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Santrauka

Brukniy isspaudos laikomos salutiniu gamybos produktu, kuris dazniausiai pasalinamas kaip
atliekos, nors galéty buti panaudojamas biologiskai aktyviy junginiy iSskyrimui. Remiantis
atliktais moksliniais tyrimais, uogy isspaudose lieka didelé dalis bioaktyviy junginiy: jvairiy
antocianiny, flavonoidy, fenolio riigs¢iy ir kity junginiy pasizyminciy teigiamu poveikiu sveikatai.
Todél, Sias iSspaudas naudinga perdirbti j funkcinius ingredientus, kuriuos bty galima panaudoti
maisto ir papildy pramonéje.

Sio darbo tikslas — igskirti funkcionaliuosius ingredientus i§ brukniy i§spaudy (Vaccinium
vitis-idaea), taikant auksto slégio ir fermentinio apdorojimo biorafinavimo procesus bei palyginti
su tradiciniais ekstrakcijos metodais. Nustatyti gauty frakcijy sudétj, antioksidacines savybes,
oksidacinj stabiluma, antocianiny kiekj.

Ekstraktai i brukniy i$spaudy buvo isskirti naudojant tradicines Soksleto ir maceravimo
ekstrakcijas bei atliekant Siuolaikinius metodus, tokius kaip superkriziné CO: ekstrakcija,
pagreitinta ekstrakcija tirpikliais. Naudojant pavirSiaus atsako metodg atlikti superkrizinés CO>
ekstrakcijos ir pagreitintos ekstrakcijos etanoliu kintamyjy parametry optimizavimai, kuriems
esant gaunama didZiausia ekstrakto iSeiga. Po pagreitintos ekstrakcijos etanoliu bandinio liekanai
atlikta ekstrakcija subkritiniu vandeniu, o liekanai po maceravimo jvykdyta fermentiné hidrolizé.

Gauty ekstrakty antioksidacinis aktyvumas nustatytas ABTS™ radikalo blukinimo metodu,
deguonies radikaly suri§imo geba (ORAC), o bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Folin-
Ciocalteu's metodu. Kietos frakcijos antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas taikant QUENCHER
procediirg. Lipofiliniy ekstrakty riebaly ragséiy sudétis istirta naudojant dujy chromatografijos
metoda. Visy gauty ekstrakty oksidacinis stabilumas jvertintas Oksipres ir Rancimat metodais.
Preliminarus bioaktyviyjy komponenty jvertinimas bei kokybing ir kiekybiné antocianiny analizé
atlikti taikant ultraefektyviaja skysciy chromatografija. O bendras antocianiny kiekis poliniuose

ekstraktuose nustatytas pH diferenciniu metodu.
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Summary

Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea) pomace is considered by-product, which is usually
removed as a waste, although it could be used for the isolation of bioactive compounds. Some
researches have already proven that berry pomace contains a large part of bioactive compounds,
such as various anthocyanins, flavonoids, phenolic acids and other compounds that have a positive
effect on health. Therefore, berry pomace is useful processing into functional ingredients that may
find application in foods, nutraceuticals and cosmetics industries.

The aim of Master’s study is to isolate functional ingredients from lingonberry pomace by
using high pressure and enzymatic biorefining processes and compare them with conventional
extraction methods. Analyzation of obtained extracts/fractions composition and also evaluation of
lingonberry pomace solid residues and extracts antioxidant properties, extracts oxidative stability,
amount of anthocyanins.

Extracts from lingonberry pomace were isolated using traditional (Soxhlet and maceration
extractions) and modern techniques such as supercritical CO2 extraction, accelerated solvent
extraction with various solvents. Response Surface Methodology was used for the optimization of
supercritical CO; extraction and accelerated ethanol extraction parameters, giving the maximum
yields of extracts. For the optimization of accelerated extraction was used material after
supercritical CO2 extraction. After accelerated ethanol extraction under optimal conditions,
obtained residue were extracted by accelerated solvent extraction with subcritical water. And
obtained residue after maceration extraction were used for enzymatic hydrolysis.

Antioxidant activity of extracts were measured using ABTS"" radical cation scavenging and
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assays. The total content of phenolic compounds in
the extracts were determined by using Folin-Ciocalteu’s method. Solid residues antioxidant
activity were estimated as reported previously analysis methods using QUENCHER method.

The fatty acid composition of lipophilic extracts were determined by using gas
chromatography method. Oxidative stability of all obtained extracts was measured using Oxipress

and Rancimat methods. Preliminary bioactive compounds evaluation and the qualitative and



quantitative analysis of anthocyanins were performed by ultra high performance liquid
chromatography. Total anthocyanin content in polar extracts was measured using the pH
differential method.
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SN Standartinis nuokrypis

SOK-HE Soksleto ekstrakcija heksanu
TE Trolokso ekvivalentai
*TROLOX 6-hidroksil-2,5,7,8—tetrametilchroman—2—karboksirtigstis (angl. 6-

hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
*UHPLC-Q-TOF  Ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija (angl. ultra-high performance
liquid chromatography-quadrupole time-of-flight)
*QUENCHER Antioksidacinio aktyvumo nustatymo sausoje medziagoje metodika
(angl. QUick, Easy, New, CHEap, Reproducible)

*- Santrumpy atitikmuo angly kalboje, kurios yra gerai suprantamos.



JZANGA

Darzoviy, vaisiy ir uogy perdirbimas j norimg produktg sukuria iki 50 % Salutiniy produkty,
kurie daZniausiai pasalinami kaip atlickos arba panaudojami gyviiny paSarams ir kompostavimui.
Toks gamybos atlieky tvarkymas sukelia neigiama poveikj aplinkai bei papildomas i§laidas. Nors
uogy isspaudas sudaranciose odelése, séklose ir pulpos likuciuose gausu maistiniy skaiduly bei
jvairiy bioaktyviy junginiy, kuriuos biity galima panaudoti kaip funkcinius maisto ingredientus ar
maisto produkty mitybinés vertés padidinimui. Todél, batina didinti gamintojy supratimg apie
zaliavas, kurios iki 8iol laikomos atliekomis ir sukurti sistemingas jy panaudojimo strategijas. Be
to, atsizvelgiant j did¢jantj siekj uzkirsti kelig maisto Svaistymui ir didinti maisto sistemos tvaruma
bei besiformuojantj vartotojy suvokima apie funkcinius ir sveikus maisto produktus, itin svarbu,
net butina plétoti esamus ir naujus pridéting verte sukurianéius biorafinavimo procesus, kuriais
baty efektyviai panaudojamos uogy i$spaudos susidaranc¢ios maisto sektoriuje [1, 2].

Uogose gausu antioksidanty, fenolio riigsc¢iy, flavonoidy, polifenoliy, maistiniy skaiduly,
kuriy didelé dalis lieka iSspaudose. O mokslininkai jrodé¢, kad Sie bioaktyviis uogy junginiai
pasizymi stipriomis antioksidacinémis, prieSvézinémis, antimikrobinémis, prieSuzdegiminémis
savybémis, taip pat mazina cholesterolio kiekj Kraujyje, o tuo paciu Sumazina Sirdies ir
kraujagysliy ligy rizikg. Todél, bioaktyviy junginiy, gauty i§ uogy iSspaudy, pridéjimas j maisto
produktus gali padidinti zmogaus organizmui reikalingy vertingy medziagy apriipinimg. Be to, Sie
i§skiriami natdraltis ingredientai vis plac¢iau naudojami ne tik maisto, bet ir kosmetikos, farmacijos
pramongje ir yra geriau vertinami negu sintetiniai junginiai [3, 4].

