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1. [IVADAS

Augalu karalija yra vienas i$ svarbiausiy nattiraliy antioksidanty ir kity
vertingy biologiskai veikliy medziagy, kurias galima pritaikyti kaip sveikatai
naudingus ingredientus funkciniams maisto produktams ar papildams Kkurti,
Saltinis. Siuo metu daugiau nei 25 proc. israfomy farmaciniy vaisty visame
pasaulyje yra augalinés kilmés. ,,Natiiralumas* tapo vienu i§ svarbiausiy veiksniy
vertinant pagal tai, kam vartotojai teikia pirmenybg, rinkdamiesi jvairius
zmonéms vartoti skirtus produktus. Todél nuolat didéja susidoméjimas
sistemingesniu ir visapusiSku maziau iStirty augaly rosiy charakterizavimu.
Tokie tyrimai yra labai reikalingi kuriant naujus nattralius preparatus, kurie
galéty suteikti maisto produktams jvairiapuse nauda, t.y. sustiprinti sveikatai
teikiama nauda ir suteikti antioksidacine bei antimikrobing apsauga; pastaruoju
metu juos galima laikyti perspektyviomis alternatyvomis §iuo metu pladiai
vartojamiems sintetiniams maisto papildams, tokiems kaip butilintas
hidroksitoluenas (BHT), butilintas hidroksianizolis (BHA), benzoatai ir Kiti,
kuriy vartotojai vis dazniau atsisako, nerimaudami dél jy saugos.

Daugybés atlikty tyrimy metu irodyta, kad maisto produktuose esantys
antioksidantai gali apsaugoti zmogaus organizmo lasteles nuo neigiamo ir per
didelio laisvyjy radikaly kiekio poveikio, kuris yra siejamas su daugelio létiniy
ligy i8sivystymu; 0, esant maisto produktuose tokioms sudedamosioms dalims,
gali sulététi lipidy oksidacija. Lipiduy oksidacija maisto produktuose sumazina ju
jutimo kokybe ir maistine verte. Todél nattiraliy antioksidanty vartojimas kuriant
naujus maisto produktus yra laikomas perspektyvia priemone, kuri gali pailginti
ju tinkamumo vartoti laika, sumazinti atlieky kieki ir nuostolius mitybos
atzvilgiu. Visi minétieji veiksniai skatina naujuy, vertingy ir pritaikomy nattiraliy
medziagy, iskaitant maisto produkty sudétyje esancius antioksidantus, ir Saltiniy
paieska.

Lupaziedziy (lot. Lamiaceae) Seimos Zolelés yra vienos i§ populiariausiy
aromatiniy, vaistiniy ir prieskoniniy augaly, daugelis jy yra placiai iStirtos, ir
nurodoma, kad juose susikaupia didelis eteriniy aliejy, stipriu fenoliniy
antioksidanty ir kity vertingy sudedamuju daliy kiekis. Todél kai kurios Salavijo
(lot. Salvia) rusys plac¢iai naudojamos kosmetikos, parfumerijos ir maisto
pramong¢je. Vaistinis Salavijas (lot. S. officinalis) ir kvapusis Salavijas (lot. S.
sclarea) yra nuodugniausiai istirtos Salvia rasys, o Stai informacijos apie daugelj
kity Salvia rosiy yra gana mazai. Norint uzpildyti $ia spraga, pasirinkta 10
skirtingy Salavijo raSiy: S. amplexicaulis, S. austriaca, S. forsskaolii, S.
glutinosa, S. nemorosa, S. officinalis, S. pratensis, S. sclarea, S. stepposa ir S.
verticillata.

Siekiant iSgauti vertingy junginiy i§ 10 skirtingy Salavijo rasiy, buvo
naudojami jvairiis ekstrakcijos metodai ir skirtingo poliskumo tirpikliai.
Nuosekliai naudojant skirtingus metodus, galima pasiekti geriausiy rezultaty. Sio
tyrimo metu taip pat ivertintos antioksidacinés savybés, fenoliniy ir lakiuyjy
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junginiy sudétis, siekiant panaudoti Salavijo rasis kaip papildomas Zaliavas,
iSgaunant ingredientus funkcionaliajam maistui kurti.

Darbo tikslas

Pagrindinis 8io darbo tikslas — iSsamiai istirti Salvia genties augalu rasiy
fenoliniy ir lakiyjy junginiy sudétj ir antioksidacines savybes, jiems iskirti
naudojant skirtingus metodus ir skirtingo poliSkumo tirpiklius bei pagal gautus
rezultatus teoriskai {vertinti Salavijo panaudojimo galimybes kuriant
funkcionaliuosius sveikatai naudingus ingredientus.

Darbo tikslui pasiekti buvo sprendziami Sie uzdaviniai:

1. Nustatyti skirtingy ekstrakcijos metody ir tirpikliy itaka tirpiy frakciju
iSskyrimui i§ 10 pasirinkty Salvia riisiy, jvertinant gauty ekstrakty iSeigas.

2. lvertinti tirpiy frakcijuy, gauty skirtingais metodais i§ 10 Salvia rasiy,
antioksidacinj potenciala, taikant jvairius in vitro antioksidacinio aktyvumo
nustatymo metodus.

3. Nustatyti fenoliniy jungiy sudéti tirpiose frakcijose, gautose i§ 10 Salvia
riisiy, naudojant chromatografijos ir masiy spektrometrijos metodus.

4. Nustatyti Salvia genties augaly rasiuy ekstraktuose esanciy fenoliniy
junginiy kieki, priklausomai nuo ekstrakcijos metu naudoto tirpiklio, ir jvertinti
Salavijo riiSiu panaudojimo galimybes iSgaunant vertingus nataralius junginius.

5. Nustatyti Salvia lipofiliniuose superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
(SKE-CO,) metodu pagamintuose ekstraktuose esanciu tokoferoliu sudétj ir
koncentracijas.

6. Nustatyti lakiyju junginiy sudéti skirtingose Salvia riSyse, lakiesiems
junginiams isskirti taikant distiliacijos / ekstrakcijos ir SKE-CO, metodus.

7. Remiantis gautais eksperimentiniais rezultatais, teoriskai jvertinti Salvia
ekstrakty potenciala kuriant funkcionaliuosius sveikatai naudingus ingredientus.

Mokslinio darbo naujumas

1. Sistemingi Salvia genties augaly rasiy antioksidaciniy savybiy tyrimai ir
bendras fenoliniy junginiy kiekio (BFJK) ivertinimas, priklausomai nuo
ekstrakcijos metodo, buvo atlikti pirma karta.

2. Daugumos pasirinkty Salvia riisiy augaly fitocheminé sudétis anksciau
nebuvo nustatyta. Tiktai S. officinalis ir S. sclarea buvo tirti pladiai, jie i
mokslinius tyrimus taip pat jtraukti palyginimo tikslais.

3. Darbe taip pat taikytas visapusiskas ir kompleksinis Salvia genties augaly
rasiy frakcionavimo metodas (iSskyrimas i skirtingo poliSkumo frakcijas,
naudojant aplinkai draugisSkus tirpiklius, nustatant fenoliniy junginiy kiekj tiek
ekstraktuose, tiek pradinéje augalingje zaliavoje): toks metodas nebuvo taikomas
né vienai $alavijo ruSiai, iskaitant ir nuodugniausiai iStyrinétas Salvia rasis: S.



officinalis ir S. sclarea. Be to, Si koncepcija yra gana menkai taikoma tiriant ir
kitus augalus.

4. Kai kurie junginiai (etil galatas, 3',4',5,7-tetraksidroksi-3-metoksiflavonas,
hiperozidas ir isoramnetin-gliukozidas) Salvia genties augaly raSyse nustatyti
pirma karta.

5. Daugumos pasirinkty Salvia riisiy augaly lakiyjy junginiy sudétis anks¢iau
nebuvo nustatyta. Tiktai S. officinalis buvo tirtas placiai. Si $alavijo risis { misy
tyrimus taip pat itraukta palyginimo tikslais.

Praktiné darbo verté

Nustatyta, kad etanoliniuose S. officinalis, S. sclarea, S. amplexicaulis, S.
verticillata, S. nemorosa, S. forsskaolii ir S. pratensis ekstraktuose yra gausu
biologiskai veikliy junginiy; Sie rezultatai yra praktiskai svarbis toliau naudojant
augaly ekstraktus, kaip natiiraliy antioksidanty Saltini, maisto pramonéje, siekiant
papildyti maisto produktus biologiSkai veikliais junginiais. Skirtingais
ekstrakcijos metodais iSgauty S. amplexicaulis, S. austriaca, S. forsskaolii, S.
glutinosa, S. nemorosa, S. officinalis, S. pratensis, S. sclarea, S. stepposa ir S.
verticillata ekstrakty chromatografiniy tyrimy duomenys suteikia svarbios
informacijos apie ju fitocheminés sudéties jvairove. Si informacija galéty biti
naudinga pramonei atrenkant perspektyviausias Salavijo riiSis ir tirpikli
didziausiai biologiSkai veikliy junginiy iSeigai gauti.

Disertacijos struktiira

Disertacija yra parasyta angly kalba. Ja sudaro santrumpy sarasas, jvadas,
literatliros apzvalga, tyrimy objektai ir metodai, rezultatai ir ju aptarimas,
iSvados, naudotos literatiiros sarasas (231 3altiniai), disertacijos tema paskelbty
publikaciju saraSas. Pagrindiné disertacijos medziaga iSdéstyta 98 puslapiuose,
kur pateikta 9 lentelés ir 18 paveiksluy.

Darbo rezultaty publikavimas

Disertacijos tema paskelbti 3 straipsniai Clarivate Analytics (buv. Thomson
Reuters) WOS pagrindinio saraso leidiniuose. Darbo rezultatai pristatyti 5
tarptautinése konferencijose.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Pakopiné Salvia rasiy augalinés Zaliavos ekstrakcija superkritiniu CO; ir
skirtingo poliskumo tirpikliais padidintame slégyje sudaro salygas iSskirti
vertingas biologiskai veikliy junginiy frakcijas, pasizyminéias stipriomis
antioksidacinémis savybémis.

2. Nepakankamai iStirtos Salvia genties augaly rasys, tokios kaip S.

amplexicaulis, S. verticillata, S. nemorosa, S. forsskaolii ir S. pratensis, yra
perspektyvi Zaliava iSgaunant vertingus natiiralius junginius.



3. Salvia augaly rasiy lakiyju junginiy sudétis, jiems iSskirti taikant
distiliacijos / ekstrakcijos bei SKE-CO, metodus, smarkiai skiriasi.



2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI
2.1. Tyrimy objektai

Tyrimams atlikti pasirinktas daugiametis Zolinis notreliniy (lot. Lamiaceae)
Seimos augalas — Salavijas (lot. Salvia). Moksliniams tyrimams atlikti naudojama
10 sios genties augaly rusiy: S. amplexicaulis, S. austriaca, S. forsskaolii, S.
glutinosa, S. nemorosa, S. officinalis, S. pratensis, S. sclarea, S. stepposa ir S.
verticillata (1 pav.). Tyrimams skirti augalai iSauginti Vytauto DidZiojo
universiteto Kauno botanikos sodo vaistiniy ir prieskoniniy augaly kolekcijose
2013 metais. Zydéjimo pradzioje surinkta antZeminio augalo dalis atskirta nuo
pasaliniy priemaisy ir i§dziovinta.

