikus
deguonies radikaly suriS§imo matavimu ir matoma, kad po Soksleto ekstrakcijos liekana yra

aktyvesné (57,50-84,88 mg TE/g) nei po SKE-CO; esktrakcijos (22,60-82,91 mg TE/qg).
3.4. Judros sékly ekstrakcijos padidintame slégyje optimizavimas
3.4.1. FEksperimentinio modelio sudarymas ir optimaliy ekstrakcijos sqlygy nustatymas

Naudojant netradicinius padidinto slégio ekstrakcijos metodus yra sumazinamos tirpikliy
sgnaudos ir tuo paciu padidinamos ekstrakty iSeigos, dél ko sumaz¢ja vykdyti ekstrakcijai
reikalingi kastai. Norint tai pasiekti, biitina parinkti ekstrakcijai reikalingas optimalias salygas,
kaip laikas, slégis, temperatiira. IS pradziy ekstrakcijai heksanu padidintame slégyje atlikti buvo
pasirinkta smulkiausia frakcija (<0,23 mm), nes atliekant kitas ekstrakcijas, kaip Soksleto ar SKE-
CO2, buvo gaunamos didziausios iSeigos. Taciau atlikus matematinj optimizavimo plang buvo
gauti labai dideli nuokrypiai ir nepastebétas atsikartojamumas tarp rezultaty. Todél ekstrakcija
padidintame slégyje buvo atlikta su vidurinigja frakcija (0,23-0,5 mm), nes su Sia frakcija yra
gaunama antra pagal dydj iSeiga. EPS ekstrakcijos optimizavimas buvo atliktas parenkant tris
kintanc¢ias optimizavimo vertes: temperatiira (A), bendras ekstrakcijos laikas (B) ir tirpiklio tiiris
(C). Eksperimento optimaliy ver¢iy nustatymui, buvo naudojamas centriSkai kompozicinis planas.
Gauti eksperimento duomenys apdoroti Design-Expert 7.0. programa. Taip pat naudotas
pavirSiaus atsako metodas, nes iSeigos kiekis priklauso nuo keliy kintamyjy (temperatiiros, laiko

ir tirpiklio ttirio), o eksperimento tikslas — optimizuoti (gauti didziausig) iSeigg. Naudojant
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centriSkai kompozicin] plang buvo jvertinta kintamyjy jtaka lipofilinio ekstrakto iSeigai ir
parinktos optimalios kintamyjy vertés. Judros ekstrakto iSeigos analizei buvo sudarytas 3 kintan¢iy
parametry 20 cikly planas, kurj sudaré 6 centriniai taskai ir 14 faktoriniai taskai. Plano centriniy
tasky vertés — 100°C temperatiira, 15 minuc¢iy ir 100% tirpiklio tiirio. Pagal sudaryta centriskai
kompozicinj plang atlikus eksperimentg buvo gauta, kad lipofilinio ekstrakto iSeiga yra nuo 27,91

iki 33,12 g/100 g sékly (19 lentelé)

19 lentelé. Judros sékly ekstrakcijos parametrai pagal centriSkai kompozicinj plang ir gautos

1Seigos.

Eil. nr.  Temperatira, °C Laikas, min Tiris, % (ml) ISeiga, g/100 g sékly
1 80 10 70 (46,1) 27,91+0,332
2 120 10 70 (44,8) 30,61+0,31°¢
3 80 20 70 (45,2) 28,90+0,07°
4 120 20 70 (44,9) 31,95+0,02¢
5 80 10 130 (65,7) 28,05+0,082
6 120 10 130 (65,4) 30,54+0,49¢
7 80 20 130 (65,7) 29,20+0,11°
8 120 20 130 (65,3) 33,12+0,08"
9 80 15 100 (54,8) 29,34+0,06°
10 120 15 100 (55,0) 32,04+0,049
11 100 10 100 (55,6) 29,38+0,04°
12 100 20 100 (56,7) 31,730,081
13 100 15 70 (46,1) 30,67+0,09¢
14 100 15 130 (65,9) 31,36+0,03"
15 100 15 100 (56,1) 31,51+0,02
16 100 15 100 (47,5) 31,50+0,01
17 100 15 100 (54,3) 30,79+0,05%%
18 100 15 100 (54,2) 30,73+0,41°%
19 100 15 100 (54,7) 31,28+0,01°f
20 100 15 100 (54,4) 31,21+0,07%f

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Modelio analizé (ANOVA) pateikiama 20 lenteléje. Didelé modelio F-kriterijau reik§mé
(35,890) ir maza p-reikSme (<0,0001) parodo, kad modelis yra reik§mingas. Gautg determinacijos
koeficienta (R? =0,94) palyginus su teoriniu determinacijos koeficientu (R? =0,81) matoma, kad

modelis yra adekvatus ir yra pastebimas rySys tarp kintamyjy parametry vertés ir iSeigos kiekio.
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20 lentelé. Centriskai kompozicinio plano dispersin¢ analizé

Kintamieji Kvadraty Kvadraty F-kriterijus  p-reiksmé
suma vidurkis

Modelis 35,21 3,91 35,890 <0,0001 reikSmingas
A-Temperatiira 22,08 22,08 202,57 <0,0001
B-Laikas 7,07 7,07 64,88 <0,001
C-Turis 0,50 0,50 4,56 0,0584
AB 0,40 0,40 3,63 0,0858
AC 0,054 0,054 0,50 0,4959
BC 0,24 0,24 2,25 0,1647
A2 0,53 0,53 4,84 0,0524
B? 0,90 0,90 8,29 0,0164
C? 0,035 0,035 0,32 0,5823
Liekana (Residual) 1,09 0,11 - -

Klaidos tikimybé 0,51 0,10 0,89 0,5484 nereikSmingas

F — FiSerio kriterijus, p — reiksmeé, jei < 0,05, tada kintamasis yra statistiSkai reikSmingas

Pavirsiaus atsako metodologija buvo naudota tam, kad biity nustatytos optimalios kintamyjy
vertés, kurioms esant yra didziausia ekstrakcijos padidintame slégyje heksanu lipofilinio ekstrakto
iSeigai. Modelyje dominuoja $esi parametrai : A, B, C, A%, B2, C2, kuriais i$reiskiama antro laipsnio

polinominé regresiné lygtis, kuri parodo kintamyjy rysj vienas su kitu:

Iseiga (g/100 g SM)=31,15+ 1,49 x A + 0,84 x B+ 0,22 xC + 0,22 x A x B + 0,082 XA x
B+0,17xB xC—0,44x A2~ 0,57 x B2~ 0,11 x C? (11)

Prognozuojamy iSeigos verciy, apskaiciuoty naudojant matematinj modelj, ir eksperimento
metu gauty veréiy palyginimas pateikiamas 17 paveiksle.

Sudarius antrojo laipsnio polinominj modelj nustatyti optimaliis ekstrakcijos heksanu
padidintame slégyje parametrai — 120 °C, 20 min ir 130 % tirpiklio tario. Optimaliomis salygomis
gauta lipofilinio ekstrakto iSeiga 33,12 g/100 g sékly atitiko programos Design-Expert 7.0.
teori$kai jvertintg iSeiga 33,06 g/100 g sekly. Taip pat matoma, kad temperatiira ir ekstrakcijos

laikas turi didziausia jtakg lipofilinio ekstrakto iSeigai.
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Eksperimento metu gauta 13eiga, g/100 g SM

17 pav. Ekstrakto iSeigos, gautos eksperimento metu ir apskaiciuotos sudarytu

matematiniu modeliu

Erdviniai (3D) grafikai rodo ekstrakcijos temperatiros, laiko ir tirpiklio tario jtaka
lipofolinio ekstrakto iSeigai. Grafikai gaunami vieng kintamgjj (ekstrakcijos parametrg)
pasirenkant pastovaus dydzio, o kitus du kintanéiais. Taip pastebimas atsakas. Pirmame grafike
(18 pav, a) matoma, kaip keiCiasi lipofilinio ekstrakto iSeiga, kai laikas yra pastovus (15 min), o
temperatira ir tirpiklio tiris kei€iasi. Temperatiira turi daug didesne jtaka iSeigos pokyc€iui, nei
ekstrakcijai naudojamo tirpiklio tiiris. Temperattros didéjimas nuo 80 iki 120 °C iSeigg padidina
2,7 %. O tirpiklio tiiri didinant nuo 70 iki 130 % iSeiga padidéja tik ~0,7 %. Panasi iSeigos kitimo
tendencija yra pastebima, kai yra pastovi ekstrakcijos temperatira 100 °C (18 pav, b). Laiko
prailginimas daro daug didesne jtaka, nei tirpiklio taris. Laikui kintant nuo 10 iki 20 min, iSeiga
padidéja 2,4 %. Ekstrakcijai naudojamo tirpiklio tiiris, kintant nuo 70 iki 130 %, iSeiga padidina
~0,7 %. Didziausia jtaka ekstakcijos padidéjimui daro temperatiira ir ekstrakcijos laikas, kai
tirpiklio tiiris yra pastovus 100 % (18 pav, c). Laikui kintant 10-20 min, ekstrakcijos iSeiga
padidéja 2,4 %. O temperaturai kintant nuo 80 iki 120 °C, iSeiga padidéja net 2,7 %. IS grafikuose
esanciy duomeny matome, kad didziausig jtaka iSeigos kiekiui turi ekstrakcijos temperatiira, o tik
po to ekstrakcijos laikas. O maziausig jtakg iSeigos kiekiui daro ekstrakcijai naudojamu tirpiklio

taris.

53



a) Pastovus ekstrakcijos laikas, 15 min
Ekstrakcijos temperatiiros ir tirpiklio tiirio jtaka
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18 pav. Judros sékliy ekstrakcijos padidintame slégyje heksanu atsako pavirSiaus kreivés,

parodancios lipofilinio ekstrakto iSeigos priklausomybe nuo optimizuojamy kintanéiy parametry
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Nustacius optimalias ekstrakcijos sglygas, EPS atlikta su likusiomis frakcijomis — 0,5-1,0

mm ir <0,23 mm. Eksperimento metu gautos ekstrakty iSeigos pateikiamos 21lenteléje.