Salutiniy maisto produkty perdirbimui j auk3tesnés vertés funkcinius ingredientus gali biti
naudojamos tiek tradicinés, tiek naujos technologijos. Naujausiuose tyrimuose ypa¢ daug démesio
skiriama pazangioms, energija tausojan¢ioms ekstrahavimo technologijoms, tokioms kaip
pagreitinta ekstrakcija tirpikliais, superkriziné ekstrakcija, ekstrakcija ultragarso ar mikrobangy
pagalba. Be to, $iy metody pritaikymas yra efektyvesnis ekstrakcijos iSeigos atzvilgiu lyginant su
tradiciniais metodais. Kadangi Salutiniy produkty zaliavos yra itin sudétingos medZiagos,
sudarytos i§ jvairiy bioaktyviy komponenty pasizyminciy skirtingomis savybémis, todél svarbu
sukurti optimalias biorafinavimo schemas individualiai kiekvienoms uogy i$spaudoms
neprarandant iSekstrahuojamy junginiy funkcionalumo [5].

Darbo tikslas — isskirti funkcionaliuosius ingredientus i§ brukniy i§spaudy (Vaccinium vitis-
idaea), taikant auksto slégio ir fermentinio apdorojimo biorafinavimo procesus bei palyginti su
tradiciniais ekstrakcijos metodais.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti brukniy iSspaudy pagrindinius cheminés sudéties rodiklius.
13



Sudaryti brukniy iSspaudy superkrizinés ekstrakcijos anglies dioksidu optimizavimo
plang ir nustatyti optimalias parametry vertes, kuriomis bity gauta didziausia
ekstrakto iSeiga.

Nustatyti optimalias pagreitintos ekstrakcijos etanoliu sglygas, kuriomis biity gauta
didziausia ekstrakto iSeiga bei atlikti pagreitintos ekstrakcijos subkritiniu vandeniu
ekstrakcija.

Atlikti tradicines soksleto ir maceravimo ekstrakcijas bei panaudojant fermenting
hidrolize i§ brukniy i$spaudy, po maceravimo ekstrakcijos, iSskirti bioaktyvius
junginius ir gautas Siy ekstrakcijy iSeigas palyginti su auksto slégio metodais.
Ivertinti brukniy iSspaudy bei gauty ekstrakty antioksidacinj aktyvuma, taikant
jvairius antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodus.

Nustatyti lipofiliniy ekstrakty riebaly rags$ciy sudétj ir pradinj peroksidy skaiéiy
SKE-CO; ekstrakte.

. Nustatyti gauty ekstrakty oksidacinj stabilumg Oksipres ir Rancimat metodais.

. Nustatyti bendrg antocianiny kiekj gautiems poliniams ekstraktams bei atlikti
kokybing ir kiekybing antocianiny analiz¢ brukniy iS§spaudose.

Preliminariai identifikuoti bioaktyvius komponentus brukniy i$spaudy ekstraktuose

taikant chromatografinius metodus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Brukniy morfologiniai poZymiai, paplitimas ir panaudojimas pramonéje

Brukné yra daugiametis, tamsiai viszalis, 10-30 cm auks$Cio krimas (1 pav.) su
Sliauzianciais poZeminiais igliais, kurios vaisius yra 5-10 mm skersmens raudona uoga. Oficialus
lotyniskas §io augalo pavadinimas yra Vaccinium Vitis-idaea. Brukné priklauso erikiniy
(Ericaceae) Seimai, tai paciai kaip ir mélynés bei spanguolés. Bruknés egzistuoja dviejy porasiy:
vienos priskiriamos laukinéms arba dar kitaip vadinamos Amerikos tipo bruknémis (Vaccinium
vitis-idaea var. minus Lodd), kuriy kriimai yra Zemi, ne aukstesni nei 18 cm ir Zydi tik vieng kartg
per metus. Kita rii$is vadinama Europos arba kultivuojamomis bruknémis (Vaccinium vitis-idaea
var. vitis-idaea L.), budingi aukstesni krtimai (10-30 cm) su didesniais lapais bei Zydi du kartus
per metus [6, 7].

1 pav. Brukné (Vaccinium Vitis-idaea)

Bruknés auga sausuose puSynuose, aukstapelkiy ir tarpinio tipo pelkiy pakraséiuose.
Bruknynai labiausiai paplite Rusijos borealiniuose miskuose, Skandinavijoje, Aliaskoje, JAV ir
Kanadoje. Be to, tai yra nacionalin¢ Svedijos uoga. Lietuvoje bruknés labiausiai paplitusios
pietingje, pietrytinéje ir rytinéje dalyse, o kitur galima rasti tik pavienius kriimoksnius. Bruknéms
reikia drégmeés, geriau auga riagsciame dirvozemyje ir esant daliniam $e$éliui, augimui tinkamesnis
vésesnis klimatas [7, 8].

Kriimoksniams buidingi stori, elipsiski, odiski, tamsiai Zali lapai, kuriy apatiné dalis blySkiai
zalia ir gausiai taskuota, lapy ilgis siekia apie 5-30 mm. Bruknei biidingi balti arba §velniai roziniai

varpelio formos Ziedai. Daugelis Europoje auganc¢iy brukniy veisliy dazniausiai zydi du kartus, dél
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to uzaugina du derlius: vienas subresta rugpjticio pradzioje, kitas - nuo spalio pabaigos iki lapkri¢io
pradzios. Antrasis derlius paprastai yra didesnis ir daZniausiai naudojamas komercinei gamybai.
Taciau svarbu paminéti, kad laukiné brukniy veislé zydi tik vieng kartg ir uogas sunokina nuo
rugpjucio iki rugséjo ménesio [6, 8].

Uogos yra valgomos, sultingos, daugiaséklés, skirtingo dydzio, apvalios formos, vidutiniskai
viena uoga sveria apie 0,3 g. Uogy spalva kinta nokstant nuo zalios pereinant j balta, o prinokusios
yra jvairiy raudonos spalvos atspalviy. Brukniy uogose esancios séklos smulkios, rusvai rudos,
blizgios. Jy skai¢ius vienoje uogoje svyruoja nuo 5 iki 50 vienety, kuris priklauso nuo apdulkinimo
tipo. Svieziai surinktos uogos yra labai riigicios ir gana karéios, bet turi ir Siek tiek saldumo.
Skoniu bei i§vaizda labai panasios j spanguoles [7, 9].