S. pratensis ' S. sclarea
1 pav. Tyrimo objekty pavyzdziai”

Prie§ atliekant tyrimus augalai buvo susmulkinti rotoriniu smulkintuvu
(8 000 aps./min), naudojant 0,5 mm akuéiy dydzio sieteli. Paruosti augalai
laikomi sandariai uzdarytuose stikliniuose induose, tamsiame, vésiame ir
sausame kambaryje.

2.2. Tyrimy metodai

Iskeltiems tikslams pasiekti buvo pritaikyti aplinkai draugiski veikliyjy
medziagy iSskyrimo metodai: superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
(SKE-CO,) ir pagreitintos ekstrakcijos, naudojant didéjancio poliskumo
tirpiklius, deriniai. Pirmiausia ekstrahavimas atliktas anglies dvideginiu, tada
etanoliu (96 proc.) ir galiausiai vandeniu. Ekstrahavimas anglies dvideginiu
atliktas siekiant paSalinti lipofilinius junginius.

Kiekvieno gauto ekstrakto savybés ivertintos taikant jvairius in vitro
antioksidacinio aktyvumo (AA) tyrimy metodus. Norint atlikti i§samy medZiagos
antioksidaciniy savybiy ivertinima, bitina remtis keliais metodais. Antioksidanty

" Fotografijy autorinés teisés priklauso Vilniaus universiteto Botanikos sodui.



veikimas gali pasireiksti Siais mechanizmais: vandenilio atomo atidavimu
(radikaly sujungimo mechanizmas) arba elektrono perkélimu (radikalo
redukcija). Keliu AA metodu taikymas padeda geriau jvertinti Siuos
mechanizmus, ir taip galime tiksliai nustatyti, kokiomis specifinémis savybémis
pasizymi tiriamasis méginys. Atliekant tyrima buvo taikyti trys metodai:
deguonies radikaly sujungimo gebos nustatymas (ORAC arba L-ORAC
(lipofiliniams junginiams)), bendro fenoliniy junginiy kiekio (BFJK) nustatymas
ir vienas radikaly sujungimo gebos nustatymo metodas (ABTS™). AA jvertinti
tai pat taikyta nauja QUENCHER procediira, kai antioksidacinés savybés
matuojamos ne ekstrakte, o pradinéje zaliavoje bei ekstrakciju liekanose — tokiu
pat budu jvertinti ir nesiekstrahuojantys junginiai. Visy $iy metody panaudojimas
leidzia labai iSsamiai jvertinti Salvia genties augaluy raSiy antioksidacines
savybes.

Pasirinkty augaly fitocheminés sudéties analizei atlikti bei pagrindiniams ju
junginiams identifikuoti naudojami Siuolaikiski chromatografijos ir masiy
spektrometrijos metodai. Tokoferoliai identifikuoti efektyviosios skysciy
chromatografijos (ESCh) metodu, atitinkamai su diody matricos (DMD) ir
fluorescencijos (FD) detektoriais. Fenoliniai junginiai Salvia genties augaly rasiu
ekstraktuose nustatyti taikant ultraefektyviaja skys¢iu chromatografija su
kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiuy spektrometru (UESCh-Q/TOF). Taikant
ultraefektyviaja skysCiy chromatografija su triju kvadrupoliy masiy spektrometru
(UESCh-TQ-S) pagal standartines kalibracines kreives nustatyta fenoliniy
junginiy sudétis. Apskai¢iuota minimali kiekybinio jvertinimo riba (LOQ) ir
minimali aptikimo riba (LOD). Gauti koreliacijos koeficientai irodo, kad Sis
metodas yra tikslus ir tinkamas kiekybiniam jvertinimui atlikti. Atskiry fenoliniy
junginiy antiradikalinés savybés jvertintos taikant kombinuotaji ESCh-DPPH'
metoda.

Salvia genties augaly rasiy lakieji junginiai iSskirti Likenso-Nickersono
distiliacijos / ekstrakcijos metodu. Ju sudétis tirta duju chromatografijos (DC)
metodu, liepsnos jonizacijos (LJD) ir masiy spektrometrijos (MS) detektoriais.
Junginiai identifikuoti apskai¢iavus ju Kovats (KI) sulaikymo indeksus (pagal
C;,-Cs alkany standartini miSinj), gautus su nepoline Elite-5 kolonéle ir
palyginus su publikuotais literatiroje (Adams, 2009), taip pat palyginus gautus
masiy spektrus su spektrais, esanc¢iais NIST, MAINLIB, REPLIB ir ADAMS
masiy spektry bibliotekose. Junginiai identifikuoti tik esant Kl ir MS
suderinamumui.

Visi eksperimentiniai matavimai atlikti bent tris kartus ir prie rezultaty
pateikiamas $iy matavimy vidurkis kartu su standartiniu nuokrypiu (StN).
Vidurkiai ir reikSmingi skirtumai tarp ju ivertinti statistine programa
Statgraphics. Koreliacijos koeficientai nustatyti ir Kiti papildomi skai¢iavimai
atlikti MS Excel programa.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Lipofiliniy ir hidrofiliniy frakcijy i$skyrimas i§ 10 skirtingy Salvia
genties augaly rusiy, taikant auksto slégio ekstrakcijos metodus, ir iSsamus
ju antioksidacinio aktyvumo jvertinimas in vitro modelinése sistemose

3.1.1. Salvia genties augaly rusiy ekstrakcija

Salvia genties augaly ekstraktai i$skirti Zzaliava nuosekliai ekstrahuojant
didéjancio  poliSkumo aplinkai nekenksmingais tirpikliais. Pirmiausia
ekstrahavimas atliktas SKE-CO,, tada etanoliu (96 proc.) ir galiausiai vandeniu.
Nustatyta, kad visy tirty augalo rusiy ekstrakty iSeiga priklauso nuo ekstrakcijai
atlikti pasirinkto tirpiklio. DidZiausios iSeigos buvo gautos ekstrahuojant
vandeniu — vidutiniSkai 30,2—43,7 proc. (1 lent.). Etanoliniy ir SKE-CO, i$gauty
ekstrakty iSeigos buvo mazesnés, atitinkamai: etanoliniy — 18,1-36,2 proc., SKE-
CO, - 1,8-52proc. Ekstrahavimas SKE-CO, atliktas siekiant paSalinti
lipofilinius junginius.

Ekstraktai, gauti naudojant CO,, etanolio ir vandens tirpiklius, atitinkamai
zymimi prie Salavijo ruiSies pirmyjy raidziy pridedant naudotino tirpiklio pirma
raide: S. amplexicaulis Lam. (SAm-C, E, W), S. austriaca L. (SAu-C, E, W), S.
forsskaolii L. (SF-C, E, W), S. glutinosa L. (SG-C, E, W), S. nemorosa L.(SN-C,
E, W), S. officinalis L. (SO-C, E, W), S. pratensis L. (SP-C, E, W), S. sclarea L.
(SSc-C, E, W), S. stepposa Des-Shost. (SSt-C, E, W), S. verticillata L. (SV-C, E,
W).

3.1.2. Jvairiy Salvia genties augaly ruSiy ekstrakty antioksidacinis
aktyvumas skirtingose in vitro modelinése sistemose

VisapusiSkam tirty augaly antioksidacinio aktyvumui jvertinti taikyti skirtingi
antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodai. Antioksidacinis aktyvumas
iSreikstas tiek sauso ekstrakto masei, tiek sausos Zaliavos medZiagos masei. Abu
Sie parametrai suteikia vertingos informacijos interpretuojant gautus duomenis.
Vieni ekstraktai gali pasizyméti stipriomis antioksidacinio aktyvumo (AA)
savybémis, o ju iSgaunamas kiekis gali bati nedidelis. Gali biti prieSingai — kai
ekstrakto aktyvumas yra mazas, o ekstrakto iSeiga — didelé. AA matavimy
rezultatai pateikti 1 lent.

Tiriamyjuy ekstrakty antioksidaciné galia priklauso nuo fitocheminés ju
sudéties — kiekio ir struktiiros, ypa¢ polifenoliniy junginiy, i§ kuriy svarbiausi
flavonoidai ir fenolinés riigstys. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)
tiriamuosiuose ekstraktuose svyravo pla¢iu intervalu — nuo 0,48+0,03 iki
43,65+0,67 mg GRE/g SM. Didesniu BFJK pasizyméjo etanoliniai ekstraktai
(19,26+0,10-43,65+0,67 mg GRE/g SM), palyginti su vandeniniais (0,48+0,03—
7,17£0,07 mg GRE/g SM). Etanoliu iSskirti ekstraktai galéty buti geri nattraliy
antioksidanty Saltiniai.
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AA pasiskirstymas ekstraktuose iSliko panaSus toliau tiriant skirtingas
Salavijo risis ABTS™ ir ORAC metodais. ABTS™ modelinéje sistemoje
etanoliniy ekstrakty AA svyravo nuo 684+5 iki 1742+2 pmol TE/g ekstrakto ir
atitinkamai nuo 201+2 iki 515+1 pmol TE/g SM. Didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasiZyméjo etanoliniai S. verticillata ir S. sclarea ekstraktai, kuriy
vertés atitinkamai buvo 174242 ir 1634422 umol TE/g ekstrakto. Matuojant
ORAC vertes tarp ekstrakty, iSgauty skirtingais tirpikliais, didesniu deguonies
radikaly sujungimo aktyvumu pasizyméjo etanoliniai Salavijo ekstraktai (iki
4735114 umol TE/g  ekstrakto ir atitinkamai  1208+29 umol TE/g SM),
palyginti su vandeniniais (iki 1339483 umol TE/g ekstrakto ir atitinkamai
485+30 umol TE/g SM). Nustatyta L-ORAC lipofiliniams ekstraktams, kuriy
vertés svyravo nuo 570+23 iki 6015+11 pmol TE/g ekstrakto ir atitinkamai nuo
29,75%1,18 iki 224+1 pmol TE/g SM. Didziausiomis L-ORAC vertémis
atitinkamai pasizymeéjo S. officinalis, maziausiomis — S. sclarea.