21 lentelé. Ekstrakty iSeigos, gautos atliekant EPS heksanu

Ekstrakty iSeigos, g/100 g sékly
<0,23 mm 0,23-0,5mm 0,5-1,0 mm

44,79+0,21°¢ 33,19+0,11° 25,23+0,232

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy eilut4je nurodo reik§mingus ver¢iy skirtumus (ANOVA
ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

I$ gauty rezultaty matoma, kad maziausia ekstrakto iSeiga gauta i§ 0,5-1,00 mm frakcijos
(25,23 g/100 g s¢kly). Maziausia iSeiga gauta d¢l to, kad Sios frakcijos dalelés yra didziausios, tai
yra maziausias pavirsiaus plotas. Taip pat ekstrakcijos efektyvumas sumazéjo dél ilgesnés tirpiklio
difuzijos i bandinio dalelg. Didziausias ekstrakto kiekis gautas i§ pacios smulkiausios frakcijos
(<0,23 mm) 44,79 g/100 g sékly, kuri yra ~10 % didesné, nei ekstrakto iseiga gauta i$ 0,23-0,5
mm frakcijos (33,19 g/100 g sékly).

3.4.2. Lipofiliniy ekstrakty (gauty optimaliomis sglygomis) antioksidacinio aktyvumo

jvertinimas

Ekstrakto antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas adaptuotu L-ORAC metodu.
Antioksidacinis aktyvumas iSreikStas ekstrakto masei bei sékly masei. Rezultatai pateikiami 22

lentel¢je.

22 lentelé. Ekstrakto gauto po EPS heksanu antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

B L-ORAC
Frakcijos
mg TE/g ekstrakto mg TE/g sékly
<0,23 mm 238,73+4,74% 106,93+3,81°
0,23-0,5 mm 317,43£5,53¢ 105,34+2,50°
0,5-1,0 mm 265,78+6,00° 67,06+1,512

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos maZzosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Ekstrakty laisvyjy deguonies radikaly suri§imo geba kinta plac¢iame intervale 238,73-317,43
mg TE/g ekstrakto. Didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas i§ 0,23—-0,5 mm frakcijos
gauto ekstrakto (317,43 mg TE/g ekstrakto). Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymi
ekstraktas gautas i§ <0,23 mm frakcijos (238,73 mg TE/g ekstrakto). Tarp visy ekstrakty

antioksidaciniy ver¢iy matomas statistinis skirtumas (p < 0,05).
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3.4.3. Liekanos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Judros sékly liekanos antioksidacinis aktyvumas po EPS iSmatuotas naudojant radikaly
suriS§imo gebg DPPH’, ABTS™" ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-

Ciocalteu ‘s metodu. Rezultatai pateikiami 23 lenteléje.

23 lentelé. Liekanos po EPS heksanu antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

BFJK DPPH’ ABTS™ ORAC
Frakcijos
mg GRE/g mg TE/g
<0,23 mm 14,96+0,28° 37,83+1,70¢ 82,20+0,32° 54,2342,26°
0,23-0,5 mm 10,41+0,17° 24,901,390 76,98+0,29? 34,01+3,47°
0,5-1,0 mm 7,91+0,312 15,124+0,99° 76,75+0,332 28,26+1,952

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus veréiy
skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).

BFJK liekanoje po EPS heksanu kinta nuo 7,91 iki 14,96 mg GRE/g. DidZiausig fenoliniy
junginiy kiekj turi <0,23 mm liekana (14,96 mg GRE/g), dvigubai maZesnis kiekis nustatytas 0,5—
1,0 mm liekanoje (7,91 mg GRE/qg).

Palyginus radikalo blukinimo metodus DPPH" ir ABTS™ matoma, kad didziausig
antioksidacinj aktyvumga turi <0,23 mm liekana (TEAGprrH=37,83 mg TE/g; TEAGasTs=82,20
mg TE/g). O maziausiu 0,5-1,0 mm liekana (TEAGpppH=15,12 mg TE/g; TEAGasTs=76,75 mg
TE/g).

DidZiausia deguonies radikaly suriS$imo geba (ORAC) kinta placiame intervale nuo 28,26 iki
54,23 mg TE/g. Didziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas <0,23 mm liekanoje (54,23 mg
TE/Q). Maziausias antioksidanty kiekis, beveik du kartus, ORAC metodu nustatytas 0,5-1,0 mm
liekanoje 28,26 mg TE/g.

3.5. Judros sékly rafinavimas taikant pakopine¢ ekstrakcijos metodikg

3.5.1. Seékly ekstrakcija padidintame slégyje

Judros sékly 0,23-0,5 mm liekana, gauta po | SKE-CO; ir 1l SKE-CO», toliau nuosekliai
ekstrahuota didéjancio poliskumo tirpikliais (acetonas-etanolis-vanduo) (zr. 12 pav.). Pirmajame
etape i§ zaliavos buvo iSekstrahuotas lipofilinis ekstraktas, taciau tiriamosiose séklose liko didelis
kiekis vertingyjy junginiy, kurie gali buiti i$skirti naudojant poliSkesnius tirpiklius nei superkrizinis
CO.. Eksperimento metu gautos acetoniniy, etanoliniy ir vandeniy ekstrakty iSeigos pateikiamos
24 lentel¢je.

Atliekant pakoping EPS su | SKE-CO; liekana didziausias kickis ekstrakto gaunamas
naudojant subkritinj vandenj (9,45 g/100 g). NeZymiai mazesnj ekstrakto kiekj (8,65 g/100 g)
gauname naudojant acetong. Maziausias kiekis ekstrakto gautas atliekant ekstrakcija su etanoliu —
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6,09 g/100 g. Dideliy skirtumy tarp iSeigy nebuvo pastebéta atlikus pakopine EPS su po 1l SKE-
CO: liekana. Iseigos kinta mazame intervale 6,69-7,33 g/100 g. Didziausia iSeiga pasiekta
naudojant subkritinj vandenj 7,33 g/100 g, o maziausia — su acetonu 6,69 g/100 g.

24 lentelé. Ekstrakty iSeigos, gautos taikant pakopine metodikg

Ekstrakto iSeiga

Tirpiklis
g/100 g g/100 g sékly
Liekana po I SKE-CO,
Acetonas 8,65+0,18¢ 5,96+0,13°¢
Etanolis 6,09+0,08? 4,11+0,09%
Vanduo 9,45+0,13¢ 6,34+0,26¢
Liekana po Il SKE-CO,
Acetonas 6,69+0,23° 4,63+0,28°
Etanolis 7,07+0,11°¢ 4,42+0,14%
Vanduo 7,334+0,37°¢ 4,60+0,04°

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus ver¢iy
skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Palyginus skirtingomis salygomis atlikty SKE-CO: ekstrakty iSeigas esant tokiems pats
tirpikliams pastebima, kad daugeliu atveju didesnés iSeigos gaunamos atlikus pakopines
ekstrakcijas su | SKE-CO> liekana. Acetoniniy (8,65 g/100 g) ir subkritinio vandens (9,45 g/100
g) ekstrakty iSeigos yra 2 % didesnés nei su II SKE-CO> liekana (atitinkamai 6,69 ir 7,33 g/100

9).
3.5.2. FEkstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas naudojant radikaly suriS$imo gebg DPPH",
ABTS™ ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-Ciocalteu’s metodu.
Rezultatai pateikiami 25 lenteléje. Antioksidacinis aktyvumas iSreikstas ekstrakto masei bei sékly
masei.

BFJK judros ekstraktuose kito nuo 36,23 iki 149 mg GRE/g ekstrakto. Naudojant etanolj
buvo gautas didZiausias fenoliniy junginiy kiekis ekstraktuose (145,40 ir 149,40 mg GRE/g
ekstrakto). Ekstrahuojant acetonu fenoliniy junginiy i$skiriama ~3 kartus maziau (50,76 ir 66,86
mg GRE/g ekstrakto) nei etanoliu. Ekstraktai, gauti ekstrahuojant subkritiniu vandeniu,

pasizyméjo maziausiu $iy junginiy kiekiu 38,88 ir 36,23 mg GRE/g ekstrakto.
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25 lentelé. Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

Tirpiklis ~ BFIK DPPH" ABTS™ ORAC
mg GRE/g mg GRE/g mg TE/g mg TE/g mg TE/g mg TE/g mg TE/g mg TE/g
ekstrakto sékly ekstrakto sékly ekstrakto sékly ekstrakto sékly

Liekana po | SKE-CO>

Acetonas  50,76+0,70° 3,03+0,01¢ 63,53£1,32¢  3,79+0,08%  121,92+0,80°  7,23+0,099  191,28+6,14>  11,40+0,49°

Etanolis  145,40+1,20° 5,98+0,05¢ 108,8442,12°  4,47+0,09°  229,43+2,68¢  9,43+0,11°  466,21+6,28%  19,16+0,92°

Vanduo  38,88+0,23° 2,47+0,01° 35,84+1,55°  2,27+0,10°  99,21x1,53°  6,29+0,05¢  96,74+6,21*°  6,13+0,39°

Liekana po Il SKE-CO;

Acetonas 66,860,731 3,10+0,03¢ 69,13£3,729  3,20+0,17°  120,49+2,72°  5,58+0,13°  216,63£9,55°  10,03+0,63¢

Etanolis  149,38+0,51 6,60+0,02 134,202,247 594+0,10"  267,93+2,03°  11,84+0,09" 437,58+7,58%  19,34+0,97°

Vanduo  36,23+0,53? 1,6+0,022 30,600,842 1,414£0,04  88,1842,26°  4,06+0,09%°  97,24+8,72%  4,47+0,242

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).
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Judros sékly ekstrakty DPPHe radikaly suriSimo geba kito nuo 30,60 iki 134,29 mg TE/g
ekstrakto. Ekstraktai, kurie gauti naudojant tirpiklj etanolj, pasizyméjo didziausia radikaly
suriS$imo geba (108,84 ir 134,29 mg TE/g ekstrakto). Apie 3—4 kartus maZesniu antioksidaciniu
aktyvumu (lyginant su etanoliniais ekstraktais) pasizymi ekstraktai, gauti naudojant subkritinj
vandenj, jy radikaly suriSimo geba kinta nuo 30,60 iki 35,84 mg TE/g ekstrakto. Tokia pati
tendencija pastebima atlikus ABTS"" radikaly blukinimo metoda. Sio metodo vertés kinta pla¢iame
intervale 88,18-267,93 mg TE/g ekstrakto. Kaip ir DPPHe* metode, buvo nustatyta, kad didZiausias
antioksidacinis aktyvumas yra ty ekstrakty, kurie gauti naudojant tirpiklj etanolj, ir jy vertés kito
nuo 229,43 iki 267,93 mg TE/g ekstrakto. Taip pat daugiau nei du kartus mazesniu aktyvumu
pasizymi ekstraktai, naudojant kaip tirpiklj subkritinj vanden;j (22,18-99,21 mg TE/g ekstrakto).