Brukniy uogos naudojamos $viezios arba uzsaldytos. Giliai uzSaldytos bruknés iSsaugo
maistiniy medziagy kiekj ir skonj. Daugumai Zmoniy nepatinka Sios Sviezios uogos, todél
perdirbant beveik visada yra saldinamos. Daugiausiai brukniy uogos naudojamos padazy, sirupy,
uogieniy, dzemy, sul¢iy koncentraty gamyboje, pyragy ir kity kepiniy gardinimui bei gérimy
(vyny, likeriy) gamyboje [10]. Taip pat, brukniy uogos ir lapai naudojami maisto papildy ir vaisty
gamyboje, kurie skirti diabetu, persalimo ir kvépavimo taky ligomis sergantiems zmonéms. Be to,
vis dazniau i§ $iy uogy yra iSskiriami natirallis, vandenyje tirptis augaliniai pigmentai, kurie
naudojami kaip maisto dazikliai [11].

Siuo metu brukniy produktai yra labiausiai paplite Skandinavijoje. Siose 3alyse didelj
susidom¢jima bruknémis lemia ilgametés tradicijos, be to, Sias uogas skatinama vartoti dél didelio
kiekio vitaminy naudingy vartotojy sveikatai ir kaip liaudies vaista. Svedijoje didel¢ derliaus dalis
panaudojama dzemy ir padazy gamyboje. O Suomijos perdirbéjai didziausig démesj skiria sulCiy
koncentraty bei arbaty gamybai i§ brukniy uogy ir lapy. Taip pat, bruknés mégstamos Kanadoje ir

jos apylinkése. Cia daugiausiai pagaminama dzemy, sirupy bei kepiniy su brukniy uogomis [10].

1.2 Brukniy uogy maistiné ir cheminé sudétis

Brukniy chemin¢ sudétj pirmasis pradéjo nagrinéti mokslininkas Griebelas dar XX a.
pradZioje, véliau jas analizavo ir kiti mokslininkai. Cheminé brukniy sudétis, kaip ir kity
Vaccinium genties augaly, buvo tiriama siekiant nustatyti juose esan¢iy maistiniy bei bioaktyviy
junginiy sudétj ir kiekj [7]. Metaboliniai tyrimai parodé, kad bruknése yra tikstanciai unikaliy
junginiy, jskaitant angliavandenius, amino riigstis, vitaminus, organines ruigstis, riebaly rugstis,
augalinius hormonus ir zinoma, polifenolius [6, 9].

Brukniy uogos yra sveikas maisto pasirinkimas, nes jose yra mazai cukry ir riebaly, daug
skaiduliniy medziagy, o svarbiausia jose gausu vitaminy ir mineraly. Pavyzdziui, 100 g brukniy

uogy yra tik 54 kalorijos bei 0,5 griebaly, 2,5 g skaiduly ir 11 mg vitamino C [12]. Be to, bruknése
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yra jvairiy bioaktyviy fitocheminiy medziagy, kurios naudingos zmogaus sveikatai. Labiausiai
iStirti bioaktyviis junginiai bruknése yra polifenoliai [13].

Vandens kiekis brukniy uogose svyruoja apie 82—89 %. Brukniy séklose yra apie 23,32 %
baltymy, o uogose azoto kiekis yra apie 0,57-0,89 %. Skaidulos, kurios susikaupia séklose ir i$
dalies uogy luobeléje, sudaro apie 0,93-1,40 %. Peleny kiekis sudaro apie 0,26 % Svieziy uogy
arba apie 1,58 % visiskai sausos medziagos, o sé¢klose — 2,11 % peleny [7].

Gausu mineraliniy elementy tokiy kaip Zn, Cu, As, P, Mn, K, Na, Ca, Fe, Mg ir kity.
Mineralinés medziagos biitinos zmogaus organizmui, nes yra itin svarbios gyvybinéms
funkcijoms. Jos atlicka svarby vaidmenj kauly ir danty vystymuisi, dalyvauja susitraukiant
raumenims bei palaiko Sarmy — riigs¢iy pusiausvyra. Labiausiai vyraujantys elementai yra kalis,
kurio randama apie 74 mg %, fosforas — 38 mg %, kalcis — 12 mg %, manganas — 115 mg/kg,
cinkas — 26 mg/kg [3, 7].

Uogoms skon;j suteikia daugybé komponenty, jskaitant cukrus ir organines ragstis, Kurios
yra pagrindingés tirpios uogy sudedamosios dalys. Organiniy rigs$ciy ir cukry sudétis bei kiekis yra
svarbiis veiksniai, darantys jtaka uogy skoninéms savybéms bei lemiantys jy sunokimo laipsni.
Skonj itin sglygoja bendras cukry ir riig§éiy kiekio santykis [14].

Cukry kiekis brukniy uogose svyruoja, jis priklauso nuo augimo vietos, klimato salygy bei
uogy sunokimo laipsnio. Kuo labiau sunokusios uogos, tuo cukraus kiekis didesnis. Paprastai,
subrendusiose brukniy uogose daugiausiai yra fruktozés ir gliukozés, o maziausiai sacharozés [14].
Vyraujan¢iy angliavandeniy kiekis bruknése pateikiamas 1 lenteléje. Lietuvoje auganciose
prinokusiose brukniy uogose bendras cukraus Kiekis svyruoja apie 7,2 %. Bruknése taip pat
randama pektiny, kurie yra svarbiis sul¢iy klampai ir gelio sudarymui, o tai lemia uogy produkty
kokybe. Nustatytas bendras pektiny kiekis brukniy uogose yra apie 0,2—0,32 %. Pentozany kiekis,

kuriy daugiausiai yra luobeléje, sudaro apie 0,59 % [7].

1 lentelé. Angliavandeniy kiekiai brukniy uogose [7, 14]

Angliavandenis Kiekis, %
Gliukozé 3,63-3,95 3,79
Sacharozé 0,49-0,53 0,41
Fruktozé 4,31-4,58 2,92

Lietuvos salygomis prinokusiose brukniy u0gose organiniy riigS¢iy nustatoma apie
2,3-2,9 %. Siose uogose labiausiai vyrauja citriny rgstis, kuri sudaro apie 80 % bendro rigiéiy
kiekio. Kity organiniy riigs¢iy randama gerokai maziau, jy kiekis pateikiamas 2 lenteléje. O
chinono, salicilo bei oksalo rigs¢iy randami tik pédsakai [7]. Nors benzenkarboksirfigsties

nustatomas itin nedidelis kiekis, taciau ji yra itin svarbi. Maisto pramong¢je benzenkarboksirtigstis
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dazniausiai pridedama kaip daugelio kity vaisiy ir uogy produkty konservantas. Todél, $i ragstis
lemia natiraliai ilgesnj galiojimo laikg daugeliui brukniy produkty [10].

Askorbo rugsties kiekis itin kinta priklausomai nuo geografiniy bei klimato salygy, vyrauja
nuo 1 iki 30 mg %. Pavyzdziui, literatiroje pateikiama, kad Ukrainoje surinktose uogose randama
apie 15 mg %, o Rusijoje iki 28 mg % askorbo rugsties. Lietuvoje brukniy uogose nustatyta nuo
11,2 iki 21 mg % askorbo riigsties. Taigi, daugiausiai askorbo rugsties bruknése randama ten kur
Siam kriimui yra palankiausios sglygos augti, taip pat kiekis priklauso nuo sunokimo laipsnio bei

fermenty aktyvumo [7].