Ivertinus gautus rezultatus matyti, kad tirti ekstraktai gali sujungti laisvuosius
radikalus, taciau ju antioksidacinis aktyvumas labai priklauso nuo juose esanciy
aktyviy junginiy kiekio. Poliskesniais tirpikliais iSgauty ekstrakty radikaly
sujungimo geba (RSG) buvo didesné. Manoma, kad didesne RSG pasizymi
fenoliniai junginiai, turintys laisvy prie benzeno Ziedo prisijungusiy hidroksilo
grupiy. Todeél galime teigti, kad tokiy junginiy RSG yra didesné.
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1 lentelé. BFJK ir antioksidacinis aktyvumas skirtinguose Salvia genties augaly ri$iy ekstraktuose

ABTS™, umol TE/g ORAC, umol TE/g BFJK, mg GRE/g
Bandiniai 13eiga, proc.
Sauso ekstrakto Saij IS0 Sauso ekstrakto Saij IS0 Sauso ekstrakto Sausos medziagos
medZiagos medZiagos

SAmM-E 25,5+0,1¢ 1177+7° 300+2° 4735+114° 1208+29° 97,41+0,79° 24,85+0,20°
SAmM-W 32,4+0,1° 79,52+0,52¢ 25,7740,18° 67627 219+9° 5,92+0,14° 1,92+0,05°
SAU-E 29,4+0,1f 684457 20142° 2009:+196° 591+58° 72,5740,97° 21,35+0,02°
SAU-W 40,7+0,1f 85,04+1,43° 34,62+0,58° 482+33° 196+13,4° 4,23+0,40° 1,72+0,16°
SF-E 30,4+0,1° 1135+9° 345439 4508+126° 137038 116+1° 35,19+0,17"
SF-W 36,2+0,1¢ 32843 11941 1339+83° 485+30° 19,80+0,19' 7,17+0,07
SG-E 26,1+0,1° 1072+10° 279+3¢ 1758+118° 457+31° 106+1° 27,7240,27°
SG-W 31,0+0,1° 246+2" 76,26+0,64° 897+33° 278+10° 16,86:+0,16" 5,23+0,05'
SN-E 30,7+0,2° 1005+2° 308+1" 2392+151° 733+46° 109+1° 33,33+0,17°
SN-W 43,7+0,1" 1500° 65,57+0,13" 718+14¢ 313+6° 7,600,251 3,32+0,11°
SO-E 36,2+0,1" 1080+10° 391+4" 2535+180° 917+66° 12142 43,65+0,67'
SO-W 37,7+0,1° 225419 84,98+0,29" 1143+69" 431+26' 13,15+0,19° 4,96+0,07"
SP-E 25,0+0,1° 973+11° 243+3° 1783+85° 4464217 85,84+0,63° 21,46+0,16°
SP-W 42,5+0,2° 38,85+1,71° 16,52+0,73% 279+23° 118+10° 1,12+0,07° 0,48+0,03*
SSc-E 18,1+0,1° 1634+22" 296:+4° 3820+193° 692:+35° 106+1° 19,26:+0,10%
SSc-W 30,2+0,2° 153+1° 46,15+0,42° 867+16° 26245 7,59+0,13" 2,29+0,04
SSt-E 19,6+0,2° 1392+14° 273+3° 2480+145° 487+28° 103+2° 20,28+0,40°
SSt-W 30,2+0,2° 51,82+1,38° 15,63+0,42° 279+30° 84,13+9,03 2,13+0,09° 0,64+0,03°
SV-E 29,6+0,2 1742421 51541 4121+301¢ 1218+89° 106+1° 31,350,447
SV-W 40,4+0,1f 69,64+1,38° 28,16+0,56° 626:+34° 253+14¢ 2,85+0,16° 1,15+0,06°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + StN; a—j raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp ekstrakty, ekstrahuoty viename tirpiklyje, ir skirtingy
salavijo rasiy (ANOVA, p<0,05).
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3.1.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas QUENCHER procedira

Kai kurie AA pasizymintys junginiai gali bati sujungti stipriais rysiais su
kitais augalo matricoje esanéiais junginiais ar yra netirpis. Paprastai tokie
junginiai, naudojant tradicing AA matavimy procediira, nesiekstrahuoja su
organiniais tirpikliais ar vandeniu. Todél prie§ ekstrakcija ir po skirtingy
ekstrakciju etapy gauty liekany AA buvo jvertintas jvairiais AA tyrimo metodais
(BFIJK, ABTS™ ir ORAC), pritaikius QUENCHER procediira, kuri pagrista
oksidacijos-redukcijos reakcija kietos ir skystos faziy pavirSiuje. Kietosios
frakcijos prie§ ekstrakcija ir po skirtingy ekstrakcijy etapy AA pateiktas 2 lent. I3
gauty rezultaty galime suzinoti, kurie ekstrakcijos procesai yra efektyviausi
ekstrahuojant antioksidacinémis savybémis pasizymincius junginius ir kaip
skiriasi $iy junginiy kiekis po kiekvieno taikyto ekstrakcijos etapo.

BFJK prie§s ekstrakcija bandiniuose svyravo nuo 20,21+1,34 iki
72,84+1,73 mg GRE/g SM, priklausomai nuo S$alavijo rasies. Po SKE-CO,,
pasalinus lipofiling frakcija, BFJK isliko panasus, kaip ir prie§ ekstrakcija, ar net
didesnis (26,22+0,75-67,77+0,88 mg GRE/g SM). Toki pokyti galéjo lemti
lipofiliSkos frakcijos iSgavimas, t.y. lieckanose padidéjes hidrofiliskos frakcijos
kiekis. Toliau tgsiant ekstrakcijas etanoliu ir vandeniu padidinto slégio aplinkoje
(ETPS) aukstoje temperatiiroje (140 °C) ir iSekstrahavus Siuose tirpikliuose
tirpius junginius, BFJK liekanose svyravo nuo 1,14+0,02 iki 5,10+0,13 mg
GRE/g SM, priklausomai nuo $alavijo rasies. AA liekanose isliko panasus toliau
tiriant skirtingas $alavijo rtisis ABTS®" ir ORAC metodais. ABTS™ modelinéje
sistemoje Salavijo kietos fazés AA prie§ ekstrakcija svyravo nuo 331+£2 iki
879+7 uM TE/g SM, po SKE-CO, — 326+1-556+5 uM TE/g SM, 0 po ETPS -
32,61+0,39-51,56+1,16 uM TE/g SM. ORAC metodu tiriant skirtingas Salavijo
rasis, jo vertés prie$ ekstrakcija, po SKE-CO, ir ETPS atitinkamai buvo:
418+28-1552+3; 324+17-1559+16 ir 33,12+2,42-52,14+0,30.

Taigi i§ pateikty duomeny matyti, kad didziausiu AA pasizyméjo pradiné
zaliava ir ekstrakciju liekanos po SKE-CO, ekstrakcijos, kurios metu buvo
pasalinta lipofiliné frakcija. Daugiapakopés pagreitintos ekstrakcijos taikymas po
SKE-CO; likusiai kietajai frakcijai smarkiai sumazino AA pasizyminéiy junginiy
kieki ekstrakcijy liekanose. Taciau ir po §io ETPS ekstrakcijos etapo lickanose
liko nemazai AA pasizyminéiy junginiy. Tikriausiai todél, kad dalis
antioksidanty yra stipriai sujungti augalinéje matricoje ar yra netirpas.
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2 lentelé. BFJK ir antioksidacinis aktyvumas Salvia genties augaly rasiy kietojoje frakcijoje

Bandiniai

ABTS™, umol TE/g SM

ORAC, pmol TE/g SM

BFJK, mg GRE/g SM

Pradiné Liekana po Liekana po Pradiné Liekana po Liekana po Pradiné Liekana po Liekana po

Zaliava SKE-CO, ETPS Zaliava SKE-CO, ETPS Zaliava SKE-CO; ETPS
SAm 444+12% 326+1%Y 32,99+0,23% 102045%* 324+17%Y 48,47+0,33%  5531+2,32%  36,94+0,83"Y  2,40+0,16"*
SAuU 3343%Y 37010 36,77+0,66"¢  605+11Y 965+14° 47,77+¢3,30%%  20,21+1,34%Y  52,51+1 57  2,730,15%
SF 414+24%Y 55659 32,68+0,17% 117379 1559+16%Y  42,80+3,34°*  66,68+2,47%Y  67,7740,88"  2,750,09%
SG 333+1%Y 44010 37,15+0,77"* 517+3% 84022 52,14+0,30%  2548+0,40"  46,11+0,55"  4,41+0,239*
SN 374+18"Y 480+7" 32,82+0,06  854+16% 1443+34%  33/1242,42**  4526+2,16"*  36,16+0,48"  1,96+0,10°
e} 335+25%Y 331+9%Y 51,56+1,16"  817+40" 1565+5%  41,22+139"™*  5387+1,93%  49,44+0,84%  510+0,13"*
Sp 510+8° 326+1%Y 33,7542,27%  418+28% 85113 33,97+1,06  33,48+1,24%Y  47,25+0,78%  1,60+0,14°*
SSc 575+3" 402+8%Y 32,73+0,17%  1050+38%  1486+37%¢  36,90+0,26™*  42,80+2,19%*  37,95+0,64°Y  1,140,02*
SSt 331+2%Y 483+15" 32,61+0,39%  1535+47%  1520+32"Y  37,42+40,19™*  63,15+1,10"%  26,22+0,75%  1,74+0,06"
sv 879479 419+12% 38,47+0,13% 1552+3" 1535413 4374+2,00°°  72,84+1,73"*  62,94+0,95%  3,46+0,09™

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + StN; a—h raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp skirtingy Salavijo rasiy
(ANOVA, p<0,05); x, y, z raidés prie skaiiy stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp skirtingy ekstrakcijos etapy (ANOVA, p<0,05).
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3.1.4. Bendras antioksidacinis aktyvumas ir gauty rezultaty koreliacija

Bendras visy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas yra pateiktas 2 pav. Sios
reik§més buvo gautos sudéjus visy ekstrakty (gauty skirtingais tirpikliais) AA,
nustatyta atitinkamu metodu. Akivaizdu, kad didziausiu BFJK kiekiu pasizyméjo
S. forsskaolii (42,36 mg GRE/g SM) ir S. officinalis (48,61 mg GRE/g SM) (2
pav., a). Kity Salavijo rasiy BFJK svyravo nuo 20,93 to 36,65 mg GRE/g SM. S.
forsskaolii ir S. officinalis taip pat pasizyméjo didele bendra RSG matuojant
ABTS™ metodu (2 pav., b). Ju vertés atitinkamai buvo 464 ir 476 umol
TE/g SM. Tacdiau didZiausia bendra RSG pasizyméjo S. verticillata (543 umol
TE/g SM). RSG, matuojant ORAC metodu, svyravo nuo 597 iki 1872 umol
TE/g SM (2 pav., ¢). DidZiausia deguonies radikalu sujungimo geba pasizyméjo
S. forsskaolii (1872 umol TE/g SM), S. officinalis (1573 umol TE/g SM) ir S.
verticillata (1493 umol TE/g SM) 8alavijo raisys. Visi Sie gauti rezultatai puikiai
parodo, kokios skirtingos yra ivairiy 3alavijo rasiy antioksidacinés savybés,
kurios labiausiai priklauso nuo specifiniy junginiy ir nuo ju kiekio tiriamojoje
méginio matricoje.