Matuojant deguonies surisimo vertes (ORAC) matomas dar didesnis antioksidacinio
aktyvumo skirtumas tarp ekstrakty, gauty naudojant skirtingus tirpiklius. Vertés Kinta dar
didesniame intervale 96,74-466,21 mg TE/g ekstrakto. Pastebima ta pati tendencija, kad etanolis
yra efektyviausias tirpiklis, norint iSskirti bioaktyviuosius junginius i§ zaliavos (466,21 ir 437,58
mg TE/g ekstrakto). 22,5 kartus maziau antioksidaciniy junginiy i$skiria acetonas (191,28 ir
216,63 mg TE/g ekstrakto), o 5 kartus maziau vertingy junginiy iSekstrahuojama naudojant
subkritinj vandenj (96,74 ir 97,24 mg TE/g ekstrakto)

3.6. Judros sékly frakcionavimas taikant fermentine hidrolize bei gauty frakciju

antioksidacinis jvertinimas
3.6.1. Sékly fermentiné hidrolizé

Taikant padidinto slégio ekstrakcijos metodus i§ augaly galima i$skirti iki 50% lipofiliniy
bei hidrofiliniy ekstrakty, kuriuose yra naudingy bioaktyviyjy junginiy. Norint padidinti iSskiriama
S1y junginiy kiekj yra naudojami fermentinés hidrolizés metodai.

Liekana po ekstrakcijos etanoliu padidintame slégyje paveikiama fermentais siekiant
suskaldyti stambiamolekulinius junginius iki mazesnés molekulinés masés junginiy. Naudotas
fermentinis preparatas Viscozyme L ir palaikomos tinkamos fermentinés hidrolizés salygos:
fermento-substrato santykis - 6,7 %, temperatira — 50 °C, laikas — 372 min. Fermentiné hidrolizé
atlikta esant skirtingiems pH — 3,5 ir 4,5. Liekanos, likusios po ekstrakcijos su subkritiniu
vandeniu, nebuvo fermentuojamos.

Po fermentacijos likusi liekana ekstrahuota vandeniu padidintame slégyje, norint istirti ar
liekanoje dar yra likusiy vertingy bioaktyviyjy junginiy. Fermentinés hidrolizés rezultatai

pateikiami 26 lenteléje g/100 g fermentuojamos medziagos.
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26 lentelé. Tirpiyjy junginiy iSeiga naudojant fermentinj preparatg Viscozyme L ir naudojant

subkritinj vandeni.

Frakcijos ISeiga, g/100 g
| SKE-CO,/Acet/EtOH/pH=3,5 14,69+0,57°*
| SKE-CO>/ Acet/EtOH/pH=4,5 11,47+0,40%*
I1 SKE-CO,/ Acet/EtOH/pH=3,5 15,89+0,25%*
I1 SKE-CO,/ Acet/EtOH/pH=4,5 12,49+0,38%*

| SKE-COy/ Acet/EtOH/pH=3,5/H.0 15,21£0,26"**
| SKE-COy/ Acet/EtOH/pH=4,5/ H,0O 16,11+0,320**
Il SKE-CO,/ Acet/EtOH/pH=3,5/ H,0O 12,30+0,59%**
Il SKE-CO,/ Acet/EtOH/pH=4,5/ H,0O 13,01+0,30%**

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiéiy tame pac¢iame stulpelyje iki briksnio nurodo reik§mingus
veréiy skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).*-I8eiga buvo apskaiciuota i§ liofilizuoto filtrato atémus kontrolinio méginio masg. **-
I3eiga paskaiciuota nuo po SKE-CO,/EtOH fermentuouos maseés.

Didziausias tirpiyjy medziagy kiekis gautas hidrolizuojant 11 SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=3,5
(15,89 /100 ). Nezymiai mazesnis kiekis gautas hidrolizuojant Po 1 SKE-
CO2/Acet/EtOH/pH=3,5 (14,69 g/100 g). Fermentinei hidrolizei naudojant maziau ragstinj buferj
(pH=4,5) sumaz¢ja isskiriamy tirpiyjy medziagy kiekis, kuris kinta nuo 11,47 iki 12,49 g/100 g.

Po fermentinés hidrolizés, likusig liekana ekstrahuojant vandeniu padidintame slégyje, taip
pat buvo iSskirta vandenyje tirpiy medziagy. ISeiga kinta nuo 12,30 iki 16,11 g/100 g. Didziausias
vandenyje tirpiy medziagy kiekis isskirtas i§ I SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=3,5/H20 ir | SKE-
CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H,0, atinkamai 15,21 ir 16,11 ¢/100 g. Kaip matoma, naudoto
fermentinei hidrolizei buferinio tirpalo pH jtakos iSskiriamy tirpiyjy medziagy kiekiui neturi.

Atlikus fermenting hidrolize su liekana, likusia po ekstrakcijos padidintame slégyje etanoliu
ir panaudojus ekstrakcija padidintame slégyje vandeniu, yra gaunamos didesnés iSeigos, nei atlikus
SKE-CO2/Acet/EtOH/H20 (zr. 3.5.1. skyriy). Pirmuoju atveju gautos iSeigos Kinta nuo 12,30 iki
16,11 ¢/100 g, antruoju — 7,33-9,45 g/100 g. Didesné iSeiga gaunama po fermentinés hidrolizés,
nes fermentai hidrolizuoja stambiamolekulinius junginius | mazesnés molekulinés masés (pvz.
krakmolas — gliukoz¢) ir taip pat yra iSskiriami augalo matricoje sujungti vandenyje tirpis
junginiai.

3.6.2. Ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas naudojant radikaly suriSimo gebg DPPH",
ABTS™ ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-Ciocalteus metodu.
Rezultatai pateikiami 27 lenteléje. Antioksidacinis aktyvumas isreikstas ekstrakto masei.

BFJK kiekis po fermentinés hidrolizés gautuose ekstraktuose Kinta siaurame intervale nuo

16,50 iki 19,69 mg GRE/g ekstrakto. Didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Il SKE-
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CO2/Acet/EtOH/pH=3,5 (19,69 mg GRE/g ekstrakto). Labai artima verté gauta I SKE-COy/
Acet/EtOH/pH=3,5 (18,99 mg GRE/g ekstrakto). Maziausias bioaktyviyjy junginiy kiekis gautas I
SKE-CO/Acet/EtOH/pH=4,5 (16,50 mg GRE/g ekstrakto). Atlikus radikaly blukino metodus
DPPH* ir ABTS™ taip pat gautos vertés tarpusavyje yra panasios, TEAGpppn=10,15-13,34 mg
TE/g ekstrakto; TEAGasTs=104,08-110,92 mg TE/g ekstrakto. DidZiausios $iy metody vertés
gautos | SKE-CO2/ Acet/EtOH/pH=3,5, TEAGpprpH=13,34 mg TE/g ekstrakto; TEAGasTs=110,92
mg TE/g ekstrakto. Platesniame intervale antioksidacinés gaunamos atlikus ORAC metodg (76,98-
101,88 mg TE/g ekstrakto). IS gauty rezultaty matoma, kad fermentinei hidrolizei naudojamas

sausa liekana ar buferinio tirpalo pH, neturi didelés jtakos i$skiriant bioaktyviuosius junginius.

27 lentelé. Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas

BFJK DPPH" ABTS™ ORAC
Frakcijos
mg GRE/g mg TE/ g ekstrakto
ekstrakto
Po | SKE- 18,99+0,23°  13,34+0,18¢  110,92+1,45¢ 101,88+6,84°
COJ/Acet/EtOH/pH=3,5
Po I SKE- 16,5040,26  11,30£0,31°  104,08+0,34° 76,98+7,312
CO./Acet/EtOH/pH=45
Po Il SKE- 19,69+0,15°  12,27+0,23¢  109,13+0,86° 94,74+8,500
CO./Acet/EtOH/pH=3,5
Po Il SKE- 18,74+0,24°  10,15%0,35¢  106,88+0,59" 87,56+7,30%
CO./Acet/EtOH/pH=4,5
Po | SKE- 46,56+0,26°  52,33+3.31°  139,03+1,54° 241,24+11,45°
CO2/Acet/EtOH/pH=3,5/H,0
Po | SKE- 41,77£0,22°  4551£1,22°  141,64+1,60° 219,1948,38P
CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H,0
Po Il SKE- 60,38+0,43¢  74,07£2,90  197,12+2,01° 414,8146,919
CO2/Acet/EtOH/pH=3,5/H,0
Po Il SKE- 35,33+0,70°  41,18+0,78°  112,89+2,77¢ 182,80-48,84°

CO,/Acet/EtOH/pH=4,5/H,0

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje iki bruksnio nurodo
reik§mingus ver¢iy skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Kitokia tendencija yra pastebima atlikus ekstrakcija vandeniu padidintame slégyje. BFIK
vandenyje tirpioje medziagoje Kinta plac¢iame intervale nuo 35,33 iki 60,38 mg GRE/g ekstrakto.
Didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas I1 SKE-CO/Acet/EtOH/pH=3,5/ H,O (60,8 mg
GRE/g ekstrakto. I SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=3,5/H20 ir | SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H,0
ekstrakty vertés gautos artimos viena kitai, atitinkamai 46,56 ir 41,77 mg GRE/g ekstrakto.
Maziausias kiekis vertingyjy junginiy nustatytas II SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H20 (35,33 mg
GRE/g ekstrakto). DPPH" ir ABTS™ radikaly blukinimo metody vertés taip pat nustatytos
placiame intervale, TEAGpprrn=41,18-74,07 mg TE/g ekstrakto; TEAGarTs=112,89-197,12 mg
TE/g ekstrakto. Didziausiomis antioksidaciniy junginiy vertémis pasizymi SKE-
CO2/Acet/EtOH/pH=3,5/H.0O (TEAGDrrH=74,07 mg TE/g ekstrakto; TEAGasTs=112,89 mg TE/g
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ekstrakto). Sis ekstraktas atlikus laisvyjy deguonies radikaly suri§imo geba, taip pat parodé
didziausig verte 414,18 mg TE/g ekstrakto. IS gauty rezultaty matoma, kad didziausias kiekis
bioaktyviyjy junginiy isskirtas i§ II SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=3,5/H20, o maziausias — Il SKE-
CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H,0. Taip yra dél to, kad fermentai suardo augalo lasteles sieneles ir
lasteléje esantys tirpiis bioaktyviis junginiai tampa lengviau prieinami jvairiy tirpikliy.