2 lentelé. Organinés riugstys brukniy uogose [7, 14, 15]

Organiné ruagstis Kiekis Organiné ruagstis Kiekis
Askorbo riigstis 0,8-30,0 mg % Boro riigstis 0,026 %
Citriny rugstis 2,0-2,2 % Benzenkarboksiriigstis 0,089-0,206 %
Vyno ragstis 0,34 % Sikimiko rugstis 0,004 %
Obuoliy rugstis 0,23 % Fumaro rugstis 0,003 %

Lipidus galima klasifikuoti pagal jy fizines savybes, molekuliy poliskumg ir pagal jy
funkcijas organizme j neutralius lipidus (trigliceridus), polinius lipidus (fosfolipidus), glikolipidus,
taip pat j riebaly rugstis, riebaly alkoholius, vaskus, sterolius, terpenoidus ir kitas medziagas.
Dauguma uogy riebaly grupiy (nesociosios riebaly rigstys, steroliai, terpenoidai ir kt.) turi didel;
biologinj aktyvuma. Kadangi jie skiriasi nuo gyvuninés kilmés lipidy, jy vartojimas atlieka svarby
vaidmen] zmogaus metabolizme. Pavyzdziui, buvo jrodyta, kad uogy steroliai (fitosteroliai)
mazina cholesterolio kiekj [16].

Uogose lipidy yra gana mazai, bruknése yra apie 0,32 g polinesociyjy riebaly ragsciy 100 g
uogy, mononesociyjy riebaly ragsciy identifikuojama apie 0,06 g/100 g, o so¢iyjy—0,02 g/100 g.
Svarbu paminéti tai, kad bruknése yra omega-6 ir omega-3 riebaly rtagsc¢iy, kurios turi biti
gaunamos su maistu ir yra butinos normaliam zmogaus organizmo funkcionavimui. Brukniy
uogose omega-3 riebaly ragsciy nustatoma apie 0,18 g/100 g, o omega-6 — 0,14 g/100 g [17].

Uogose daugiausiai lipidy yra séklose, kuriose yra daug polinesoCiyjy riebaly riigséiy ir
fitosteroliy. Séklose riebaly nustatoma apie 12,1-30,12 %. Pagrindinés riebaly ragstys ir jy
kiekiai, randami brukniy uogose ir jy sékly aliejuje, pateikiami 3 lenteléje. Vaskai esantys uogy
kutikuléje turi didele jtaka apsaugant jas nuo iSoriniy, pavyzdZiui, patogeny ir kity aplinkos
poveikiy. Uogose vaskiniy medziagy nustatoma apie 10,23 %. Taip pat bruknése yra augaliniy

steroliy, kuriy nustatoma nuo 3 iki 160 mg/100 g sausos masés [7, 18].
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3 lentelé. Riebaly rugscéiy sudétis ir kiekiai brukniy sékly aliejuje ir uogose [7, 16, 18]

Riebaly ragstis - — Kiekis, %
Sékly aliejus Uogos
Lauro rugstis 0,14 - 0,00019
Miristo riigstis 0,24 - 0,00017
Palmitino rtgstis 1,43 - 0,0024
Palmitoleino ragstis 0,25 - -
Stearino rugstis 0,38 - 0,00065
Oleino rugstis 19,53 17,85 0,0063
Linolo rugstis 32,62 51,49 0,0014
Linoleno riigstis 39,62 26,33 0,00080
Eikozano riigstis 0,29 - 0,0013
Eikozeno rugstis 0,22 - 0,00004
Eikozadieno rugstis 0,08 — 0,000024
Beheno rugstis 0,46 - 0,00027
Tetrakozano ragstis 0,48 - 0,00025

Bruknése identifikuojama ir triterpenoidy, tokiy kaip o-amirinas, B-amirinas, betulinas,
kampesterolis, sitosterolis ir jo esteriai, stigmasterolio esteriai, taraksasterolis. Labiausiai
paplitusios yra oleanoliné ir ursoliné ragstys, kurios sudaro apie 70 % visy triterpenoidy.
Oleanolinés riigsties nustatoma apie 204—215 mg/100 g sausos medziagos, o ursolinés rtgsties —
604—-676 mg/100 g SM [19].

Augaluose taip pat sintetinami tokoferoliai. Tokoferoliai yra riebaluose tirpls junginiai,
pasizymintys stipriomis antioksidacinémis savybémis. Sie junginiai yra sudaryti i§ chromanolio
ziedo, prie kurio antrojo anglies atomo yra prisijungusi 15 anglies atomy grandiné. Tokoferoliai
skirstomi j keturias izomerines formas (o, B, v, 8), kurios viena nuo kitos skiriasi metilo grupiy
issidéstymu chromanolio Ziede. Sios keturios tokoferoliy formos sintetinamos ir saugomos augaly
lapuose ir séklose [20, 21]. Tokoferoliy kiekis brukniy uogose yra itin mazai tyrinétas, viename
literatiiros Saltinyje pateikiama, kad y-tokoferolio yra 0,23 ng/g ir a-tokoferolio identifikuota
2,22 ng/g uogy [16].

Brukniy uogose yra laisvyjy aminortigsciy, kuriy bendras kiekis yra apie 26—44 mg/100 g.
Arginino nustatoma apie 6 mg/100 g, asparagino — 12,5 mg/100 g, glutamino — 3,7 mg/100 g,
hidroksiprolino — 3,1 mg/100 g, o kity amino riig§¢iy randami tik pédsakai [15]. Be to, bruknése
randama glikozido arbutino, kuris naudojamas farmacijoje. Uogose arbutino randama apie 0,93 %.
Taip pat uogose yra maistiniy skaiduly, vitaminy E — 1 mg %, provitamino A — 0,05-0,1 mg %

ir B grupés vitaminy, i kuriy vyraujantis yra B2 vitaminas — 0,03-129 mg % [7].

19



Taigi, svarbiausi veiksniai, turintys jtakos brukniy uogy cheminei sudéciai yra aplinka,
kurioje bruknés auginamos, dirvozemio drégmé bei sudétis, karSti ir Salti orai bei derliaus

nuémimo laikotarpis, kuris nulemia uogy sunokimo laipsnj [7].

1.3 Fenoliniai junginiai brukniy uogose

Uogose yra daug jvairiy fenoliniy junginiy, kurie laikomi antriniais metabolitais. Polifenoliai
yra cheminiy junginiy grupé, konjuguota su cukrumi ar organinémis ragsStimis, kurie randami
daugelyje uogy, vaisiy, darzoviy, kity augaly. Chemiskai polifenoliai apibiidinami kaip junginiai,
kuriuose yra fenolio grupé, arba aromatiniai ziedai, turintys fenolio hidroksilo grupiy, kurios
leidzia jiems veikti kaip antioksidantams. Sie junginiai susiformuoja augaluose, siekiant gauti
uogy pigmentacijg, kvapg, skonj, kartuma, atbaidyti kenkéjus ar kovoti su mikrobinémis
infekcijomis. Svarbiausi fenolio junginiai brukniy uogose yra proantocianidinai, kurie sudaro
63-71 % visy fenoliniy junginiy, taip pat vyrauja: antocianinai apie 15 %, hidroksicinamono
rugsties aptinkama apie 5% ir 0,5 % hidroksibenzoinés riigsties, nedideli kiekiai flavanoliy,
fenolio ruigsciy, stilbeny, lignany bei ligniny. Bruknése identifikuojami fenoliniai junginiai ir jy
kiekiai pateikti 4 lenteléje. Bendras flavonoliy kiekis yra nepastovus dél aplinkos veiksniy, uogy
dydzio, augimo ir laikymo salygy [22, 23].