ENES
o o

BFJK, mg GRE/g SM
N o
o o

=
S)

o

SAm SAu SF SG SN SO SP SSc SSt SV SAmSAu SF SG SN SO SP SSc SSt SV

= - N
o o o =1
S S =) S
1S} S S 1S}

ORAC, pmol TE/g SM

o

SAmSAu SF SG SN SO SP SSc SSt SV

2 pav. Bendras skirtingy Salavijo riisiy antioksidacinis aktyvumas, iSreikstas kaip: BFIK
suma (a); ABTS™ radikaly sujungimo gebos suma (b); deguonies radikalo sujungimo
gebos ORAC suma (c)

Sio eksperimento metu buvo taikomos trys pagrindinés AA nustatymo
metodikos ir naudojami trys skirtingo poliskumo tirpikliai. Gautas didelis kiekis
duomeny, todél, norint maksimaliai isnaudoti AA tyrimy rezultatus, skirtingomis
metodikomis gauti duomenys buvo palyginti tarpusavyje ir nustatyti ju
koreliacijos koeficientai (3 pav.).
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(a) B ekstrakte 10 (b)
© sausoje medziagoje

08

06

04

02

Koreliacijos koeficientas
Koreliacijos koeficientas

00 - T T l
BFJK-ABTS«+ BFJK-ORAC ABTS«+-ORAC BFJK- ABTSe+ BFJK-ORAC ABTS«+-0ORAC
3 pav. Koreliacijos koeficientai tarp skirtingy antioksidacinio aktyvumo matavimo
metody, taikytu skirtingoms Salavijo rasiy frakciju savybéms ijvertinti: (a) — taikant
tradicing analizés procedira, (b) — taikant QUENCHER procediira

Pastebétas stiprus koreliacinis rySys tarp BFJK ir ekstrakty AA verc¢iy: BFJK
ir ABTS™, R*=0,942; BFJK ir ORAC, R?=0,847 bei ABTS™ ir ORAC,
R?=0,884. Kai antioksidacinis aktyvumas isreiskiamas sausoje augalo maséje,
koreliacinis rySys iSlieka taip pat stiprus (0,830-0,938). Galima teigti, kad BFJK
gerai apibudina skirtingy Salavijo rSiu ekstrakty in vitro antioksidacinj
aktyvuma. Taikant QUENCHER procediira koreliacija yra Siek tiek silpnesné,
atitinkamai: BFJK ir ABTS™, R*=0,847; BFJK ir ORAC, R*=0,852, bei ABTS™
ir ORAC, R?=0,812.

3.2. Skirtingy Salvia genties augaly rusiy ekstrakty fitocheminés sudéties
tyrimai, ekstrakty gamybos metu taikant auksto slégio ekstrakcijos metodus
3.2.1. Tokoferoliy analizé ESCh metodu

Vitaminas E — riebaluose tirpiy vitaminy grupé, susidedanti i$ 8 nariu: a, B, y
ir § tokoferoliy ir tokiy pat tokotrienoliy (4 pav.).

R

HO CHy  CHy  CHy
R’ o CHy

CH . CR- .
CHy 3% Tokoferoliai o R =CHy, R"=CH,
B: R'=CHs R"=H
R
R =H,R"=CH
HO. CHy  CHy  CHy i . s
5 R=HR'=H
R" o} = # - CH,
CH
CHy 3

Tokotrienoliai

4 pav. Tokoferoliy ir tokotrieoliy cheminé struktiira

Atlikus tokoferoliy analize SKE-CO, ekstraktuose nustatyta, kad jy bendrasis
kiekis tirtose jvairiose $alavijo rasyse svyravo nuo 2360 iki 10071 pg/g ekstrakto
ir nuo 52,64 iki 221 pg/g SM. Didziausias kiekis nustatytas a-tokoferolio. Jo
koncentracija bandiniuose atitinkamai svyravo nuo 2242 iki 8473 ug/g ekstrakto
ir nuo 50,01 iki 179 pg/g SM. y ir d-tokoferoliy koncentracija tirtuose
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ekstraktuose buvo daug mazesné, o B-tokoferolio tirtuose ekstraktuose visiskai
nerasta.

[vertinus gautus rezultatus galima teigti, kad tirtuose ekstraktuose yra gana
nemazas vitamino E kiekis, o Sis vitaminas gali veiksmingai apsaugoti lasteliy
membranas nuo zalojancio laisvyjy radikaly, kurie susidaro lipidy peroksidacijos
reakcijy metu, poveikio.

3.2.2. Salvia genties augaly rusiy ekstrakty sudéties tyrimai ir biologiskai
veikliy junginiy identifikavimas UESCh-Q/TOF metodu

Salavijo ekstraktai buvo tirti efektyviosios skys¢iu chromatografijos
sistemomis, naudojant UV ir MS detektorius bei pokolonélini DPPH radikaly
sujungimo registravimo modulj. Tirtuose Salavijo ekstraktuose esantys fenoliniai
junginiai buvo nustatyti UESCh-MS metodu, palyginus gauty junginiy
molekulines mases, ju formules bei sulaikymo laikus su standartiniy junginiy
spektriniais duomenimis. Kai junginiy nepavyko identifikuoti pagal tyrimo metu
naudotus standartus, papildomai buvo atliktas MS/MS fragmentavimas. Sie
junginiai buvo identifikuoti preliminariai, lyginant gautus MS/MS fragmentus su
literatiiroje apra§ytomis spektrinémis charakteristikomis (3 lent.). Salavijo
ekstrakty UESCh-Q/TOF chromatogramos pateiktos 5 pav.
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5 pav. Salavijo ekstrakty chromatogramos, gautos UESCh-Q/TOF: (a) SO-E; (b) SAmM-E;
(c) SG-E; (d) SN-E; (e); SSc-E; (f) SF-W
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3 lentelé. Salvia genties augaluose atskirti junginiai UESCh-Q/TOF metodu

. Molekuliné Moleku.liné .

Nr. Junginys . ST, min masé MS fragmentai
formulé _
m/z, [M=H]

1 NeZinomas junginys CgH1508 24 253,0925 133, 135, 161, 181
2. Hidroksifenilpropiono riigstis® CgH1005 2.9 197,0454 109, 123, 135, 151, 179
3. Kavos riigstis® CoHgO4 3.8 179,0349 nd
4. Nezinomas junginys CisH2509 3.9 387,1658 135, 163, 179, 207, 311
5. Rutinas® Cz7H30016 43 609,1462 301
6. Etilgalatas® CgH1005 44 197,0456 124, 125, 167
7. Kaempferol—o—rutinozidasb Cy7H30015 4.4 593,1513 285
8. Hiperozidas® C21H20012 45 463,0876 301
9. NeZinomas junginys CxHy0011 45 447,0926 285
10. Luteolin-7-O-B-D-gliukuronidas® CzH15012 45 461,0727 285
11. Isoramnetin—(.]liukozidasb Cx»H»01, 4.6 477,1036 299, 300, 315
12. Kvercetin3-gliukuronidas® CzH15013 4.7 477,0674 161,301, 315, 359
13. Apigenin-7-O-B-D-gliukuronidas® CxnH1g011 49 445,0778 269
14. Rozmariny riigtis”® CisH1608 5.0 359,0775 161, 179, 197
15. NeZinomas junginys CasH30013 5.2 537,1615 133, 135, 161, 179, 295, 359
16. Hidroksibenzoiné rugstis C;HsO3 5.3 137,0242 93, 108
17. NeZinomas junginys Ci1gH609 5.3 385,1500 137,179
18. Salvianoliné riigstis A° Ca6H22010 55 493,1136 135, 185, 295, 313, 461
19. Metilrozmarinatas® Ci9H1508 5.6 373,0926 135, 175, 179, 197
20. Luteolinas® CisH1006 5.7 285,0406 133,151, 197, 213
21. 3',4°,5,7-Tetrahidroksi-3-metoksiflavonas® Ci6H1,07 5.8 315,0503 297
22. Apigeninas® CisH1005 6.2 269,0453 117,151
23. Diosmetinas® Ci6H1206 6.4 299,0560 285
24. NeZinomas junginys Ca9H26012 6.4 565,1346 133, 135, 161, 359
25. 5, 7, 2'-Trihidroksi-5",6"-dimetoksiizoflavonas® Ci7H1607 6.4 331,0822 135, 165, 180, 195, 316
26. Ramnetinas® Ci6H12,07 7.3 315,0503 83, 145, 187
27. Genkvaninas® Ci6H1205 74 283,0611 151, 211, 239, 268
28. Karnozolis® CaoH2604 8.3 329,1759 285
29. Karnozo riigstis® CaoH2504 8.7 331,1919 244, 287
30. Metilkarnozatas® C1H300, 9.0 345,2075 283, 286, 301

ST: sulaikymo trukmé.
2 Identifikuota naudojant standarta.
® |dentifikuota naudojantis literatiiros duomenimis bei ChemSpider duomeny baze.
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Junginio (2) molekulinis jonas [M-H]™ m/z 197,0454 atitiko CgH;00s
molekuling  formule, fragmentacijos metu gauti jonai m/z 135
[M-H-H,0-CO,], 123 [M-H-C3H:O,]" ir 179 [M-H-H,O]". Junginys
identifikuotas kaip hidroksifenilpropiono riigstis. Junginio (6) molekulinis jonas
[M-H]™ m/z 197,0456 atitiko CgH;00s molekuling formule, jo identifikavimas
patvirtintas atlikus palyginima su etaloniniu etilgalato standartu. Junginys (16),
turintis [M-H]™ m/z 137,0242 molekulini jona, atitiko C;HsOs; molekuling
formule; remiantis literatiros duomenimis bei ChemSpider duomeny baze, Sis
junginys identifikuotas kaip hidroksibenzoiné raigstis. Hidrodinaminés ragstys,
tokios kaip kavos (3) ir rozmariny (14), Salavijo ekstraktuose buvo identifikuotos
pagal ju standarty sulaikymo trukmes ir MS spektry duomenis. Junginys (19),
turintis [M-H]™ m/z 373,0926 molekulinj jona, atitiko C;9H;30g molekuling
formule. Sis junginys buvo preliminariai identifikuotas kaip metilrozmarinatas.

Junginio (10) molekulinis jonas [M-H]™ m/z 461,0727 atitiko CyH;301,
molekuling formulg, fragmentacijos metu gautas jonas m/z 285, kuris atitiko
luteolino formule CysHi0Oe. Gauti duomenys atitiko luteolingliukuronido
duomenis, o Sio junginio identifikavimas papildomai buvo patvirtintas standartu.
Junginys (13), turintis [M-H]" m/z 445,0778 molekulini jona, atitiko
C21H180ymolekuling formulg, o fragmentacijos metu gautas jonas, kurio
molekuliné masé¢ [M-H]” m/z 269, atitiko apigenino molekuling formule
CisH100s. Sio junginio identifikavimas patvirtintas atlikus palyginima su
etaloniniu apigenin-7-O-p-D-gliukuronido standartu. Junginiai (20), (21) ir (22),
atitinkamai turintys [M-H]™ m/z 285,0406, 315,0503 ir 315,0503 molekulinius
jonus, atitiko CysH100s, Ci6H1207 ir CisHi00s molekulines formules. Gauti
duomenys atitinkamai atitiko luteolino, 3°,4°,5,7-tetrahidroksi-3-metoksiflavono
ir apigenino duomenis, o Siy junginiy identifikavimas papildomai buvo
patvirtintas etaloniniais standartais. Junginio (23) molekulinis jonas [M-H]™ m/z
299,0560 atitiko C16H;,06 molekuling formule, fragmentacijos metu gautas jonas
m/z 285, kuris atitiko luteolino formule Ci5H;006. Junginys identifikuotas kaip
luteolino darinys — diosmetinas, tai patvirtinta atlikus palyginima su etaloniniu
diosmetino standartu. Junginys (27), turintis [M-H]™ m/z 283,0611 molekulinj
jona, atitiko C1¢H;,05 molekuling formule. Remiantis literattiros duomenimis bei
ChemSpider duomeny baze, $is junginys identifikuotas kaip genkvaninas.