Atlikus fermenting hidrolize su liekana likusia po ekstrakcijos padidintame slégyje etanoliu
ir panaudojus ekstrakcija padidintame slégyje vandeniu yra gaunamos didesnés ekstrakty
antioksidacinio aktyvumo vertés, nei atlikus SKE-CO2/Acet/EtOH/H20 (Zr. 3.5.2. skyriy). Tik Il
SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H,0 ekstrakto (35,33 mg GRE/g ekstrakto) BFJK yra artimas |
SKE-CO2/Acet/EtOH/H20 ir Il SKE-CO2/Acet/EtOH/H20 vertéms (atitinkamai 38,88 ir 36,23 mg
GRE/g ekstrakto). Kity ekstrakty gauty po fermentinés hidrolizés ir ekstrakcijos padidintame
slégyje vandeniu, BFJK vertés gautos didesnés. Atlikus radikaly blukinimo metodus DPPH" ir
ABTS™ gauty rezultaty matoma, kad taip pat po fermentinés hidrolizés ir ekstrakcijos padidintame
slégyje antioksidacinés vertés atitinkamai 1,5-2 ir 1,2-2 karto gaunamos didesnés nei SKE-
CO2/Acet/EtOH/H20. Taip pat 1,9-4,2 karto didesnés vertés gautos atlikus deguonies radikaly
suriSimo gebos matavimus su ekstraktu gautu po fermentinés hidrolizés ir ekstrakcijos
padidintame slégyje vandeniu, nei su SKE-COz/Acet/EtOH/H.0. Didesnés antioksidacinio
aktyvumo vertés gaunamos yra dél to, kad fermentinis preparatas atlaisvina sékly matricoje

suriStus antioksidacinius junginius, kurie yra tirpiis vandenyje.
3.6.3. Liekanos antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Antioksidaciniai tyrimai buvo atlikti zaliavai prie$ fermentacija (I SKE-CO2/Acet/EtOH ir 11
SKE-CO2/Acet/EtOH), liekanai po fermentacijos bei liekanai po ekstrakcijos subkritiniu vandeniu.
Liku¢iy antioksidacinis aktyvumas i$matuotas naudojant radikaly suri§imo gebg DPPH’, ABTS™"
ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-Ciocalteu’s metodu. Rezultatai
pateikiami 28 lenteléje.

Zaliavy prie§ fermentacija antioksidacinio aktyvumo vertés yra panasios ir reik§minio
skirtumo tarp jy néra. Fenoliniy junginiy kiekis nustatytas lygiai toks pat 7,83 mg GRE/g. Radikaly
blukinimo metody DPPHe, ABTS™" ir laisvyjy deguonies radikaly suri§imo gebos kinta siauruose
intervaluose — TEAGpppn=4,65-5,33 mg TE/g; TEAGaeTs=31,35-32,79 mg TE/qg;
TEAGoraAc=60,87—63,72 mg TE/g. Frakcijy I SKE-CO2/Acet/EtOH ir Il SKE-CO./Acet/EtOH
antioksidacinio aktyvumo pokyciai buvo paklaidy ribose ir galima teigti, kad SKE-CO2 salygos
itakos tolimesniems ekstrakcijos procesams neturéjo.

BFJK liekanoje po fermentacijos kinta nuo 3,58 iki 7,22 mg GRE/g. I§ gauty rezultaty

matoma, kad didesnis fenoliniy junginiy kiekis iSskirtas, atliekant fermentacijg, kai pH yra 4,5
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(5,83-7,22 mg GRE/g). I8 liku¢io po fermentacijos, esant pH=3,5, fenoliniy junginiy iSekstrahuota
iki dviejy karty maziau (3,58-4,56 mg GRE/g). DPPHe gauty rezultaty vertés kinta neZymiai, nuo
2,26 iki 2,68 mg TE/g. O radikaly blukinimo ABTSe+ metodo antioksidacin¢ geba yra
pasiskirs¢iusi platesniame diapazone (25,23-33,15 mg TE/g). Cia taip pat matoma, kad didZiausias
antioksidacinis aktyvumas (33,15 ir 32,47 mg TE/g) yra likucio, kuris buvo fermentuotas esant
pH=4,5. Ta pati tendencija pastebima atlikus ORAC metoda, vertés kinta nuo 24,05 iki 32,82 mg
TE/g ir didZiausias antioksidacinis aktyvumas yra I SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=45 ir Il SKE-
CO2/Acet/EtOH/pH=4,5, atitinkamai 32,82 ir 27,78 mg TE/qg.

28 lentelé. Liekanos pries ir po fermentinés hidrolizés bei po ekstrakcijos vandeniu padidintame

slégyje antioksidaciniy savybiy jvertinimas

j BFJK DPPH" ABTS"™ ORAC
Frakcijos
mg GRE/g mg TE/g
| SKE-CO,/Acet/EtOH 7,83+0,12 5,33+0,15 32,79+1,62 63,72+5,81
Il SKE-CO,/Acet/EtOH 7,83+0,13 4,65+0,15 31,35+1,38 60,87+4,22
Po | SKE- 4,56+0,08° 2,54+0,08" 25,23+1,36 26,49+1,742
CO2/Acet/EtOH/pH=3,5
Po | SKE- 7,22+0,31¢ 2,684+0,07° 33,151,400 32,82+3,10°
CO,/Acet/EtOH/pH=4,5
Po Il SKE- 3,58+0,07° 2,26+0,18? 25.91+1,552 24,05+2,342
CO./Acet/EtOH/pH=3,5
Po Il SKE- 5,83+0,07¢ 2,61+0,06° 32,47+1,09° 27,78+2,412
CO,/Acet/EtOH/pH=4,5
Po | SKE-CO/ 2,13+0,042 2,42+0,107 11,37+0,742 4,0240,40%
Acet/EtOH/pH=3,5/H,0
Po | SKE-CO»/ 2,7140,12° 2,6620,09° 24,06+1,15¢ 5,62+0,42°
Acet/EtOH/pH=4,5/H,0
Po II SKE-CO/ 1,990,032 2.35+0,16% 19,37+1,15b 3,48+0,16
Acet/EtOH/pH=3,5/H,0
Po 1l SKE-CO,/ 2,63£0,12°  2,54+0,09% 21,72+1,21° 4,5040,19°

Acet/EtOH/pH=4,5/H,0

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje iki briiksnio nurodo
reik§mingus verciy skirtumus (ANOVA ir Tukey"s kriterijus,(p < 0.05).

Norint maksimaliai i8skirti bioaktyviuosius junginius 18 likusios po fermentinés hidrolizés
liekanos, buvo atlikta ekstrakcija vandeniu padidintame slégyje. IS gauty rezultaty matoma, kad
liekanos turi labai mazus likusius antioksidaciniy junginiy kiekius. Fenoliniy junginiy kiekis kinta
nuo 1,99 iki 2,71 mg GRE/g. Didesni jy kiekiai gauti I SKE-CO,/Acet/EtOH/pH=4,5/H.0 ir Il
SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H20, atitinkamai 2,71 ir 2,63 mg GRE/g. Radikaly blukinimo
metodai DPPH’, ABTS"" bei laisvyjy deguonies radikaly suri§imo geba (ORAC) irgi parodé tokius
pacius su | SKE-
CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H20 ir 1l SKE-CO2/Acet/EtOH/pH=4,5/H.0 liekanomis. Mazos

rezultatus, kad didesnés antioksidacinés vertés  gautos

antioksidaciniy junginiy vertés liekanose parodo, kad kompleksiskai taikant jvairius ekstrakcijy
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metodus (rafinuojant biozaliavg) (Zr. 12 pav.) buvo maksimaliai iSskirti bioaktyvieji junginiai i$

tirilamosios Zaliavos.
3.7. Lipofiliniy ekstrakty oksidacinio stabilumo jvertinimas

Riebaly oksidacija riboja aliejy naudojimo galimybes maisto pramongje ir jvairiy papildy
gamyboje. Oksidacijos produkty kiekio nustatymas yra svarbus maisto kokybei ir saugai [114].
Oksidacinis stabilumas parodo aliejaus atsparumag deguoniui. NesoCiyjy riebaly rigsciy
oksidacijos metu susiformuoja bloga skonj suteikiantys junginiai ir sumazinama maistiné aliejaus
verté [115]. Hidroperoksidai yra pirminiai oksidacijos produktai, kurie yra nestabils ir lengvai
skyla j alkoholius, aldehidus ir ketonus [116]. Tai yra pagrindiniai junginiai, kurie suteikia

produktui apkartusj skonj [117].

3.7.1. Peroksidy kiekio nustatymas lipofiliniuose ekstraktuose

Nemazai yra metody skirty jvertinti maisto produkty oksidasidacijai. Sie metodai yra pagrjsti
pirminiy ir antriniy oksidacijos produkty matavimu [118]. Literatiiroje randama labai daug tyrimy
metody, kuriais galima jvertinti maisto produkty ir aliejy oksidacijos vertes. Vienas 1§ metody yra
peroksidy skaiGiaus nustatymas [119]. Siuo metodu tiesiogiai yra nustatoma hidroperoksidy
koncentracija, kuri parodo pradiniy oksidacijos produkty kiekj [120].