Uogy iSspaudose, kurios sudarytos i§ odeliy, sékly, pulpos ir kity priemaisy likuéiy, taip pat
licka nemazas kiekis fenoliniy junginiy, kurie susideda i$ jvairiy antocianiny, flavonoliy, fenolio
rig§éiy bei pasizymi dideliu antioksidaciniu pajégumu. Sios savybés lemia didelj uogy isspaudy
panaudojimo potencialg. Todél, iSskirti uogy iSspaudy ekstraktai, kuriy sudétyje yra polifenoliniy
medZziagy, yra itin svarbis ingredientai maisto produkty mitybinés vertés praturtinimui, taip pat

gali buti panaudojami vaisty ir kosmetikos gamyboje [5, 24].

4 lentelé. Dazniausiai bruknése identifikuojami fenoliniai junginiai [15, 22, 25, 26, 27]

Junginys Kiekis, Junginys Kiekis,
mg/100 g mg/100 g
Katechinas 0,3-13,0 Hidroksicinamono riigstis 78,0
Epikatechinas 0,4-10,7 Kvercetino ramnozidas 0,06-2,5
Galo riigstis 2,8 Kvercetino-3-galaktozido 0,25-1,6
Kumaro ragstis 6,7-8,3 Bendras flavonoliy ir flav-3-oliy kiekis 1,4
Elago rugstis 1,4 Bendras fenoliniy rugsc¢iy kiekis 26,0
Kofeino rugstis 4,0 Bendras proantocianidiny kiekis 253,0
Chlorogeno rugstis 18,3 Bendras taniny kiekis 517,0

Uogose esantys fenoliniai junginiai pasizymi naudingomis savybémis. Manoma, kad fenolio

rugsStys gali veikti kaip prieSuzdegiminés, antikarcinogeninés, antimikrobinés ar kaip
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esantys flavonoidai yra veikliosios medziagos, atsakingos uz prieSuzdegiminj poveikj. Augaluose
sie flavonoidai paprastai yra gliukozidai. Eksperimentuose in vivo su grauzikais jrodyta, kad
brukniy ekstraktas, kuriame yra polifenoliy, geba sumazinti oksidacinio streso pasireiSkima
véziniams susirgimams [23, 28].

Antocianinai priklauso flavonoidinei klasei, kurie pasizymi stipriomis hidrofilinémis
savybémis. Jie yra atsakingi uz raudong ir mélyng vaisiy, darzoviy ar ziedy spalva. Antocianinai
yra labiausiai lokalizuoti uogy epidermio sluoksnyje, bet taip pat jy randama ir vaisiy ar uogy
minkStime. Be natiiraliy pigmentiniy savybiy, antocianinai taip pat yra stiprus antioksidantai, jie
gali uzkirsti kelig lipidy oksidacijai. Labiausiai paplite antocianidinai yra delfinidinas, cianidas,
peonidinas, petunidinas ir malvidinas, visi jie yra radami Vaccinium genties uogose. O bruknése
dazniausiai yra identifikuojami cianidino glikozidai, kur cianidin-3-galaktozidas sudaro apie
80 %, cianidin-3-gliukozido nustatoma apie 5 % bei cianidin-3-arabinozidas sudaro apie 11 %
visy antocianiny, o kity antocianiny grupiy aptinkami tik pédsakai. Antocianiny kiekis ir santykis
kinta priklausomai nuo veislés, augalo brandos, geografinés padéties ir nuo agroklimatiniy salygy.
Taigi, nustatomy antocianiny kiekj bruknése lemia kilmés vieta, jos reik§mé pateikiama 5 lenteléje
[11, 29].

5 lentelé. Bruknése nustatomy pagrindiniy antocianiny kiekiai [15, 22, 25, 30]

Junginys Kiekis mg/100 g | Uogu kilmés vieta | Nustatymo metodas
95 Nunavikas, Kanada
Cianidin-3-arabinozidas 82 Aliaska, JAV
4,2 Oregonas, JAV
122 Nunavikas, Kanada
Cianidin-3-galaktozidas 107 Aliaska, JAV HPLC
30,2 Oregonas, JAV
6,55 Nunavikas, Kanada
Cianidin-3-gliukozidas 6,2 Aliaska, JAV
3,8 Oregonas, JAV
194,6 Aliaska, JAV pH diferenciniu
o 24 Oregonas, JAV metodu
Bendras antocianiny 223 Nunavikas, Kanada HPLC
kiekis 38,2 Oregonas, JAV
257 Suomija UHPLC

1.4 Lipidy peroksidacijos procesas

Lipidai yra vienas svarbiausiy maisto bei organizmo lgsteliy membrany komponentas,
turintis platy panaudojima pramonéje. Taciau $i medziagy grupé yra linkusi ] oksidacijg jvairiais
biidais. Jy oksidacinis stabilumas priklauso nuo daugybés vidiniy ir iSoriniy veiksniy, kurie apima
nesoCiyjy riebaly rugsciy kiekj, Salutiniy komponenty sudétj, aplinkos salygas, antioksidanty
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buvimg bei kitus veiksnius. Lipidy oksidacija yra pagrindiné maisto kokybés pablogéjimo
priezastis ir neigiamai veikia biologiniy sistemy vientisumg. Oksidaciniai maisto pokyciai sukelia
kvapo ir skonio pakitimus maisto produktuose, maistiniy ir bioaktyviy medziagy praradimg ir
potencialiai toksiSky junginiy susidarymga, todél tokiy maisto produkty vartojimas yra netinkamas.
Oksidacijos mechanizmas vyksta keliomis stadijomis — tai pirminé (peroksidacija) ir antriné
oksidacija. Pirminiai oksidacijos produktai yra peroksidai ir hidroperoksidai, o antriniai —
lakiosios medziagos Taigi, lipidy oksidacija turi neigiamg poveikj tiek maisto kokybei, tiek
zmoniy sveikatai, todél reikia stengtis sumazinti oksidacijg ir pagerinti lipidiniy produkty
oksidacinj stabilumg [31].