Junginys (5), kurio molekulinis jonas [M-H]" m/z 609,1462, atitiko
C27H30046 molekuling formulg. Junginys identifikuotas kaip rutinas, jo
identifikavimas patvirtintas atlikus palyginima su etaloniniu rutino standartu.
Junginio (7) molekulinio jono [M-H]™ m/z 593,1513, kuris atitiko Cy7H30O15
molekuling formule, MS/MS rezimu buvo gautas m/z 285 fragmentas, kuris
atitiko CyisHeOs molekuling formule. Sis junginys preliminariai buvo
identifikuotas kaip kaempferol-O-rutinozidas. Junginio (8) molekulinis jonas
[M-H]” m/z 463,0876 atitiko C,HyO;, molekuling formule. Junginys
identifikuotas kaip hiperozidas, o jo identifikavimas patvirtintas atlikus
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palyginimg su etaloniniu hiperozido standartu. Junginys (11), kurio molekulinis
jonas [M-H]™ m/z 477,1036, atitiko CxH,,0;, molekuling formulg, MS/MS
fragmentavimo metu gautas m/z 315 molekulinis jonas, junginys preliminariai
identifikuotas kaip isoramnetin-gliukozidas. Junginio (12) molekulinis jonas
[M-H]™ m/z 477,0674 atitiko C,;H;0;3 molekuling formule, fragmentacijos metu
gautas jonas m/z 301, kuris atitiko kvercetino formule CisH;0O;. Junginys
identifikuotas kaip kvercetingliukuronidas, tai patvirtinta atlikus palyginima su
etaloniniu kvercetin 3-gliukuronido standartu. Junginiai (25) ir (26), atitinkamai
turintys [M-H]™ m/z 331,0822 ir 315,0503 molekulinius jonus, atitiko C;7H;60;
ir Cy6H120; molekulines formules. Gauti duomenys atitinkamai atitiko 5, 7, 2°-
trihidroksi-5°,6"-dimetoksiizoflavono ir ramnetino duomenis, o $iy junginiy
identifikavimas papildomai buvo patvirtintas etaloniniais standartais. Junginiai
(28) ir (29) identifikuoti kaip karnozolis ir karnozo ragstis, atlikus palyginamaja
analize su etaloniniais $iy junginiy standartais. Svarbu paminéti, kad, remiantis
kity autoriy rezultatais etilgalatas, 3°,4°,5,7-tetrahidroksi-3-metoksiflavonas,
hiperozidas ir isoramnetin-gliukozidas iki Siol nebuvo identifikuoti.

Junginiai (30) ir (18), kuriy molekulinis jonas [M-H]™ m/z 345,2075 ir
4893,1136, atitiko CyH3004 ir CyeHx019 molekulines formules. Junginiai
preliminariai identifikuoti kaip metilkarnozatas ir salvianoliné A rtigstis.

Chromatografiskai iSskirstyty junginiy geba sujungti laisvuosius radikalus
Salavijo ekstraktuose buvo vertinama pritaikius ESCh-DPPH" metoda.
Neigiamos smailés apatinéje chromatogramos dalyje atitinka smailes virSutingje
chromatogramos dalyje, kurios parodo, kad junginys sujungia DPPH', taigi
pasizymi ir antioksidacinémis savybémis (6 pav.).
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6 pav. Salavijo ekstrakty ESCh-DPPH’ chromatogramos (neigiamos smailés
parodo, kad junginys sujungia DPPH"): (a) SO-E; (b) SAm-E; (c) SSc-E

IS gauty rezultaty matyti, kad Salavijo ekstraktuose yra nemazai radikaly
sujungimo geba pasiZyminéiy junginiy. Nustatyta, kad didZiausia radikaly
sujungimo geba pasizyméjo hidroksifenilpropiono riigstis (2), kavos ragstis (3),
luteolin-7-O-B-D-gliukuronidas (10), kvercetin3-gliukuronidas (12), rozmariny
rugstis (14), hidroksibenzoiné riigstis (16), metilrozmarinatas (19), luteolinas
(20) ir karnozo ruigstis (29).

3.2.3. ldentifikuoty fenoliniy junginiy Kiekybinis jvertinimas skirtinguose
Salvia genties augaly rasyse UESCh-TQ-S metodu

Taikant ultraefektyviaja skyséiu chromatografija su triju kvadrupoliy masiy
spektrometru (UESCh-TQ-S), kiekybiskai jvertinti 12 junginiy skirtinguose
Salavijo ekstraktuose pagal ju etaloninius standartus. Nustatyta, kad rozmariny,
karnozo ir kavos rugstys bei apigenin-7-O-B-D-gliukuronidas yra dominuojantys
ivairiy $alavijo raiSiy junginiai (7 pav.).
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7 pav. Pagrindiniy junginiy kiekiai jvairiose Salvia genties augaly rasyse (mg/g
ekstrakto): (a) rozmariny rugsties; (b) karnozinés ragsties; (C) apigenin-7-O-p-D-
gliukuronido; (d) kavos rigsties

Dominuojantis junginys visuose Salavijo ekstraktuose buvo rozmariny
rugstis, i8skyrus ekstraktuose po SKE-CO,. Rozmariny ragsties kiekis
ekstraktuose svyravo nuo 3,42 iki 82,99 mg/g ekstrakto ir nuo 5024 iki
30017 pg/g SM. DidZiausias kiekis rozmariny riigsties nustatytas S. officinalis, S.
amplexicaulis, S. forsskaolii, S. verticillata ir S. nemorosa Salavijo rasiy
ekstraktuose. Kavos ragsties koncentracija jvairiose S$alavijo risyse buvo
nustatyta taip pat didelé: nuo 0,51 iki 3,72 mg/g ekstrakto ir nuo 171 iki
1142 pg/g SM. Didziausias kavos riigSties kiekis nustatytas etanoliuose S.
nemorosa, S. forsskaolii, S. amplexicaulis, S. verticillata ir S. austriaca Salavijo
rasiy ekstraktuose. Apigenin-7-O-B-D-gliukuronido koncentracija skirtingose
Salavijo riiSiy ekstraktuose taip pat didelé. Jo kiekis $alavijo ekstraktuose svyravo
nuo 0,80 iki 37,43 mg/g ekstrakto ir nuo 217 iki 6789 pug/g SM. DidZiausiu jo
kiekiu pasizyméjo etanolinis ir vandeninis S. sclarea ekstraktas, etanoliniai S.
pratensis ir S. forsskaolii ekstraktai. Lyginant §iy junginiy kiekybing analizg su
literat@iroje pateikta, rezultatai skyrési. Tokius kiekybinius skirtumus gali nulemti
skirtingi fenoliniy junginiy iSgavimo biidai, ekstrakcijos salygos, taip pat itakos
gali turéti ir augalo auginimo vieta. Karnozo riigstis skirtinguose Salavijo rusiy
ekstraktuose svyravo nuo 0,97 iki 24,24 mg/g ekstrakto ir nuo 193 iki
8294 ng/g SM. Didziausias kiekis karnozo rogsties rastas SKE-CO,,
etanoliniame ir vandeniniame S. officinalis ekstrakte bei vandeniniuose S.
nemorosa ir S. verticillata ekstraktuose. Karnozolis buvo rastas tik SKE-CO, ir
etanoliniame S. officinalis  ekstrakte, atitinkamai 53,04 ug/g SM ir
1155 pg/g SM. Metilkarnozato kiekis buvo apskaiciuotas pagal karnozo rugsties
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etaloninj standarta ir nustatyta, kad didZiausia jo koncentracija yra SKE-CO,
(371 pg/g SM) ir etanoliniame S. officinalis ekstrakte (987 pg/g SM).

Kity identifikuoty junginiy kiekiai skirtinguose Salavijo rusiy ekstraktuose
buvo nustatyti maZesniais kiekiais arba aptikti tik ju pédsakai. DidZiausias
luteolin-7-O-B-D-gliukuronido kiekis (nug/g SM) buvo nustatytas etanoliniame ir
vandeniniame S. officinalis ekstrakte, atitinkamai: etanolinio ekstrakto 1479, o
vandeninio — 4364. Luteolin-7-O-p-D-gliukuronidas taip pat nustatytas S.
forsskaolii, S. sclarea, S. nemorosa ir S. verticillata etanoliniuose ir
vandeniniuose ekstraktuose. Didziausiu  kvercetin3-gliukuronido  kiekiu
pasizyméjo vandeniniai S. officinalis ekstraktai (1270 pg/g SM), palyginti su
vandeniniais S. forsskaolii (649 pg/g SM) ir etanoliniais S. sclarea (297
ug/g SM)  ekstraktais. 3,4°,5,7-Tetrahidroksi-3-metoksiflavono, etilgalato,
diosmetino ir ramnetino jvairiose $alavijo rasyse buvo aptikta tik pédsaky.

3.3. Skirtingais metodais gauty Salvia genties augaly rasiy lakiyjy junginiy
sudéties palyginimas

Lakieji junginiai i$ skirtingy Salavijo rasiy iSskirti taikant superkriting
ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO;) ir Likenso-Nickersono distiliacijos /
ekstrakcijos metodus. Lakiuju junginiy sudétis tirta DC-LJD ir DC/MS metodais.

Taikant SKE-CO; skirtinguose $alavijo ruiSiy ekstraktuose identifikuota 116
skirtingy lakiyju junginiy, o, taikant L-N metoda, — 142 junginiai. 4 ir 5 lent.
pateikiami dominuojantys lakieji junginiai, jiems iSskirti taikant skirtingus
metodus. Identifikuoti lakieji junginiai suskirstyti | 8 klases: monoterpenus,
oksidintus monoterpenus, seksviterpenus, oksidintus seksviterpenus, diterpenus,
triterpenus, alkanus ir Kitus. Rezultatai isreiksti mg/kg SM.

Tyrimo metu nustatyta, kad daug didesnis bendras lakiyjy junginiy kiekis
gautas taikant L-N (347-21508 mg/kg) metoda nei SKE-CO, (112-3992 mg/kg).
Bendras lakiyju junginiy kiekis skyrési priklausomai nuo Salavijo riiSies.
Pavyzdziui, lakiyju junginiy kiekis, iSskirtas i§ S. amplexicaulis ir S. officinalis
taikant L-N metoda, atitinkamai buvo 1,44 ir 5,66 karto didesni nei ju lakiuosius
junginius isskiriant SKE-CO,.