Titruojamasis peroksidy kiekis buvo nustatytas ekstraktuose, kurie buvo gauti atliekant
jvairius ekstrakcijos metodus (Zr. 12 pav.). Tam kad aliejus bty tinkamas naudoti pramonéje, jo
peroksidy verté neturi vir§yti 10 mekv O2/1000g [121]. Gauti rezultatai pateikiami 29 lenteléje.

Peroksidy skai¢ius tirtuose ekstraktuose kinta pladiose vertése nuo 1,79 iki 9,58 mekv
02/1000 g. Maziausias peroksidy skaicius nustatytas EPS heks 0,23-0,5 mm ekstrakte (1,79 mekv
0/1000 g), o didZiausias - | SKE-COz 0,23-0,5 mm (9,58 mekv O2/1000 g). Palyginus ekstrakty
pagal naudotus ekstrakcijos metodus pastebima, kad maziausig PS vert¢ turi ekstraktai gauti
ekstrakcijos padidintame slégyje heksanu metodu (1,79-2,55 mekv O2/1000 g). Mazas peroksidy
kiekis gautas dél to, kad ekstrakcija vyksta trumpg laikg (20 min), esant aukstai temperattirai (120
°C) dideliame slégyje (1,03 MPa) bei azoto dujy aplinkoje. Didesnis PS kiekis nustatytas
ekstraktuose gautuose Soksleto metodu (3,15-5,03 mekv O2/1000 g). Didesnj peroksidy kiekj
galéjo jtakoti tai, kad ekstrakcija vyko ilga laikg (360 min) auksStoje temperatiiroje bei atmosferos
saglygomis. Daugiausiai riebaly oksidacijos produkty nustatyta ekstraktuose, kurie isgauti vykdant
SKE-COz2 (5,25-9,58 mekv O2/1000 g). SKE-CO2 metu galéjo bati isskirti komponentai, kurie
greitai oksiduojasi bei skatina prooksidacinius procesus.

IS gauty rezultaty galima padaryti iSvadg, kad riebaly oksidacijos produkty kiekis

ekstraktuose priklauso nuo atlickamy ekstrakcijos proceso bei naudoty sglygy: trukmés, slégio ir
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temperattros. Ekstraktuose nustatytas peroksidy skaicius nevirSija tinkamumo vartoti riby ir gali

biiti naudojami tolimesniuose tyrimuose.

29 lentelé. Peroksidy kiekis ekstraktuose

Frakcijos PS, mekv O,/1000 g
Soks <0,23 mm 3,91+0,07¢
Soks 0,23-0,5 mm 3,15+0,00¢
Soks 0,5-1,0 mm 5,03+0,07¢
| SKE-CO; <0,23 mm 5,25+0,10°
| SKE-CO; 0,23-0,5 mm 9,58+0,059
| SKE-CO; 0,5-1,0 mm 7,17+0,04f
Il SKE-CO, 0,23-0,5 mm 7,26+0,13f
Il SKE-CO; 0,5-1,0 mm 7,26+0,19f
EPS heks <0,23 mm 1,99+0,11°
EPS heks 0,23-0,5 mm 1,79+0,00?
EPS heks 0,5-1,0 mm 2,55+0,02°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy
skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

3.7.2. Lipofiliniy ekstrakty oksidacinio stabilumo jvertinimas Oksipres metodu

Lipofiliniy ekstrakty stabilumui jvertinti naudojamas Oksipres metodas. Sis metodas yra
pagristas pagreitintos oksidacijos steb¢jimu. Matavimas vyksta tol kol uzfiksuojami antriniai
oksidacijos produktai. Oksidacinis stabilumas buvo nustatytas ekstraktuose, kurie buvo gauti

atlickant jvairius ekstrakcijos metodus. Gauti rezultatai pateikiami 30 lenteléje ir 19 paveiksle.

fr‘l} __________________ Rt
S TR P = o e oy o =y
6,5 T e -~y Soks <0,23 mm
- LI T == - !
I.:_ . N - "l-._' -
e '--‘_‘ B -.\..___\ s S Soks 0,23-0,5 mm
- S, S s
5 e . - -y Soks 0,5-1,0mm
,\\-.' \.Q.,I__ -..__L?.‘ *-._‘H . .
g welte,, T 2 ' | SKE-CO2 <0,23 mm
] T S “Sede
e N e T L TR -« | SKE-CDZ2 0,23-0,5
Z 5.5 ~_ e, - _— "o - 20,23-0,5 mm
£l - 1-‘. - S — P
= N, s ~. = = = | SKE-CO2 0,5-1,0 mm
~ .,
5 Ly :._ . e N — Tl eeeas Il SKE-CO2 0,23-0,5 mm
= - I S — -
- e ., — - - I 5KE-CO2 0,5-1,0 mm
- -~ 'o'.-
as - ‘“'-.h._.-_:._. — . =EPSheks <0,23mm
1 L -
R EPS heks 0,23-0,5 mm
.
4 — = —EP5heks 0,5-1,0 mm
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 a 45 5 5,5 6
Laikas, h

19 pav. Tirty ekstrakty indukciniai periodai valandomis
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Indukciniy periody vertés pasiskirste placiame intervale nuo 1,10 iki 3,97 h. Trumpiausias
laikas ekstrakto | SKE-CO> 0,23-0,5 mm (1,10 h), o ilgiausias - EPS heks 0,23-0,5 mm (3,97 h).
Palyginus ekstraktus pagal naudotus ekstrakcijos metodus pastebima, kad ilgiausias indukcijos
periodas yra ty ekstrakty, kurie buvo gauti ekstrakcijos padidintame slégyje heksanu metu 3,24—
3,97 h. Nezymiai trumpesnis laikas, kol uzfiksuojami oksidacijos procesai yra ekstrakty i$skirty
Soksleto ekstrakcijos metodu (2,69-3,13 h). Greiciausiai oksidinasi ekstraktai gauti vykdant SKE-
CO,, siy ekstrakty IP yra nuo 1,10 iki 2,35 h. Atlickant ekstrakcija anglies dioksidu
1Sekstrahuojami jvairis lipidai (pvz. fosfolipidai), kurie skatina ekstrakto prooksidacijg. IS gauty
rezultaty pastebima ta pati tendencija, kaip ir nustatinéjant peroksidy skaiciy ekstraktuose.
Stabilumui didziausig jtaka daro ekstrakcijos metu palaikomos salygos, kuriy svarbiausios yra

temperatira, laikas ir slégis.

30 lentelé. Tirty ekstrakty indukciniai periodai valandomis

Frakcijos IP, h
Soks <0,23 mm 2,99+0,04f
Soks 0,23-0,5 mm 3,13+0,03™
Soks 0,5-1,0 mm 2,69+0,04°
| SKE-CO; <0,23 mm 1,74+0,03°¢
I SKE-CO; 0,23-0,5 mm 1,10+0,028
I SKE-CO; 0,5-1,0 mm 2,3540,01¢
Il SKE-CO- 0,23-0,5 mm 1,47+0,01°
Il SKE-CO; 0,5-1,0 mm 1,5240,06"
EPS heks <0,23 mm 3,62+0,05"
EPS heks 0,23—0,5 mm 3,97+0,02
EPS heks 0,5-1,0 mm 3,24+0,109

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus ver¢iy
skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).

Mokslinéje literatiiroje nepavyko rasti judros lipofilinio ekstrakto oksidacinio stabilumo
tyrimy Oksipres metodu. Todél buvo ieSkota informacijos apie kity bastutiniy (lot. Brassicaceae)
Seimos aliejingy augaly (kaip garstycios, rapsai) aliejy tyrimus. V. Kraujaliené ir kiti (2016) atliko
kontrolinj bandyma su dezodoruotu rapsy aliejumi ,,Tyras* (Obeliy Aliejus, Lietuva), kurio
sudétyje néra jokiy antioksidanty. Sio aliejaus indukcinis periodas — 2,18 h [122]. Palyginus rapsy
aliejaus ir judros lipofiliniy ekstrakty, gauty jvairiais ekstrakcijos metodais, indukcinius periodus
matoma, kad rapsy aliejaus IP yra panasiausias i | SKE-CO2 0,5-1,0 mm (2,35 h). Soksleto
ekstrakcijos ir ekstrakcijos padidintame slégyje heksanu metodais gauty ekstrakty IP yra nuo 0,5
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iki 1,7 h ilgesni nei rapsy aliejaus. O ekstrakty iSskirty superkrizinis CO2 ekstrakcijos metodais IP

yra mazesnis nuo 0,4 iki 1,1 h maZesnis, nei rapsy.
3.8. Judros lipofiliniy ekstrakty bioaktyviyjy junginiy nustatymas
3.8.1. Riebaly riugsciy kompozicijos nustatymas

Riebalai yra viena i$ maistiniy medziagy svarbiy Zmogaus mityboje. Metabolizmo metu
susidaro daug biologiskai aktyviy lipidy molekuliy, kurios dazniausiai veikia kaip tarpininkai
perduodant signalus ir taip pat yra lasteliy sieneliy komponentai. Bet kokie poky¢iai metabolizmo
grandingje sukelia membranos sudéties modifikacijas, pakinta pralaidumas, taip pat sutrinka
signalu perdavimas. D¢l $iy priezas€iy gali atsirasti pataloginiai pokyciai, kaip vézys, Sirdies ir
kraujagysliy ligos, medziagy apykaitos sutrikimai [120, 123, 124, 125]. Lipidai susideda is riebaly
rugsciy, kurios yra skirstomos pagal dvigubuosius rysSius — so¢iosios RR (neturi dvigubyjy rysiy),
mononeso&iosios RR (viena dviguba jungtis), polineso¢iosios (2—6 dvigubi rysiai). Zmogaus
organizmas negali sintetinti polineso¢iyjy RR, kuriose pirmas dvigubas rysys yra prie 3 (0-3) arba
6 (w-6) anglies atomo, t.y. nepakei¢iamos RR, kurias zmogus turi gauti su maistu [126, 127].
Linoleno, dokozaheksaeno, eikozapentaeno riigstys priklauso ®-3 RR grupei, o linolo ir archidono
ragstys - -6 grupei [128, 129]. Vienas i$ svarbiausiy veiksniy, nusakanciy aliejaus maisting vertg
yra RR sudeétis.