Lipidai yra linke j oksidacija dalyvaujant katalizinéms sistemoms, tokioms kaip Sviesa,
Siluma, fermentai, metalai ir mikroorganizmai. Todé¢l susiduriama su sudétingais autooksidacijos,
fotooksidacijos, terminés arba fermentinés oksidacijos procesais, i$ kuriy dauguma inicijuojami
laisvyjy radikaly ar kity reaktyviy junginiy, tokiy kaip tarpiniai produktai. Autooksidacija yra
labiausiai paplitgs procesas, kuris apibréziamas kaip spontaniné lipidy reakcija su atmosferos
deguonimi per laisvyjy radikaly granding. Laisvieji radikalai yra nestabilios bei reaktyvios
molekulés, kurios turi nesuporuota elektrong iSorinéje orbital¢je ir pasizymi labai dideliu cheminiu
aktyvumu. DaZniausiai sutinkami laisvieji deguonies radikalai (ROS), sudaryti i§ molekulinio
deguonies. Svarbiausi i$skiriami laisvieji deguonies radikalai, pasizymintys pavojingiausiomis
savybémis, yra: hidroksilo (OHe), superoksido anijonas (O2¢*"), alkoksilo (RO¢), peroksilo (ROO¢),
hidroperoksilo (HOO-) [31, 32].

Autooksidacija susijusi su laisvyjy radikaly susidarymu ir skilimu. Sj procesa sudaro trys
etapai: iniciacija, sklidimas (i$plitimas), reakcijos nutraukimas. Iniciacijg sudaro vandenilio atomo
pasalinimas i§ molekulés grandinés. Siame etape didele reik§me turi iniciatoriai, tokie kaip
temperatiira, metaly jonai (Cu, Fe, Ni, Sn), saulés Sviesa. Aplinkoje esant deguonies formuojasi
peroksilo radikalai, Siems reaguojant toliau, susidaro hidroperoksidai. Peroksilo radikalai gali
atakuoti naujg lipidy molekule keletg tiikstanc¢iy karty tol, kol néra vandenilio Saltinio arba kol
grandiné yra nutraukiama, pavyzdziui, antioksidanty. Iniciacija vyksta létai, o hidroperoksidy
koncentracija didéja intervale, kuris vadinamas indukcijos periodu [33, 34].

Sklidimo metu gauti pirminiai oksidacijos produktai lipidy hidroperoksidai yra nestabilis ir
skyla ] daugel] antriniy oksidacijos produkty, jskaitant aldehidus, ketonus, alkoholius,
angliavandenilius, lakias organines rtgstis ir epoksidinius junginius, kai kurie 1§ jy turi
nepageidaujama kvapa. Oksidacijos pabaigoje, vykstant polikondensacijai, formuojasi didelés
molekulinés masés produktai. Reakcija pasibaigia susijungus dviems laisviesiems radikalams ir

susidarius stabiliems produktams [31, 32, 35].
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1.5 Antioksidantai

Antioksidantai gali bati apibiidinami kaip medziagos, kurios slopina oksidacijg ir apsaugo
lastele nuo zalingo poveikio, kurj sukelia oksidacinis stresas. Antioksidantai gali buti
klasifikuojami kaip pirminiai arba antriniai, priklausomai nuo jy veikimo mechanizmo [29].

Pirminiai antioksidantai yra medziagos, kurios gali reaguoti su lipidy radikalais ir paversti
jas stabilesne forma. Tokie antioksidantai pernesa vandenilio atomg i lipidy radikalg ir taip jj
neutralizuoja. Lipidy radikalo produktas, priimdamas vandenilio atoma, nebesudaro naujos
grandininés reakcijos ir taip $§i grandiné gali buti nutraukta. Pirminiams antioksidantams
priskiriami fenoliniai junginiai, askorbo rugstis, galo rugstis, flavanoidai, tokoferoliai, sintetiniai
antioksidantai BHA, BHT, THBP, TBHQ. Antriniai antioksidantai yra junginiai, kurie
deaktyvuoja reaktyviyjy deguonies rasiy pirmtakus. Jie susilpnina arba stabdo oksidacija keliais
mechanizmais: gali veikti kaip metalo chelatoriai ir kai matricoje yra kity antioksidanty. Todél,
jiems budingas sinergistinis veikimas, tai yra jie sustiprina arba atnaujina pirminiy antioksidanty
poveikj. Antriniais antioksidantais yra laikomi sieros dioksidas, sulfitai ir lecitinas [29, 31, 36].

Antioksidantai  placiai  paplite augalinése Zzaliavose, gyvuny audiniuose ir
mikroorganizmuose. Jie apriipina zmogaus organizmg natlraliais antioksidantais ir apsaugo
organizmus nuo oksidacinio streso. Antioksidantai gali biti izoliuoti kaip gryni junginiai i$
natiiraliy $altiniy ir naudojami maisto konservavimui, maisto papildams bei vaisty gamyboje.
Augalo sistemos turi didelius apsauginius mechanizmus, kad kovoty su zalingais laisvy radikaly
padariniais. Todél, augaly lastelés ypac turtingos antioksidantais, jskaitant metabolity ir fermenty
jvairove. Taigi, vaisiai, uogos, darzovés, prieskoniai, zoliniai augalai, javai, griidai, aliejai, séklos
ir arbatos yra itin svarbiis natdraliy augaliniy antioksidanty Saltiniai. Augalinés kilmés
antioksidaciniai metabolitai apima askorbatg, glutationg, tokoferolius, karotinoidus ir fenolinius
junginius, tokius kaip flavonoidai, antocianinai, proantocianidinai ir fenolio ragstys [29, 31].

Antioksidanty veiksmingumg lemia daugybé veiksniy, jskaitant jy struktirines savybes,
koncentracijg, temperatiirg, oksidacijos substrato tipa, taip pat prooksidanty ir sinergikliy buvima.
Antioksidanto cheminé sudétis nulemia jo reaktyvuma su laisvaisiais radikalais, o tuo paciu ir jo
antioksidacinj aktyvuma. Kaip jau minéta anksciau, antioksidanty veiksmingumas priklauso nuo
ju koncentracijos, todél biitina parinkti optimalias antioksidanty koncentracijas, kad biity pasiektas

didZiausias veiksmingumas [31].

1.6 Bioaktyviy junginiy iSskyrimo metodai

Bioaktyviy junginiy iSskyrimas i§ augalinés Zaliavos yra vienas pirmy Zingsniy, kuris
naudojamas maisto papildy, specifiniy maisto ingredienty, farmacijos ir kosmetikos gamyboje.
Ekstrakcija yra pirmasis eatapas, po kurio seka tolesni tyrimai. Bioaktyvius junginius galima

iSgauti 1§ Svieziy, Saldyty arba i8dZiovinty augaly. Paprastai prie§ ekstrahuojant augalinius
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bandinius, pirmiausia juos reikia sumalti, sutrinti, homogenizuoti ar Kkitaip susmulkinti.
Ekstrakcijos greitis priklauso nuo susmulkintos Zaliavos daleliy dydzio, naudojamo tirpiklio,
zaliavos ir tirpiklio santykio bei ekstrakcijos temperaturos, slégio ir laiko. Biologiskai aktyvis
junginiai gali buti iSskiriami i§ jvairiy augalo daliy: lapy, ziedy, stieby, sékly, vaisiy ar uogy.
Tinkamai parinkta ekstrakcijos metodika leidzia iSgauti didziausig biologiskai aktyviy junginiy
kiekj ir objektyviai jvertinti augalinés Zzaliavos kokybin¢ ir kiekybine sudéti. Dazniausiai
naudojami ekstrakcijy buidai yra ekstrakcija tirpikliu (maceravimas), Soksleto ekstrakcija,
superkriziné ekstrakcija, pagreitinta ekstrakcija tirpikliais [37, 38].