Pastebéta, kad L-N metodas buvo efektyvesnis iSskiriant mono- ir
seksviterpenus, kurie yra dominuojantys lakieji junginiai daugumoje aromatiniy
augaly. Bendras alifatiniy ir oksidinty monoterpeny kiekis taikant L-N metoda
buvo nuo 8 (S. glutinosa) iki 195 (S. sclarea) karto didesnis, palyginti su
monoterpeny kiekiu, iSgautu taikant SKE-CO,. Tiek alifatiniy, tiek oksidinty
monoterpeny buvo rasta visuose L-N ekstraktuose, iSskyrus S. pratensis ir S.
forsskaolii, SKE-CO, iSgautuose ekstraktuose alifatiniy monoterpeny buvo
aptikta tik keturiose $alavijo rii§yse, o oksidinty — penkiose. Bendras alifatiniy ir
oksidinty seksviterpeny kiekis taikant L-N metoda buvo nuo 3,4 (S. nemorosa)
iki 29,8 (S. amplexicaulis) karto didesnis, palyginti su seksviterpenuy kiekiu,
iSgautu taikant SKE-CO,. Seksviterpeny buvo rasta visuose tiek L-N, tiek CO,
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ekstraktuose. Junginiai, priklausantys diterpenu klasei, tiek L-N, tiek CO,
ekstraktuose buvo nustatyti mazesniais kiekiais, i§skyrus diterpenus manolj ir
sklareolj, kurie atitinkamai dominavo S. officinalis ir S. sclarea ekstraktuose.
Pastebéta, kad, taikant L-N metoda, sklareolio ir manolio buvo atitinkamai
isskirta 1,76 ir 4 karty daugiau nei taikant SKE-CO,. Taip pat didesni jokiai
grupei nepriskirty junginiy (,,kitu“) kiekiai buvo isskirti taikant L-N metoda nei
SKE-CO,.

Alkanai — vienintelé junginiy grupé, kuri geriau i$skiriama taikant SKE-CO,
nei L-N metoda. Alkany kiekis taikant SKE-CO, buvo nuo 3,5 (S. sclarea) iki
40,8 (S. officinalis) karty didesnis, palyginti su alkany kiekiu, iSgautu taikant L-
N metoda. DidZioji dalis tyrimo metu identifikuoty alkany turi ilgesne nei 16
anglies atomy granding (heptakozanas, oktakozanas ir kt.).

Distiliacijos / ekstrakcijos Likenso-Nickersono aparatu bei superkritinio
skyscio ekstrakcijos su anglies dioksidu (SKE-CO,) metody taikymo lakiesiems
junginiams iSgauti palyginimas atskleidé, kad, lakiesiems junginiams iSgauti
taikant SKE-CO,, ju kiekis buvo daug mazesnis. Labiausiai tikétina prieZastis,
nulémusi Siuos skirtumus, yra lakiyjy junginiy pasalinimas i§ surinktuvo su
dujiniu CO, srautu.

Nustatyta, kad S. officinalis pasizyméjo didziausiu Kiekiu lakiyjy junginiy,
kurie buvo isskirti taikant tiek SKE-CO, ekstrakcija, tiek L-N. S. officinalis
pagrindiniy lakiyju junginiy sudéties kokybiné ir kiekybiné analizé labai skyrési
nuo kity Salavijo ruSiy lakiyjy junginiy sudéties. Pavyzdziui, o-tujonas
(3391 mg/kg) ir 1,8-cineolis (1393 mg/kg) buvo dominuojantys lakieji junginiai
S. officinalis L-N ekstraktuose, o daugumoje kity Salavijo riisiy $iy junginiy
aptikta visiSkai nebuvo. B-tujono (2041 mg/kg), kamparo (2690 mg/kg) ir
manolio (2751 mg/kg) taip pat buvo nustatyti dideli kiekiai S. officinalis L-N
ekstraktuose, kitose Salavijo riiSyse $iy junginiy visiSkai nebuvo aptikta arba
aptikta pédsaku. Lyginant pagrindiniy L-N metodu gauty lakiyjuy junginiy
kiekius su literatiiros duomenimis, galima pastebéti, kad musy tirto S. officinalis
lakiyjy junginiy sudétis panasi i kity autoriy publikuotus rezultatus.

Taikant SKE-CO, ekstrakcija S. officinalis lakiesiems junginiams isskirti
nustatyta, kad dominuojantys lakieji junginiai S. officinalis SKE-CO, gautuose
ekstraktuose buvo Sie: manolis (689 mg/kg), o-humulenas (395 mg/kg),
viridiflorolis (357 mg/kg) ir a-tujonas (351 mg/kg). Palyginus gautus rezultatus
su Lima ir jo bendraautoriy 2004 m. atliktais tyrimy rezultatais, aiSkiai matyti
skirtumai. Lima su bendraautoriais nustaté, kad Portugalijoje surinkty augaly
lakiyjy junginiy pagrindinés sudedamosios dalys buvo: a-tujonas (17,4 proc.), a-
humulenas (13,3 proc.), 1,8-cineolis (12,7 proc.), PB-kariofilenas (8,5 proc.) ir
borneolis (8,3 proc.). Skirtumy priezastys gali biti jvairios — skirtingos klimato
salygos, skirtinga augaly auginimo vieta ar pasirinktas skirtingas ekstrakcijos
metodas lakiesiems junginiams isskirti.
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Apie kity miisy tyrim0o metu naudoty Salavijo risiy lakiyju junginiy sudéti ir
analize literatiroje duomeny pateikta mazai. PavyzdZiui, tik viena publikacija
rasta apie S. pratensis lakiyju junginiy sudéti. Anackovo ir jo bendraautoriy
2009 m. iSleistoje publikacijoje minima, kad S. pratensis dominuojantys lakieji
junginiai yra E-kariofilenas ir kariofileno oksidas, ir tai sutapo su Sio tyrimo
rezultatais. Tiriant S. verticillata lakiyjy junginiy sudéti, nustatyta, kad
spatulenolis (90 mg/kg), germakrenas D (56 mg/kg) ir germakra-4(15),5,10(14)-
trien-1-a-olis (37 mg/kg) yra dominuojantys lakieji junginiai S. verticillata L-N
ekstraktuose, 0 SKE-CO, metodu gautuose ekstraktuose dominavo skvalenas
(44 mg/kg), germakrenas D (36 mg/kg), fitolis (28 mg/kg) ir vitaminas E
(24 mg/kg). Literatiros $altiniuose minimi skirtingi dominuojantys S. verticillata
lakieji junginiai: B-pinenas (21 proc.) ir 1,8-cineolis (16 proc.). Kariofileno
oksidas (57 mg/kg), humuleno epoksidas Il (49 mg/kg) ir o-humulenas
(30 mg/kg) nustatyti dominuojantys junginiai S. glutinosa Salavijo rasyje.
Palyginus gautus rezultatus su literatliroje pateiktais, dominuojantys junginiai
nustatyti tie patys. Publikacija apie S. austriaca ir S. amplexicaulis lakiyju
junginiy sudétj rasta taip pat viena. Nustatyta, kad dominuojantys junginiai S.
austriaca rasyje buvo spatulenolis (17 proc.), heksahidrofarnezilacetonas
(14 proc.), isobornilacetatas (13 proc.), palmitino ragstis (14 proc.), trans-fitolis
(7,4 proc.) ir kariofileno oksidas, o S. amplexicaulis — germakrenas D (21 proc.),
kariofileno oksidas (15 proc.), pB-kariofilenas (9,2 proc.), a-kadinolis (6,7 proc.),
germakra-4(15),5,10(14)-trien-1a-olis (5,4 proc.) ir fotolis (5,1 proc.). S. sclarea
taip pat pasizyméjo dideliu kiekiu lakiyjy junginiy, Kurie buvo isskirti taikant
tiek SKE-CO, ekstrakcija, tiek L-N. Nustatyta, kad dominuojantys lakieji
junginiai S. sclarea buvo sklareolis (4241 mg/kg), linalilacetatas (411 mg/kg),
linalolis (296 mg/kg), Kkariofileno oksidas (272 mg/kg) ir  (5E,9E)-
farnezilacetonas (234 mg/kg). Sklareolis buvo pagrindinis junginys S. sclarea
(2411 mg/kg) SKE-CO, metodu pagamintuose ekstraktuose. Kity pagrindiniy
junginiy SKE-CO, pagamintuose ekstraktuose buvo nustatyti maZesni kiekiai nei
L-N metodu pagamintuose ekstraktuose. Palyginus gautus rezultatus su
literatiira, aiSkiai matyti skirtumai, pavyzdZiui, sausringose vietose surinktos S.
sclarea riisies lakiyjy junginiy pagrindinés sudedamosios dalys buvo: linalolis
(26-29 proc.) ir linalilacetatas (35-53 proc.). Kaip jau minéjome, skirtumy
priezastys gali buti jvairios — skirtingos klimato salygos, skirtinga augaly
auginimo vieta ar pasirinktas skirtingas ekstrakcijos metodas lakiesiems
junginiams isskirti.
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4 lentelé. Ivairiy Salavijo rG8iy pagrindiniy lakiyjuy junginiy sudétis, jiems iSskirti taikant SKE-CO, ekstrakcija. Rezultatai
iSreiksti mg/kg SM

Junginys KIP KI* Bandiniai

SAMC SAUC _SFC__ SG-C__SN-C__ SOC _ SPC__ SScC _ SSLC__ SVC
1,8-cineolis 1031 1024 - - - - - 929 - - - -
Linalolis 1096 1092 - - - - - 154 - - - -
a-tujonas 1102 1098 - - - - - 351 - - - -
(E)-kariofilenas 1419 1413 6,14 - 147 516 592 111 140 123 078 574
a-humulenas 1454 1448 - - 704 561 - 395 - - 094 248
Germakrenas D 1480 1476 366 - 9,32 - - 218 06l 955 - 357
Spatulenolis 1578 1574 - - 118 - - 337 - 152 480 131
gfsri'g;'s'e”" 1583 1581 385 - 275 610 711 102 384 142 247 246
Viridiflorolis 1592 1591 - - - - - 357 - - - -
Humuleno 1608 1605 - - - 454 290 394 - - 103 201
epoksidas Il
Fitolis 1943 1943 915 725 912 829 730 416 200 - 672 281
Manolis 2057 2060 - - - - - 689 - - - -
Sklareolis 2223 2227 - - - - - - - 2411 - -
Skvalenas 2847* 2841 106 243 - 147 322  6L5 260 109 201  44.2
Triakontanas 3000 3006 500 571 801 - 869 120 49 129 895 7,02
Vitaminas E 3112* 3126 792 185 284 340 - 402 - - - 239
-sitosterolis 3200 3164 - 514 465 318 417 180 569 223 - -
- — neaptikta.

* Kovats sulaikymo indeksas apskaiiuotas pagal C;—Cy alkany misini nepolingje Elite-5 kolonéléje.
" Kovats sulaikymo indeksas nepolingje kolonéléje publikuotas literatiiroje (Adams, 2009).
* Kovats sulaikymo indeksas i$ http://webbook.nist.go duomeny bazés.
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5 lentelé. [vairiy Salavijo rG$iy pagrindiniy lakiyjy junginiy sudétis, jiems iSskirti taikant L-N metoda. Rezultatai iSreikSti mg/kg SM

. th R Bandiniai

Junginys Ki Ki SAmM SAU SF SG SN SO SP SSc SSt sV
1.8-cineolis 1031 1025 - - - - - 1394 - N - -
Linalolis 1096 1093 . . 1,28 1,44 . 864 . 296 10,3 5,50
a-tujonas 1102 1104 . . - - . 3391 . - - -
B-tujonas 1114 1115 . . . . 2041 . . 154 .
Kamparas 1146 1146 . . . . . 2690 . 3,67 2,60 .
(E)-kariofilenas 1419 1413 151 2,77 50,5 332 12,0 588 291 107 4,24 28,0
a-humulenas 1454 1447 6,94 1,25 23,4 30,2 2,25 2058 116 - 164 116
Germakrenas D 1480 1477 15,6 2,28 15,6 5,48 3,62 7,52 5,62 34,6 - 56,2
Spatulenolis 1578 1571 1,79 14,8 100 2,25 - 203 40,0 726 27.9 89,7
ﬁfsri'g;'s'e”" 1583 1579 147 3,04 454 56,5 220 60,4 200 272 120 241
Humuleno 1608 1604 159 - 237 493 947 200 836 345 554 218
epoksidas Il
Germacra-
4(15),5,10(14)- 1686 1682 14,9 1,15 10,0 1,96 2,91 3,10 1,45 24,7 1,96 36,9
trien-1-a-olis
(5E,9E)-farnezil 1913 1899 5,45 7,28 7,32 7,88 3,81 944 10,2 234 - 8,03
acetonas
Fitolis 1943 1943 37,4 327 9,97 34,0 14,1 129 728 422 11,8 13,7
Manolis 2057 2060 - - . . 2751 - 435 955 -
Sklareolis 2223 2223 - - - - - : - 4241 - -
- — neaptikta.