Judros lipofiliniy ekstrakty, gauty jvairiais ekstrakcijos metodais, riebaly ragséiy
kompozicijos sudétis pateikiama 31 lenteléje. Tirtuose ekstraktuose didziausias kiekis nustatytas
palmitino (C16:0) RR, kurios kiekis yra nuo 5,15 iki 8,18 % nuo bendro chromatogramos smailiy
ploto. Mazesniu kiekiu aptikta stearino r. (C18:0) (2,02-2,70 % nuo bendro chromatogramos
smailiy ploto). Taip pat dalyje tirty ekstrakty yra nesoc¢ioji RR arachidino, kurios kiekis kinta nuo
1,04 iki 1,50 % nuo bendro chromatogramos smailiy ploto. Mononeso¢iosios RR - oleino r.
(C18:1) nuo 14,05 iki 16,79 % nuo bendro chromatogramos smailiy ploto ir eikozano r. (C20:1)
nuo 8,23 iki 16,95 % nuo bendro chromatogramos smailiy ploto. Astuoniuose ekstraktuose yra
eruko r. (C22:1) (1,23-2,24 % nuo bendro chromatogramos smailiy ploto). DidZiausiu kiekiu
judros ekstraktuose buvo nustatyta polineso¢ioji RR (Omega-3) linoleno r. (C18:3) 24,20-38,12
% nuo bendro chromatogramos smailiy ploto. Sekanti pagal kiekj yra (omega-6) linolo r. (C18:2),
kurios kiekis ekstraktuose kito nuo 15,69 iki 18,83 % nuo bendro chromatogramos smailiy ploto.
Taip pat visuose tirtuose meéginiuose mazais kiekais buvo identifikuota polinesocioji RR
eikozadienoeno r. (C20:2) apie 1-2 % nuo bendro chromatogramos smailiy ploto. I$ gauty
rezultaty matoma, kad judros lipofiliniai ekstraktai yra geri nepakei¢iamyjy omega-3 ir omega-6
polinesociyjy RR ir mononesociosios oleino riigSties Saltinis. Pagrindiniy riebaly rugséiy

struktiirinés formulés pateikiamos 20 paveiksle.
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Literatiroje galima rasti labai daug atlikty tyrimy, kuriy metu iStirta judros aliejaus riebaly
rugsciy kompozicija. Pavyzdziui, Singh ir kiti (2014) nustaté, kad judros aliejus yra geras §iy
riebaly rtigsciy Saltinis: palmitino (C16:0) — 6,43 %, stearino (C18:0) — 2,60 %, oleino (C18:1) —
14,81 %, eikozano (C20:1) — 16,97 %, eruko (C22:1) — 8,43 %, linolo (C18:2) — 18,12 %, linoleno
(C18:3) — 32,57 % [130]. Rodriguez-Rodriguez ir kiti (2013) nustaté, kad judros alicjuje riebaly
rugsciy kiekiai yra $ie: palmitino (C16:0) — 6,1-7,6 %, stearino (C18:0) — 2,3-3,5 %, oleino
(C18:1) — 14,3-18,9 %, linolo (C18:2) — 18,6-24,4 %, linoleno (C18:3) — 26,8-32,4 %, eikozano
(C20:1) — 13,3-15,3 %, eruko (C22:1) — 2,2-3,4 % [131]. Abiejy tyréjy duomenys sutampa, tik
Singh ir kiti (2014) eikozano riigsties nustaté ~1 % daugiau, o eruko riigSties judros aliejuje nustaté
3-4 kartus daugiau. Palyginus $iuos duomenis su $io darbo rezultatais, pastebima, kad rezultatai
yra labai panasiis. Nezymiis skirtumai pastebimi dél naudoty skirtingy ekstrakcijos metody ir

salygy, nustatymo metody, judros augimo salygos ir naudotas eksperimentams judros porusis.

0]
W

OH
(0]
\/W\/\/\/\/\/\(
Olemo r OH
V\/\/V\V\/\/VYO
Linolo r. OH
\/\A/\/\/\/\/VYO
Linoleno r. OH

20 pav. Pagrindiniy riebaly rags¢iy judros lipofiliniuose ekstraktuose struktiirinés formulés
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31 lentelé. Riebaly rigsciy kompozicijos sudétis

-
" . = e S = 2 o
o o o o o S c Q 2 o
= £ ~ £ o o 4 o N = o S 9 S & T ~ o =
£ g 9 S & S & S & S 3 S S S & S o X &
g E g L3 2 = £ € X N £ g g | =
Soks<0,23 | 6.56+0,59%%  2.37+0,01% 14,700,182  17,56+0,33¢ - 11,20+0,15P 38,02+0,82¢ 1,5240,1550  1,54+0,16
mm
Sgks 0.23- | 6,31+0,31¢ 2,020,022 14,050,042 18,10+0,11%  1,21+0,02° 13,4140,62° 36,13+0,32¢ 1,66+0,05¢  2.15+0,15b
,5mm
Soks 0,5-1,0 | 6,61+0,03%%  2,70+0,35P 16,79+0,09f 18,28+0,35% - 8,23+0,012 24.20+0,04 1,09+0,022 -
mm
' %*;';-COZ 573£0,26%¢  2.38+0,01% 14,400,052 16,9240,01°¢  1,23+0,02° 14,01+0,10° 37,33+0,05% 1,7240,03¢  2.21+0,06"
<0, mm
0' §3K§-5C02 720+0,14dF  2,42+0,00%  14,89+0,020 18 72+0,01¢ - 10,69+0,10° 38,12+1,45¢ 1,36+0,025 1,23+0,022
,29-U,0 mm
(')?(156002 547+0,19%  2.3240,012 14,5240,02%¢  16,38+0,08%  1,21+0,02° 13,92+0,15¢ 38,09+0,02 1,7240,02¢  2.2440,04°
y Iy mm
(I)I283K0EE:>C02 7,70+0,45f 2,48+0,01°  14,6240,072bcd 18,83+0,13¢ 1,040,062 11,37+0,54° 36,730,170 1,47£0,05% 1,600,112
1 Y, mm
Ic; g';EO-COz 7,4940,50¢f 2,47+0,02P 15,58+0,38¢ 17,23+0,44¢ - 11,45+1,25b 38,12+0,87° 1,4540,15P 1,5240,422
] mm
Eg’gsheks 7,48+0,32¢f 2,70+0,35"° 15,2740,375%  17.5340,48°% - 11,44+0,25b 36,540,684 1,42+0,02b 1,57+0,05 2
<0,23 mm
EPS heks 8,12+0,35" 2,68+0,00°  15,05+0,15%% 184740268  1,21+0,08° 12,06+0,67° 35,050,395 1,49+0,05b° -
0,23-0,5 mm
oEspf geks 5,150,028 2,61£0,00° 15,360,749 15,69+0,08  1,50+0,01° 16,95+0,39¢ 33,53+0,32) 1,93+0,01¢ -
yJ Ly mm

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés £ SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s kriterijus,(p < 0.05).
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3.8.2. Tokoferoliy kiekio jvertinimas

Grupé junginiy, kurie yra tirpts riebaluose ir yra vitamino E dariniai, yra vadinami bendriniu
pavadinimu — tokoferoliais. Jie veikia kaip antioksidantai ir yra i$ sékly gaunamo aliejaus
komponentas. Tokoliy kiekis ir sudétis priklauso nuo augalo risies bei veislés. Norint jvertinti
tokoferoliy biologinj efektyvuma, svarbu zZinoti bendrg tokoferoliy suma, bei atskiry tokoferoliy
izomery kiekj [132]. Tokoferoliy identifikavimui ir jy kiekio nustatymui lipofiliniuose
ekstraktuose atlikta efektyvioji skyséiy naudojant atvirkStines fazes ir yra nustatoma Soniné
grandinés struktiira bei metilo grupiy skaicius.

Pastebéta, kad judros ekstraktai, gauti atlikus jvairius ekstrakcijos metodus, savo sudétyje
turi palyginus nemazus kiekius tokoferoliy (Zr. 32 lentel¢). Bendras tokoferoliy kiekis ekstraktuose
kinta nuo 382,45 pg/g ekstrakto iki 985,38 pg/g ekstrakto. Didziausias Siy junginiy kiekis
nustatytas ekstraktuose, gautuose atlickant Soksleto ekstrakcija (860,77-985,38 ng/g ekstrakto).
PanaSus kiekis tokoferoliy identifikuotas ekstraktuose gautuose po | SKE-CO; ir EPS heks,
atitinkamai 662,44-776,29 ng/g ekstrakto ir 638,39-700,39 ug/g ekstrakto. Maziausiai Siy
junginiy rasta ekstraktuose po Il SKE-CO; (382,45-392,58 ng/g ekstrakto). Palyginus bendrg
tokoferoliy kiekj séklose, pastebima, kad didziausias tokoferoliy kiekis 309,80-398,41 ng/g sékly
gautas atliekant tradicinj ekstrakcijos metoda — Soksleto ekstrakcija. MaZesnis kiekis $iy
antioksidanty nustatytas atlikus | SKE-CO> ir EPS heks, atitinkamai 139,81-335,00 pg/g sékly ir
164,24-285,93 ng/g sékly. Maziausiai tokoferoliy identifikuota 114,39-138,77 ug/g sékly
atliekant Il SKE-COs..