Tradiciniais ekstrakcijos metodais yra laikoma: ekstrakcija vandens garais, Soksleto
ekstrakcija ir maceravimas. Atliekant Siuos metodus naudojami skirtingi ekstrahentai, tokie kaip
etanolis, acetonas arba metanolis bei jy miSiniai su vandeniu. Be to, Sie metodai gali biiti
kombinuojami panaudojant $ilumg ir/arba maiSymg. Netradiciniai (Siuolaikiniai) ekstrakcijos
metodai paprastai yra saugesni aplinkai, nes yra maziau sunaudojama cheminiy medziagy,
trumpesnis ekstrakcijos laikas, pasiekiama didesné iSeiga, iSgaunamas didesnis bioaktyviy
junginiy selektyvumas ir geresnés kokybés ekstraktas. Netradiciniams ekstrakcijoms metodams
yra priskiriami: ultragarsas, ekstruzija, mikrobanginis Sildymas, impulsinis elektrinis laukas,
fermentiné hidrolizé, ekstrakcija superkriziniais skysciais bei ekstrakcija padidintame slégyje,

naudojant jvairius tirpiklius [38, 39]

1.6.1 Maceravimas — ekstrakcija tirpikliu

Ekstrakcija tirpikliu dazniausiai naudojama augaly ekstrakty paruosimo procediirose, nes tai
yra paprastas, efektyvus ir placiai pritaikomas metodas. Ekstrakto iSeiga priklauso nuo tirpikliy
tipo, ekstrahavimo laiko, temperatiiros ir/ar maiSymo intensyvumo, méginio ir tirpiklio santykio,
taip pat nuo bandinio cheminés sudéties ir fizikiniy savybiy. Fenoliy tirpumg lemia cheminis
augalo meéginio pobidis, taip pat naudojamy tirpikliy poliSkumas. Augalinése medZiagose gali biiti
skirtingy fenoliniy medZiagy nuo paprasty, pavyzdZiui antocianiny, iki labai polimerizuoty
medziagy, tokiy kaip taninai, be to gali buti nefenoliniy medziagy, tokiy kaip cukrus, organinés
ragstys ir riebalai, kurios gali apsunkinti fenoliy ekstrakcija. Taigi, norint pasSalinti
nepageidaujamus komponentus gali tekti atlikti papildomus veiksmus Todél néra pastoviy
ekstrakcijos sglygy, tinkamy visiems augaly fenoliams iSgauti [37].

Kokiy fenoliy miSinys bus i§gaunamas i§ augalinés medziagos, priklauso nuo ekstrakcijos
metu naudojamos tirpiklio sistemos, priklausomybé nuo tirpiklio pateikta 6 lenteléje.
Ekstrahuojant antocianinus i§ augalinés medziagos naudojamas partigStintas organinis tirpiklis,
daZniausiai metanolis arba etanolis. Si tirpiklio sudétis denatiiruoja lasteliy membranas, tuo paéiu

i§tirpina antocianinus ir juos stabilizuoja. Norint gauti geriausig antocianiny ekstrakto iSeiga,
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silpny organiniy riigs8¢iy (skruzdziy riigstis, acto rugstis, citriny rigstis, vyno riugstis) pridedama
apie 0,5-3,0 %, o druskos rugsties rekomenduojama <1,0 %. Iprastai, antocianiny ekstrahavimas
vykdomas esant 20-50 °C temperatiirai, nes nustatyta, kad aukstesné nei 70 °C temperatiira gali

sukelti greitg antocianiny skilimg [37].

6 lentelé. Tirpikliy jtaka biologiSkai aktyviy junginiy iSskyrimui [39]

Tirpiklis Vanduo Etanolis Metanolis Acetonas
Antocianinai Taninai Antocianinai Flavanoidai
Taninai Polifenoliai Terpenoidai
Tirpstantys Saponinai Flavanoliai Saponinai
junginiai Terpenoidai Terpenoidai Taninai
Alkaloidai Flavonai
Polifenoliai

Taigi, ekstrahavimas turi buti atliekamas tinkamiausiu tirpikliu ir idealiai i§ anksto
nustatytomis analitinémis temperatiiros ir pH salygomis. Taip pat, buitina atsizvelgti j polifenoling
struktira, nes Sie junginiai gali turéti kelias hidroksilo grupes, kurios gali biti konjuguotos su
cukrumi, riigStimis arba alkilo grupémis. Be to, fenolio junginiy poliarumai labai skiriasi ir
sudétinga sukurti vieng metodg optimaliam visy fenolio junginiy ekstrahavimui. Todél,
ekstrahavimo procediiros optimizavimas reikalingas tiksliam fenolio junginiy i§skyrimui i$ jvairiy

medziagy matricy Ir jy tyrimams [38].

1.6.2 Soksleto ekstrakcija

Tradiciné Soksleto ekstrakcija yra naudojama jau daugybe mety, pirmasis 1879 metais ja
pasiiilé Vokie¢iy chemikas Soksletas. Sis metodas buvo sukurtas lipidy ekstrakcijai. Tadiau,
Siandien Soksleto ekstrakcija placiai naudojama i§gaunant jvairius vertingus bioaktyvius junginius
i§ natdraliy Saltiniy. Be to, Sis metodas naudojamas kaip naujy ekstrahavimo alternatyvy
palyginimo modelis [39].

Nepertraukiamai kiety medziagy ekstrakcijai yra naudojami soksleto aparatai (2 pav.).
Pirmiausia, ekstrahuojama medziaga, Kkuri suvyniojama ] filtro popieriy, patalpinama |
ekstraktoriy. Tada, ekstraktorius uzpildomas tirpikliu, kuris kondensuojasi kondensatoriuje i$
kaitinamos distiliavimo kolbos. Véliau, tirpikliui ekstraktoriuje pasiekus perpildymo lygj, jis per
sifong patenka atgal i distiliavimo kolba. Distiliavimo kolboje iSekstrahuota medziaga nuo tirpiklio
yra atskiriama distiliavimo baidu ir tirpiklis vél kaupiasi ekstraktoriuje. Sie procesai atliekami tol,
kol pasibaigia ekstrakcija. Po Soksleto ekstrakcijos, tirpiklis i§ ekstrakto yra paSalinamas
garinant [39, 40].
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| Kondensatorius

Ekstraktorius —_ |

Sifonas
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Distiliavimo
kolba

Kaitinimo

Zaltinis

2 pav. Soksleto aparatas [40]