* Kovats sulaikymo indeksas apskaiiuotas pagal C;—Cy alkany misini nepolinégje Elite-5 kolonéléje.
" Kovats sulaikymo indeksas nepolingje kolonéleje publikuotas literatiiroje (Adams, 2009).



3.4, Teorinis $alavijo panaudojimo galimybiy Kuriant funkcionaliuosius
sveikatai naudingus ingredientus jvertinimas

Aromatiniai augalai ir prieskoninés zolés kaupia jvairias fitochemines
medziagas, kurios yra svarbus funkciniy ingredienty Saltinis, nes turi platy
teigiamy poveikiuy Sveikatai spektra. Biologiskai veikliuy sudedamyju daliy
pridéjimas | maista yra vienas pagrindiniy biidy plétoti funkcinius maisto
produktus, kurie gali toliau biiti testuojami dél numanomo poveikio sveikatai.
Dél to Siandien naujy augaly Saltiniy, turin¢iy daug biologiskai veikliy
komponenty, paieska ir vertinimas tapo svarbia mokslininky ir maisto gamintojy
problema.

Salavijo ekstraktuose yra nemaZai biologiskai veikliy medziagy, tarp jy ir
flavonoidy bei fenoliniy riig§éiy, kurie yra potencialus natiiraliy antioksidanty
Saltinis. Sie ekstraktai pladiai vartojami komerciniais tikslais bei jvairiuose
maisto produktuose, gérimuose ir kosmetikos priemonése, daugiausia kaip
astringentai ir aromatizatoriai. Sie natfiralds antioksidantai nepasizymi
toksiskumu, kuri gali sukelti sintetiniai antioksidantai, pvz., butilintas
hidroksianizolas (BHA), butilintas hidroksitoluenas (BHT) ir propilgalatas.

Nustatyta, kad rozmariny rigstis buvo dominuojantis junginys visuose
Salavijo ruSiy ekstraktuose, ypa¢ etanoliniuose (iki 30,0 mg/g SM). DidZiausia
§io junginio koncentracija pasizyméjo S. officinalis (30,0 mg/g SM), S.
amplexicaulis (18,5 mg/g SM), S. forsskaolii (16,6 mg/g SM) ir S. verticillata
(15,4 mg/g SM) etanoliniai ekstraktai. Remiantis Peterseno and Simmondso
2003 m. isleista publikacija, galima teigti, kad rozmariny rigsties
antioksidacinés savybés yra net triskart stipresnés nei trolokso, todél ji slopina
ksantino oksidazg ir gali paSalinti laisvyju radikaly pertekliy Zmogaus kiine. Be
to, rozmariny riigstis oksiduoja molibdeng ir sumazina jo valentinguma nuo 6 iki
5, todél gali uzkirsti kelia laisvyju radikaly, kuriy atsiradima skatina
oksiduojantys polivalen¢iy metaly katalizatoriai, susidarymui. Kavos riigsties
koncentracija ivairiose Salavijo ruiSyse nustatyta taip pat didelé: nuo 0,51 iki
3,72 mgl/g ekstrakto ir nuo 171 iki 1142 pg/g SM. Didziausia Sio junginio
koncentracija pasizyméjo S. nemorosa, S. forsskaolii, S. amplexicaulis ir S.
verticillata etanoliniai ekstraktai. Kavos riigsties vaidmuo $irdies ir kraujagysliy
sistemos ir tam tikry vézio formy prevencijos srityje taip pat yra iSsamiai
apraSytas. Todél Sias Salavijo rasis galima naudoti kaip naujas Zaliavas iSgaunant
funkcinius ingredientus funkcionaliajam maistui kurti. Salavijas yra taip pat
geras  apigenin-7-O-B-D-gliukuronido  Saltinis.  Apigenin-7-gliukuronidas
pasizymi  farmakologiniais  poveikiais, tarp ju ir antioksidaciniu,
antikomplementariniu ir slopinanciu aldozés reduktaze. Ji taip pat galima
pritaikyti kaip sveikatai naudinga ingredienta funkciniams maisto produktams ar
papildams kurti. Apigenin-7-O-B-D-gliukuronido koncentracija skirtingose
Salavijo ra8iy ekstraktuose nustatyta didelé. Jo koncentracija Salavijo
ekstraktuose svyravo nuo 0,80 iki 37,43 mg/g ekstrakto ir nuo 217 iki
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6789 ug/g SM. Didziausiu jo kiekiu pasizyméjo etanoliniai S. sclarea, S.
pratensis ir S. forsskaolii ekstraktai.

Apibendrinant galima teigti, kad etanoliniai S. officinalis, S. sclarea, S.
amplexicaulis, S. verticillata, S. nemorosa ir S. forsskaolii ekstraktai sukaupia
vertingy biologiskai veikliy medziagy, kurios turi teigiama poveiki sveikatai.
Galima prognozuoti, kad Sios Salavijo ruSys gali biti auginamos ir taikomos
funkcionaliojo maisto ar maisto papildy gamyboje.
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4. 1SVADOS

1.18 10 Salvia genties augaly rasiy iSskirta po tris frakcijas (kiekvienos
rasies), atliekant pakoping auksto slégio ekstrakcija su superkritiniu CO,,
etanoliu (96 proc.) ir vandeniu. Vandeniniy ekstrakty iseigos (30,2-43,7 proc.)
buvo didesnés, palyginti su iSeigomis ekstrakty, gautomis naudojant etanoli
(18,1-36,2 proc.) ir superkritini CO, (1,8-5,2 proc.).

2.10 Salvia genties augaly rasiuy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo
ivertintas naudojant BFJK, ABTS™ ir ORAC tyrimo metodus. Etanoliniai Salvia
genties augaly rasiy ekstraktai pasizyméjo daug didesniu antioksidaciniu
aktyvumu ir bendruoju fenoliy junginiy kiekiu nei ekstraktai, i$skirti naudojant
superkritini CO, ar vandeni. Pritaikius QUENCHER metoda, kai antioksidacinés
savybés matuojamos pradinéje Zzaliavoje bei ekstrakcijuy liekanose,
antioksidacinio aktyvumo vertés iSlieka didelés, ypa¢ po SKE-CO; tai rodo, kad
augalinéje medziagoje po ekstrakcijos licka didelis kiekis junginiy, pasizyminéiy
antioksidaciniu aktyvumu. Stipri koreliacija (r’=0,812-0,942) nustatyta tarp
BFJK ir in vitro antioksidacinio aktyvumo vertinimo metody ABTS™ ir ORAC.

3. Rozmariny, karnozo ir kavos rtgstys bei apigenin-7-O-p-D-gliukuronidas
yra dominuojantys junginiai tirtuose Salvia genties augaly rusiy ekstraktuose.
Siuose Salvia genties augaly rasiy ekstraktuose taip pat pirma karta identifikuoti
etilgalatas, 3',4' 5, 7-tetrahidroksi-3-metoksiflavonas, hiperozidas ir
izorhamnetin-gliukozidas.

4.Rozmariny rogstis nustatyta kaip dominuojantis  junginys  (iki
30017 pg/g SM) jvairiuose Salvia genties augaly rasiy ekstraktuose, ypac
etanoliniuose. Apigenin-7-O-B-D-gliukuronido (iki 6798 pg/g SM), kavos (iki
1142 pg/g SM) ir karnozo (iki 8294 ug/g SM) ragsciy taip pat nustatyti dideli
kiekiai daugumoje Salvia genties augaly rasiy. Taikant ESCh-DPPH" nustatyta,
kad tirtuose ekstraktuose rozmariny, kavos ir karnozo riigstys aktyviausiai
sujungia DPPH radikala. Naudojant etaloninius junginius, Salvia genties augaly
rusiy ekstraktuose i§ viso identifikuota 15 junginiy, 12 i§ ju buvo jvertinti
kiekybiskai. Papildomai kai kurie junginiai buvo identifikuoti preliminariai pagal
gautus MS fragmentus ir palyginus juos su literattiroje aprasytomis spektrinémis
charakteristikomis.

5. Bendras tokoferoliuy kiekis tirtose Salvia genties augaly rasyse kito nuo
2360 iki 10071 pg/g ekstrakto ir nuo 52,64 iki 221 pg/g SM. Didziausiu
tokoferoliy kiekiu pasizyméjo S. nemorosa (221 ug/g SM), S. forsskaolii
(193 pg/g SM) ir S. verticillata (187 ng/g SM). a-tokoferolis buvo dominuojantis
vitamino E izomeras Salvia genties augaly rtsiy ekstraktuose; jo koncentracija
kito nuo 2242 iki 8473 pg/g ekstrakto ir nuo 50,01 iki 179 ug/g SM. y ir -
tokoferoliy koncentracijos buvo daug mazesnés. B izomer0 nenustatyta né
viename i$ tirty Salavijo ekstrakty.
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6. Lakiyjuy junginiy kiekis Salvia genties augaly rasiy ekstraktuose, jiems
isskirti taikant SKE-CO,, buvo daug mazesnis, palyginti su lakiyju junginiy
kiekiu, iSskirtu taikant L-N metoda. Labiausiai tikétina to priezastis yra lakiyjy
junginiy pasalinimas i§ surinktuvo su dujiniu CO, Srautu.

7. Apibendrinant tyrimo rezultatus nustatyta, kad etanoliniai S. officinalis, S.
sclarea, S. amplexicaulis, S. verticillata, S. nemorosa, S. forsskaolii ir S.
pratensis ekstraktai sukaupia nemazai vertingy biologiskai veikliy medziagy,
tokiy kaip rozmariny riigstis ir tokoferoliai. Remiantis teorinémis Ziniomis apie
teigiama biologidkai veikliy medziagy poveiki sveikatai, galima prognozuoti,
kad sios Salavijo rusys gali bati auginamos ir pritaikytos gaminant funkcionalyji
maista ar maisto papildus.
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PHYTOCHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF EXTRACTS ISOLATED FROM VARIOUS SPECIES OF THE GENUS
SALVIA

INTRODUCTION

Botanicals are among the most important sources of natural antioxidants and
other valuable phytochemicals which may find applications as novel food
additives or bioactive ingredients for functional foods and nutraceuticals. In
addition, more than 25% of the pharmaceutical drugs prescribed worldwide are
derived from the plant sources (Schmidt et al., 2008). Moreover, ‘naturalness’
has become one of the most important factors for the consumer’s preferences in
choosing various products for human consumption. Therefore, the interest in a
more systematic and comprehensive characterisation of less studied plant species
has been systematically increasing. Such studies are necessary for developing
new natural preparations which might impart double benefits to foods, i.e. by not
only enhancing their health benefits but also by providing antioxidant and
antimicrobial protection; in the latter case, they may be considered as promising
alternatives for such currently widely used synthetic food additives as butylated
hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), benzoates and others
which are prominently becoming more and more refused by the consumers due
to safety concerns.