Judros ekstraktuose identifikuoti y-T ir 6-T (zr. 21 pav.). y-T Kiekis ekstraktuose kinta
plac¢iame intervale nuo 360,80 iki 960,45 pg/g ekstrakto. Didziausias kiekis nustatytas 836,65—
960,45 ng/g ekstrakto atlikus Soksleto ekstrakcijg, o maziausiai (apie 2,5 karto maziau) rasta
360,80-371,04 pg/g ekstrakto atlikus 1l SKE-CO.. Ekstraktuose esantis 6-T kiekis Zenkliai
nesiskiria 20,30-26,86 pg/g ekstrakto. Didziausias kiekis identifikuotas 24,12-26,86 pg/g
ekstrakto atlikus Soksleto ekstrakcija. Po II SKE-CO> ir EPS heks gauti ekstraktai turi maziausia
Sio junginio kiekj, atitinkamai 21,54-21,65 pg/g ekstrakto ir 20,30-22,21 ug/g ekstrakto. I$ gauty
rezultaty matoma, kad efektyviausias metodas, norint iSskirti kuo didesnj tokoferoliy kieki, yra

Soksleto ekstrakcija.
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32 lentelé. Tokoferoliy kiekiai tirtuose judros lipofiliniuose ekstraktuose

y-tokoferolis

o-tokoferolis

Bendras tokoferoliu kiekis

Frakaijos ng/g ekstrakto ng/g sékly ng/g ekstrakto ng/g sékly ng/g ekstrakto ng/g sékly
Soks <0,23 mm 836,65+2,029 387,25+0,94) 24,12+1,06 11,16+0,49¢ 860,77 398,41
Soks 0,23-0,5 mm 945,17+1,57" 330,62+0,55' 26,86+0,411 9,39+0,144 972,03 340,01
Soks 0,5-1,0 mm 960,45+4,09) 301,96+1,299 24,93+1,64% 7,84+0,52° 985,38 309,80
| SKE-CO2 <0,23 mm 752,81%5,15 324,87+2,22" 23,48+0,64" 10,130,281 776,29 335,00
| SKE-CO; 0,23-0,5 mm 702,99+5,08¢ 240,25+1,74° 23,70+0,96" 8,100,33¢ 726,69 248,35
| SKE-CO; 0,5-1,0 mm 640,93+5,52¢ 135,27+1,16° 21,51+1,09% 4,54+0,23? 662,44 139,81
Il SKE-CO; 0,23-0,5 mm 371,04+2,76° 131,16+0,98° 21,54+1,09% 7,61+0,39° 392,58 138,77
Il SKE-CO, 0,5-1,0 mm 360,806,672 107,91+2,002 21,65+0,35% 6,48+0,10° 382,45 114,39
EPS heks <0,23 mm 616,79+6,91° 276,26+3,09° 21,600,713 9,67+0,328 638,39 285,93
EPS heks 0,23-0,5 mm 678,59+3,42¢ 225,19+1,13¢ 22,21£0,32% 7,37+0,11°¢ 700,39 234,86
EPS heks 0,5-1,0 mm 630,68+5,27) 159,12+1,33° 20,30+0,79¢ 5,12+0,20° 650,98 164,24

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame pa¢iame stulpelyje nurodo reik§mingus ver¢iy skirtumus (ANOVA ir Tukey‘s Kriterijus,(p < 0.05).
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Zubr ir kiti (2002) tyrinéjo judros aliejy ir nustaté, kad jame tokoferoliy kiekis Kinta intervale
nuo 695 iki 994 pg/g aliejaus. Dominuojantis tokoferolis — y-T (651-922 ug/g aliejaus). o-T ir 6-
T atitinkamai nustatytos atitinkamai 14-46 pg/g aliejaus ir 15-30 ug/g aliejaus. B-T aliejuje
nenustatytas [22]. Abramovic ir kiti (2007) $vieziame judros aliejuje nustaté bendrg tokoferoliy
kiekj — 751 ng/g aliejaus. Taip pat dominuojantis tokoferolis identifikuotas y-T (710 ug/g
aliejaus), o a-T ir o-T atitinkamai 41 pg/g aliejaus ir 12 ug/g aliejaus. B-T judros aliejuje nustatytas
labai mazas kiekis — maziau nei 3,4 ng/g aliejaus. Matoma, kad skirtingy tyréjy gauti rezultatai
sutampa ir néra zymaus skirtumo tarp duomeny. Lyginant literattiroje pateiktus rezultatus su Sio
darbo rezultatais matyti, kad bendras tokoferoliy kiekis sutampa, i$skyrus II SKE-CO, metodu
gauto ekstrakto (bendras tokoferoliy kiekis 2—3 maZesnis). Sio tyrimo metu taip pat y-T
identifikuotas didziausiu kiekiu visuose ekstraktuose. 8- T nustatytas didesniu kiekiu (20,30-26,86
ug/g ekstrakto), nei Abramovic ir Kiti (2007), o palyginus su Zubr ir kiti (2002) rezultatais didelio
skirtumo tarp rezultaty nepastebima. Sio tyrimo metu nebuvo identifikuoti o-T ir B-T, nors Kiti
tyréjai §iuos tokoferolius nustaté aliejuje. Siy rezultaty skirtumams padaryti jtaka galéjo skirtingi
tokokeroliy iSgavimo metodai, ekstrakcijoms atlikti naudotos sglygos, taip pat jtakos turi ir judros
augimo salygos ir eksperimentams naudotas judros kultivaras.

CHs

HO.

CH, y—tokoferolis

Hs 5-tokoferolis

21 pav. y-T ir 8-T strukttirinés formulés

3.8.3. Preliminarus bioaktyviy komponenty identifikavimas taikant ultraefektyviajg

skysciy chromatografijq

Preliminari bioaktyviy junginiy fitocheminé kompozicijos analizé¢ atlikta naudojant
UHPLC-Q-TOF. Junginiai esantys judros sékly ekstraktuose (lipofiliniai, acetoniniai, etanoliniai
ir vandeniai) identifikuoti pagal jy tiksling moling mase¢, molekuling joning formule [M-H]
palyginus su duomeny bazése esanciais duomenimis (ChemSpider). Junginiy sulaikymo laikai,
molinés masés, molekulinés joninés formulés [M-H] ir junginiy smailiy plotai sutartiniais vienetais

pateikiami 33 lenteléje.
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IS 33 lentel¢je pateikty duomeny matoma, kad bendrai ekstraktuose buvo identifikuota 19
junginiy. Fragmentacijos metu susidargs jonas [M-H]  m/z=195,051 atitiko formule CgH1107.
Junginys identifikuotas kaip gliukono r. (1). Junginio (2) molekuliniam jonui [M-H]
m/z=179,0561 priskirta formulé¢ CeH1103 ir $i junginys nustatytas kaip gliukozé. Jonas [M-H]
m/z=341,1089 atitiko formul¢ C12H21011. Junginys identifikuotas kaip sachrozé (3). Analizuojant
junginius (4), (5) ir (6) atitinkamai nustatyti susidar¢ jonai [M-H]" m/z=133,0142, m/z=191,056 ir
m/z=191,0197, kuriems priskiriamos formulés CsHsOs, C7H110g ir CsH7O7. Sie junginiai
identifikuoti kaip obuoliy r., chino r. ir citriny r. Junginio (7) formulé CoHgOs ir molekulinio jono
[M-H]" m/z=197,0455 identifikuota kaip siringo r. Junginiy (8) ir (9) molekuliniai jonai [M-H]
m/z=153,0193 ir m/z=137,0244 atitiko molekulines formules CgHoOs bei C7HsOz ir buvo
identifikuotas kaip dihidroksibenzoininé r. ir hidroksibenzoininé r. Fragmentacijos metu susidargs
jonas [M-H]" m/z=451,1246 atitiko formule C21H23011. Junginys identifikuotas kaip katechino
heksosidas (10). Junginio (11) molekuliniam jonui [M-H]" m/z=179,0350 priskirta formulé
CoH704 ir $i junginys nustatytas kaip kavos r. Junginio (12) formulé Co7H29016 ir molekulinis
jonas [M-H] m/z=609,1461 identifikuota kaip rutinas. Junginiy (13) ir (14) molekuliniai jonai [M-
H]" m/z=295,2279 ir m/z=297,2435 atitiko molekulines formules C1sH3103 bei C1sH3303 ir buvo
identifikuotas kaip hidroksioktadekadieniné r. ir hidroksioktadekeniné r. Junginio (15) formulé
C14H210 ir molekulinis jonas [M-H]" m/z=205,1598 identifikuotas kaip oktilfenolis. Taip pat buvo
identifikuotos linoleno (16), linolo (17), palmitino (18) ir eruko (19) riebaly ragstys, kuriy
molekuliniai jonai yra [M-H]" m/z=277,2173, [M-H]" m/z=279,233, [M-H] m/z=255,233 ir [M-
H]" m/z=337,3113 bei atitiko molekulines formules C1gH2002, C18H3102, C16H3102 ir C22H410s.
33 junginiai nebuvo identifikuoti dél sudétingos ekstrakty bioaktyviy junginiy kompozicijos.

Maziausiai nustatyta ir identifikuota junginiy lipofiliniuose ekstraktuose, o daugiausiai — |
SKE-CO2/Acet/EtOH/H20 ir Il SKE-CO2/Acet/EtOH/H20. Visuose ekstraktuose buvo
identifikuoti Sie pikai — (14) hidroksioktadekeniné r. (6,4 min, 297,2435 m/z, C18H3303), (15)
oktilfenolis (6,7 min, 205,1598 m/z, C14H210).

73



33 lentelé. Judros sé¢kly ekstrakty nustatyty junginiy smailiy plotai

Junginiy smailiy plotai, sutartiniai vienetai

E o S 2 5 8 3 7 B B
= T | 5 &8 8 4 2 £ £ £ 22 29
c £ = me % 5sogegs 8§ 5F 88 8f o
g £ - =2 S Q ; v L AT U T R TT )
= E 2, = P L v = Y < ¥ X Y X
g = % = S X 7 o % 2 % % %
n = = - = w - -
1 03 195051 CsHu10y Gliukonorr. - - - - - - - 2645 43521 49115
2 03 179,0561 C¢H110s Gliukoze - - - - - - - 1137 7348 9626
3 04 341,1089 Ci2H21011 Sacharozé - - - - - 28686 14942 155445 76501 84426
4 04 133,0142 C4Hs0s Obuoliy r. - - - - - - - - 26291 18900
5 04 191,066 Cy/HuOs Chinorr. - - - - - - - - 4393 8514
6 09 191,0197 CsH/Or Citriny r. - - - - - - - - 85981 85319
7 1,3 197,0455 CoHoOs Siringor. - - - - - - 1034 - - 1360
8 1,4 153,0193 CyHsO, Dihidroksibenzoininé r - - - - - 1636 - 2345 1885 1479
9 1,7 137,0244 C7H503 Hidroksibenzoininé r. - - - - - 1774 - 3838 1275 2032
10 1,7 4511246 CyH2011 Katechino heksosidas - - - - - 8799 2454 43848 4330 4786
11 19 179,0350 CgH;Oq Kavosr. - - - - - - - - 1067 1317
12 2,2 609,1461 CyH29016 Rutinas - - - - 1079 9963 11933 227190 13156 4198
13 6,1 295,2279 CigH3103  Hidroksioktadekadieniné r. - 1570 1915 1944 2007 3247 2517 - 1049 -
14 6,4 297,2435 CigH3303 Hidroksioktadekeniné r. 7755 7398 5710 6219 8481 7911 7546 12345 10366 10640
15 6,7 2051598 CisH:0 Oktilfenolis 53175 50703 49358 51643 52660 54432 53800 55666 53145 53695
16 7,6 277,2173 CigHx0: Linolenorr. 87087 106820 100732 88639 106112 68445 30467 4310 - -
17 8,1 279,233 CigHz0- Linolor. 50476 57421 55901 55402 70174 62939 22578 7485 - -
18 8,6 255,233 Ci6H0: Palmitino r. 12508 12596 12979 12136 16004 15911 10326 7669 - -
19 9,9 337,3113 CxHxu0, Erukor. 27798 31389 34129 25168 21034 11521 13900 4864 - -

74



1.

3.

ISVADOS

Ivertinus judros sékly cheminiy medziagy sudéti, buvo nustatyta, kad séklose yra 6,14
2/100g drégmés, baltymy — 21,52 g/100 g, riebaly — 37,82 g/100 g, o peleny kiekis 4,21
9/100 g.

Atlikus ekstrakcijg superkriziniu CO2 pirmomis sglygomis (40 °C, 36 MPa, 240 ir 360
min) su <0,23 mm, 0,23-0,5 mm ir 0,5-0,1 mm frakcijomis atitinkamai iSskirtas
ekstrakty kiekis — 43,16 g/100 g, 34,18 g/100 g ir 21,11 g/100 g. O atlikus ekstrakcija
antromis sglygomis (70 °C, 45 MPa, 270 min) su 0,23-0,5 mm ir 0,5-1,0 mm
frakcijomis, atitinkamai iSskirti Sie ekstrakty kiekiai — 35,35 g/100 g ir 29,91 g/100 g.
Soksleto ekstrakcijos metu i§ <0,23 mm frakcijos i$skirta — 46,29 g/100 g ekstrakto,
kurio kiekis yra 3 % didesnis, nei taikant superkrizing CO- ekstrakcijg. Su 0,23-0,5 mm
sekly frakcija atlikus Soksleto ekstrakcija gaunama ekstrakto iSeiga (34,98 g/100 g)
labai panasi, kaip ir iSeiga gauta, pritaikius superkrizing CO: ekstrakcijg. Atlikus
Soksleto ekstrakcija su <0,23 mm frakcija yra gaunama maziausia iseiga (31,44 g/100
g), kuri yra 1 - 10 % didesné nei atlieckant superkrizing CO2 ekstrakcijg su ta pacia sékly
frakcija. Judros sekly ekstraktai iSskirti taikant Soksleto ekstrakcija pasiZzyméjo 2 kartus
didesne reaktyviy deguonies radikaly suri§imo geba (92,75-101,04 mg TE/g ekstrakto),
nei ekstraktai gauti taikant superkrizing CO2 ekstrakcijg (44,49-57,16 mg TE/g
ekstrakto). Atlikus QUENCHER procediirg ir antioksidacinj aktyvumg iSmatavus Folin-
Ciocalteu’s, DPPH" ir ABTS™ metodais matoma, kad didelio skirtumo tarp veréiy
lieckanose po Soksleto ir superkrizinés CO2 ekstrakcijy néra, o deguonies radikaly
suriSimo gebos matavimas parode, kad liekana po Soksleto ekstrakcijos yra aktyvesné.
Nustatytos optimalios ekstrakcijos heksanu padidintame slégyje parametry vertes
didziausiai aliejingo ekstrakto iSeigai gauti: temperatira 120 °C, laikas 20 min ir
tirpiklio tiiris 130 %. Esant optimalioms salygoms i§ <0,23 mm frakcijos buvo isskirta
44,79 g ekstrakto i§ 100 g sékly, 0,23-0,5 mm — 33,19 g/100 g sékly ir 0,5-1,0 mm —
25,23 g/100 g sékly. Ivertinta Siy ekstrakty deguonies radikaly suriSimo geba, kuri kito
nuo 238,73-317,43 mg TE/g ekstrakto. Taip pat pritaikius QUENCHER procediira
nustatytas bendras fenoliniy junginiy kiekis (7,91-14,96 mg GRE/g), atlikti radikaly
blukinimo metodai DPPH" ir ABTS™* (atitinkamai 15,12-37,83 mg TE/g ir 76,75-82,20
mg TE/g) bei iSmatuota deguonies radikaly suriSimo geba (28,26-54,23 mg TE/qg).
Vykdant judros sékly liekanos (po superkrizinés CO> ekstrakcijos) ekstrakcija skirtingo
poliskumo tirpikliais (acetonu, etanoliu ir vandeniu) padidintame slégyje, Zymiy

skirtumy tarp gauty ekstrakty kiekiui nepastebéta. Didziausiu fenoliniy junginiy kiekiu
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pasizyméjo etanoliniai ekstraktai, o maziausiu — vandenyje tirpiis ekstraktai. Atlikus
radikaly blukinimo metodus DPPH' ir ABTS™ buvo nustatyta, kad didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizymi etanoliniai ekstraktai, du kartus mazesniu —
acetoniniai, 0 maziausiu — vandeniniai. Ta pati priklausomybé pastabéta, atlikus
deguonies radikaly suriSimo gebos matavimus.

. Atlikus fermentine hidrolize su kietu liku¢iu po ekstrakcijos etanoliu padidintame
slégyje gauta nuo 11,47 iki 15,89 g tirpiy medziagy vandenyje i§ 100 g fermentuojamos
medziagos. Su liekana likusia po fermentacijos atlikus ekstrakcija vandeniu
padidintame slégyje gaunama nuo 12,30 iki 16,11 g tirpiy medziagy 1§ 100 g
sufermentuotos zaliavos. Ekstrakte po fermentacijos nustatytas bendras fenoliniy
junginiy kiekis (16,50-19,69 mg GRE/ g ekstrakto), atlikti radikaly blukinimo metodai
DPPH' ir ABTS™" (atitinkamai 10,15-13,34 mg TE/g ekstrakto ir 104,08-109,13 mg
TE/g ekstrakto), taip pat iSmatuota deguonies radikaly suriSimo geba (76,98—-101,88 mg
TE/g ekstrakto). Palyginus vandeniniy ekstrakty gauty atlikus ekstrakcijas su liekana po
ekstrakcijos etanoliu ir fermentinés hidrolizés, matoma, kad didesniu antioksidaciniu
aktyvumu pasizymi vandeniniai ekstraktai gauti atliekant ekstrakcija vandeniu
padidintame slégyje su sufermentuota zaliava.

. Aliejiniuose ekstraktuose nustatytas peroksidy skai¢ius kito nuo 1,79 iki 9,58 mekv
02/1000 g. Peroksidy skaicius tirtuose aliejinguose ekstraktuose nevirsijo leidziamos
nerafinuotiems aliejams 15 mekv O2/1000 g ribos, todé¢l Sie ekstraktai galéjo buti
naudojami tolesniuose tyrimuose. ISmatavus lipofiliniy ekstrakty oksidacinj stabiluma
Oksipres metodu, gautos indukcinio periodo vertés kinta nuo 1,10 iki 3,97 h. Stabiliausi
ekstraktai yra gauti vykdant ekstrakcijg heksanu padidintame slégyje, o maziausiai
stabiltis gauti superkrizinés CO2 ekstrakcijos metodu.

. Aliejinguose ekstraktuose dujy chromatografijos metodu buvo nustatyta riebaly riig§¢iy
kompozicija. Ekstraktuose buvo nustatyta 10 riebaly rigsciy, i$ kuriy identifikuotos 9
(palmitino, stearino, arachidino, oleino, eikozano, eruko, linoleno, linolo,
eikozadienoeno riebaly rugsStys). Efektyviosios skysCiy chromatografijos metodu
nustatyti tokoferoliy kiekiai ekstraktuose. Bendras tokoferoliy kiekis ekstraktuose yra
nuo 382,45 ug/g ekstrakto iki 985,38 ug/g ekstrakto. Judros ekstraktuose identifikuoti
y-tokoferolis ir 8-tokoferolis, kuriy ekstraktuose atitinkamai yra 360,80-960,45 ug/g
ekstrakto ir 20,30-26,86 pg/g ekstrakto. Aliejinguose, acetoniniuose, etanoliniuose ir
vandeniuose ekstraktuose ultra efektyviosios skysCiy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu identifikuoti bioaktyvis junginiai. Bendrai ekstraktuose

identifikuota 19 junginiy. Maziausiai identifikuota junginiy aliejinguose ekstraktuose,
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0 daugiausiai — vandeniniuose. Visuose ekstraktuose buvo identifikuoti Sie du junginiai

— hidroksioktadekeniné r., oktilfenolis.
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Padéka

Dékoju mokslinio darbo vadovui lekt. dr. Pauliui Kraujaliui uz pagalbg atliekant tyrimus,
konsultacijas raSant magistro baigiamajj darbg. Taip pat dékoju KTU maisto mokslo ir
technologijy katedros darbuotojams ir doktorantams uz pagalbg atliekant tyrimus ir palaikyma.

Nuosirdziai dékoju savo Seimai, artimiesiems ir draugams uz meilg, palaikymag ir

supratinguma.
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