Numerous studies have demonstrated that dietary antioxidants may protect
human cells from the negative effects of excessive free radicals which are linked
to the development of many chronic diseases; if present in foods, such
constituents may retard lipid oxidation and rancidity. Oxidation of lipids in foods
reduces the sensory quality and nutritional value of the food products
(Kristinova, Mozuraityte, Storrg, and Rustad, 2009), while in living organisms
under conditions of excess of reactive oxygen species (ROS), they may damage
cell membranes, accelerate their ageing, and induce the development of a
number of diseases. Therefore, the application of natural antioxidants in foods is
considered as a promising means for increasing their shelf-life, reducing waste
and nutritional losses (Tsuda, Osawa, Ohshima, and Kawakishi, 1994). All the
above-mentioned factors as well as the presence of a vast number of poorly
investigated plant species foster search and valorisation of new sources of
valuable and applicable natural substances, including dietary antioxidants.

Lamiaceae family herbs are among the most popular aromatic, medicinal
and spicy plants, many of which have been extensively studied and reported to
accumulate high amounts of essential oils, strong phenolic antioxidants and other
valuable constituents. Some species of ‘sage’ (the common name used for many
genus Salvia plants) have also been widely used in cosmetics, perfumery, soft
drinks and various foods. S. officinalis and S. sclarea are the most thoroughly
studied Salvia species, whereas the information about many other Salvia species
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is rather scarce. To fill this gap, 10 different Salvia spp. plants, namely S.
amplexicaulis, S. austriaca, S. forsskaolii, S. glutinosa, S. nemorosa, S.
officinalis, S. pratensis, S. sclarea, S. stepposa and S. verticillata have been
selected.

In order to obtain valuable compounds from 10 different Salvia spp. plants,
various extraction techniques and different polarity solvents were used.
Scholarly practice has proven that only by consecutively employing different
techniques can the best results be actually achieved. In this study, the antioxidant
properties as well as the composition of phenolic and volatile compounds were
also evaluated for the valorisation of Salvia spp. as new raw materials for the
isolation of functional ingredients for human nutrition.

The aim of the research

The aim of this work was to investigate phytochemical composition of
volatile and polyphenolic compounds and antioxidant potential of various plant
species of the genus Salvia using different extraction methods and different
polarity solvents for their processing and to assess theoretically the potential of
their wider application in the preparation of functional ingredients with health
benefits.

The following objectives were outlined in order to achieve this aim:

1. To evaluate the applicability and effectiveness of various extraction
methods and solvents for the separation of different polarity soluble fractions
from 10 Salvia spp. plants and to assess their yields.

2. To evaluate the antioxidant potential of soluble fractions isolated from 10
Salvia spp. plants by various methods using radical scavenging and other
antioxidant capacity measurement assays.

3. To determine the content of total phenolics in soluble fractions isolated
from 10 Salvia spp. plants by employing various methods and to evaluate their
composition by using the chromatographic and mass spectrometric methods.

4. To determine the variations of the main compounds identified in Salvia
spp. plants and to evaluate the species in terms of their possible uses for the
recovery of valuable natural compounds.

5. To determine the composition of tocopherols in lipophilic CO, extracts of
Salvia spp.

6. To determine the composition of volatile compounds in volatile fractions
of different Salvia spp. plants isolated by employing simultaneous solvent
extraction-distillation and supercritical fluid extraction methods.

7. On the basis of the obtained experimental results, to theoretically evaluate
the prospects of application of Salvia extracts in the preparation of functional
ingredients with health benefits.
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Scientific novelty

The following scientific novelty was achieved by fulfilling the above outlined
tasks:

1. Systematic studies on the variations of antioxidant properties and total
phenolic compounds in various extracts isolated from different Salvia spp. plants
were performed for the first time.

2. The phytochemical composition of the majority of plants of Salvia spp.
selected in our study has not been reported previously. Only the common sage
(Salvia officinalis) has been studied to some extent; although it is used in our
study mainly for comparison purposes, comprehensive evaluation of its fractions
isolated by using green high pressure extraction and fractionation technologies
has not been reported previously.

3. We applied comprehensive and complex approach in the fractionation of
Salvia spp. (separation into lipophilic and other fractions by different polarity
green solvents, determination of the phytochemical concentration in the extracts
and in the whole plant material). This approach has never been applied
previously to any of the Salvia plants selected for our research; it has even never
been applied to the more frequently studied S. officinalis and S. sclarea.
Moreover, this concept has been rather scarcely applied to other plants as well.

4.Some  phytochemicals  (ethyl  gallate, 3'4'5,7-tetraxydroxy-3-
methoxyflavone, hyperoside and isorhamnetin-glucoside) are reported in Salvia
spp. plants for the first time.

5. The composition of the volatile compounds of the majority of the Salvia
spp. plants selected in our study has never been reported previously. Only Salvia
officinalis has been studied, which is predominantly used in our study for
comparison purposes only.

Practical significance

It was established that ethanolic extracts of S. officinalis, S. sclarea, S.
amplexicaulis, S. verticillata, S. nemorosa, S. forsskaolii and S. pratensis are rich
in bioactive compounds; these results are practically important for further
valorisation of the use of plant extracts as a source of natural antioxidants in the
food industry as they may serve for food enrichment with bioactive compounds.
The chromatographic data of S. amplexicaulis, S. austriaca, S. forsskaolii, S.
glutinosa, S. nemorosa, S. officinalis, S. pratensis, S. sclarea, S. stepposa and S.
verticillata extracts obtained by using different extraction methods provide
important information on the variations in their phytochemical composition. This
information is useful for the industry in terms of the selection of the proper
Salvia spp. and extraction solvent thus ensuring the highest recovery of bioactive
compounds.
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Structure and Outline of the Dissertation

The dissertation is written in English. It consists of a list of abbreviations, an
introduction, a review of the most relevant scholarly literature, a section on the
employed materials and methods, a chapter covering the results and discussion,
conclusions, literature references (in total, 231 references were used), and a list
of the author’s publications on the theme of this dissertation. The final work
contains 98 pages including 9 tables and 18 figures.

Publications of the research results

The results of the research have been presented in 3 publications delivered in
journals covered in the list of Clarivate Analytics (formerly, Thompson Reuters)
Web of Science database and reported at 5 international conferences.

Key points presented for the defence:

1. Application of consecutive extraction with supercritical CO, and
pressurised liquid extraction with higher polarity solvents enables to obtain from
Salvia spp. plant material whose valuable fractions possess strong antioxidant
capacity and high concentrations of bioactive compounds.

2. Some underinvestigated Salvia spp. plants, namely, S. amplexicaulis, S.
verticillata, S. nemorosa, S. forsskaolii and S. pratensis, may represent
promising material for the recovery of valuable natural compounds.

3. The composition of volatile constituents of Salvia spp. plants isolated by

simultaneous solvent extraction-distillation and supercritical fluid extraction
methods is significantly different.
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CONCLUSIONS

1. From 10 different Salvia spp. plants, three fractions per plant were isolated
by consecutive high pressure extraction with CO,, ethanol (96%) and water. The
yields obtained with water (30.2-43.7%) were higher compared to the extracts
isolated with ethanol (18.1-36.2%) and CO; (1.8-5.2%).

2. The antioxidant potential of 10 Salvia spp. extracts was evaluated by using
TPC, ABTS™ and ORAC assays. Ethanol extracts possessed significantly higher
antioxidant capacity and the total content of phenolics than the extracts obtained
with CO, or water. The antioxidant power of the plant material extraction
residues evaluated by the QUENCHER method was also comparatively high,
particularly after SFE-CO,; it suggests that a considerable amount of
antioxidatively active compounds remain in the plant material after extraction. A
strong correlation (r?=0.812-0.942) between TPC and antioxidant activity
measured by ABTS™ and ORAC was also observed.

3. Rosmarinic, caffeic and carnosic acids and apigenin-7-O-B-D-glucuronide
were identified as the main compounds in the selected Salvia spp. extracts. In
addition, ethyl gallate, 3',4',5,7-tetrahydroxy-3-methoxyflavone, hyperoside and
isorhamnetin-glucoside were also identified in the selected Salvia spp. extracts
for the first time.

4. Rosmarinic acid was found to be the dominating compound (up to 30,017
ug/g DWP) in various Salvia spp. plants, particularly in their ethanolic extracts.
Apigenin-7-O-B-D-glucuronide (up to 6,798 pg/g DWP), caffeic (up to 1,142
ng/g DWP) and carnosic (up to 8,294 ng/g DWP) acids were quantitatively
important phytochemicals in the majority other Salvia spp. plants. Rosmarinic,
caffeic and carnosic acids were determined to be the most active radical
scavengers in the investigated extracts when employing the on-line HPLC-UV-
DPPH" method. In total, 15 compounds were identified in Salvia spp. extracts by
using commercial standards, 11 of them were quantified, whereas some other
compounds were identified tentatively based on the obtained MS fragments and
a comparison with data provided in scholarly literature.

5. The total yield of tocopherol isomers in the studied Salvia spp. plants
varied from 2,360 to 10,071 pg/g DWE and from 52.64 to 221 pg/g DWP. The
highest total amount of the extracted tocopherols from dry plant material was
determined in S. nemorosa (221 ug/g DWP) followed by S. forsskaolii (193 pg/g
DWP) and S. verticillata (187 pg/g DWP). a-Tocopherol was found to be the
dominating vitamin E isomer in 10 different Salvia species; its concentration in
the extracts and plant material were from 2242 to 8473 pg/g DWE and from
50.01 to 179 pg/g DWP, respectively. The concentrations of y- and 3-tocopherols
were remarkably lower.  isomer was not detected in any of the extracts.
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6. A comparison of simultaneous distillation/extraction in a Likens-Nickerson
(L-N) apparatus and supercritical fluid extraction with carbon dioxide (SFE-
CO,) methods for the isolation of volatile compounds revealed that the amount
of volatiles isolated from 1 kg of dried plant material by SFE-CO, method was
remarkably lower comparing to the L-N method, most likely, due to the losses of
volatiles with the exhaust from the system CO, after depressurising the
extraction equipment.

7. Experimental studies revealed that ethanolic extracts of S. officinalis, S.
sclarea, S. amplexicaulis, S. verticillata, S. nemorosa, S. forsskaolii and S.
pratensis accumulate various valuable phytochemicals such as rosmarinic acid
and tocopherols. Based on the existing knowledge on the health benefits of these
constituents, it is assumed that these investigated Salvia spp. plants are
promising plants which could be cultivated for the development of valuable
ingredients for functional foods and nutraceuticals.
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