Ekstrakcijos efektyvumg nulemia méginio daleliy dydis ir matricos savybés, ekstrakcijos
laikas, tirpiklio tipas bei tiiris. Dazniausiai, prie$ pradedant Soksleto ekstrakcija i§ méginio turi
buti visiSkai paSalinta drégmeé, kad biity pasiektas optimalus nepoliniy organiniy junginiy
iSekstrahavimo efektyvumas. Drégmés buvimas gali sumazinti tirpiklio ekstrahavimo efektyvuma.
Be to svarbu, kad naudojamo tirpiklio poliSkumas biity panasus j ekstrahuojamos medziagos.
Soksleto ekstrakcijai naudojami jvairis tirpikliai ar jy miSiniai, bet jprastai dazniausiai naudojamas
tirpiklis yra heksanas, kuris gerai tirpina lipofiliSkas medZiagas i§ augaliniy meéginiy. Nuo
pasirinkto tirpiklio priklauso ekstrakto iSeiga ir bioaktyviy junginiy sudétis. Taciau Siandien vis
daZzniau naudojami tokie tirpiklai, kaip etanolis ar vanduo, norint i§vengti aplinkos tarSos bei
sveikatos sutrikimy. Taciau, naudojant Siuos tirpiklius gaunama mazesné ekstrakto iSeiga, nes
sumazéja molekulinis giminingumas tarp tirpiklio ir tirpinamos medZiagos. Taigi, pagrindinis
Soksleto ekstrakcijos privalumas yra tai, kad Sis metodas yra paprastas ir pigus. O pagrindiniais
trikumais yra laikoma ilga ekstrakcijos trukmé (iki 48 ar net 72 val), sunaudojamas nemazas kiekis
tirpiklio bei galimas kai kuriy junginiy terminis skilimas, nes ilga laikg ekstrakcija vyksta tirpiklio
virimo taske [39, 41].

1.6.3 Superkriziné ekstrakcija

Superkriziné skys¢iy ekstrakcija (SKE) leidzia perdirbti augaling medziagg esant Zemai
temperatiirai, taip sumazinamas galimas iSgaunamy junginiy terminis skilimas bei iSvengiama
kenksmingy toksisky tirpikliy. Vykdant SKE kai tirpiklio slégis ir temperatiira yra vir$ jo Kritinio
tasko, jis tampa superkritiniu skys¢iu (3 pav.), kritinis taskas yra skirtingas kiekvienai konkreciai
medziagai. Vyraujant Sioms salygoms superkritinis skystis turi miSrias savybes tarp dujy ir

skys¢iy. Jo klampa yra panasi j dujas, tankis yra artimas skys¢iui, 0 skvarba kelis kartus didesné
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nei jprasty skyséiy. Taigi, superkritiniuose skysciuose daug didesni istirpusiy medziagy difuzijos
koeficientai. Sios priezastys lemia daug greitesne ir efektyvesne ekstrakcijg lyginant su tradiciniais
tirpikliais [42, 43].

Daugiau kaip 90 % SKE yra vykdoma su anglies dioksidu, kaip superkritiniu tirpikliu, nes
jis pasizymi mazomis kritinémis konstantomis (Tc=31,1 °C, Pc=7,38 MPa) ir inertiSkumu. Be to,
CO:2 dujos yra netoksiskos, nebrangios, lengvai prieinamos ir lengvai pasalinamos i§ produkto.
CO2 dujos pripazjstamos saugiu tirpikliu, todél produktai, iSgauti superkrizine CO> ekstrakcija yra
nekenksmingi zmoniy sveikatai. Superkritinis CO2 yra nepolinis tirpiklis, jis poliSkumu panasus j
pentang, ir yra naudojamas mazos molekulinés masés silpnai poliSky junginiy, tokiy kaip
karotinoidy, trigliceridy, riebaly riigs¢iy, aromato junginiy ekstrahavimui. Taciau, papildymas
modifikatoriais tokiais, kaip etanolis ar metanolis suteikia galimybe iSektrahuoti ir labiau poliskus

junginius [42].

® Trigubas
taskas

Temperatara, °C (K)
3 pav. Anglies dioksido slégio ir temperatiiros faziné diagrama [44]

Pagrindiniai SKE jrenginio elementai pavaizduoti 4 paveiksle, kurj sudaro superkritinio
skyscio rezervuaras, ekstrakcijos celé su kaitinimo jrenginiu, slégio reguliavimo jtaisas, pompa bei
ekstrakto surinkimo talpa. Ekstraktoriuose dar gali btiti modifikatoriy talpa ir pompa jiems paduoti
i sistema. Ekstrakcijos celé gaminama i§ nertidijancio plieno ar kitos medziagos, kuri gali ilaikyti
didel; slégj. Slégio reguliatoriumi reguliuojamas superkritinio skyscio slégis. Slégio reguliatorius
daZniausiai yra Sildomas tam, kad neuzsikimsty, nes kondensuojantis drégmei jis gali uZzSalti
iSgaruojant CO2 dujoms [39, 45].

Pries superkrizines ekstrakcijos vykdyma Zaliava yra patalpinama j ekstrakcijos celg, kurioje
yra jtaisytas temperattros daviklis ir slégio j€jimo bei i§¢jimo voztuvai, tam kad biity palaikomos
reikalingos ekstrakcijos salygos. Ekstrakcija gali biiti atliekama statiniu biidu ir/arba dinaminiu

buidu (superkritinj skystj nuolat leidziant per méginj). Statinis btidas sudaro salygas superkritiniam
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skyscCiui geriau prasiskverbti ] medziagos matricg, o dinaminis biidas padeda iSvengti superkritinio
skyscio prisisotinimo analite, pagreitina ekstrakcija bei padidina ekstrakto iSeiga. Dazniausiai abu
Sie budai yra kombinuojami, pirmiausiai trumpa laika atlickama statiné ekstrakcija, o véliau
dinaminé. Pradedant ekstrakcijg, CO2 dujos suslegiamos iki superkritinio skys¢io biklés bei
pakaitinamos, kad pasiekti darbing temperatiirg. Tada tam tikru slégiu superkritinis skystis kartu
su modifikatoriumi ar be jo tiekiamas per ekstraktoriaus celg. IS ekstrakcijos celés superkritinis
skystis su iStirpusiais komponentais teka j surinkimo inda, kuriame didinant temperatirg ar
sumazinant slégj CO2 vél paverCiamas j dujas, 0 ekstraktas kondensuojamas ir surenkamas
specialiame inde. Toliau, daZniausiai anglies dioksidas regeneruojamas, kondensuojamas ir

sugrazinamas atgal j darbinj cikla pakartotiniam naudojimui [45].

[ Ogm

Termostatas
Ekstrakeij - Slégio
cO, Sczécuos reguliatorius
Ausintuvas
. Srautas ‘.. Ekstrakto
Pompa surinkéjas
N
="
—

Sildytuvas
4 pav. Superkrizinio ekstraktoriaus schema [45]

Siekiant gauti geriausius ekstrakcijos rezultatus reikia teisingai pasirinkti ekstrakcijos
temperatiirg, slégj, laika, daleliy dydj ir jose esantj drégmés kiekj, CO2 srauto greitj bei
tirpiklj—modifikatoriy. Norimo iSekstrahuoti junginio poliSkumas yra pats svarbiausias tirpiklio
pasirinkimo veiksnys. Anglies dioksido dujos pasizymi selektyvumu, keiciant slégj ir temperatiira
galima pakeisti tirpiklio geb¢jima tirpinti skirtingo poliSkumo ekstrahuojamos medZiagos
junginius. O norint padidinti poliniy medziagy kiekj ekstrakte, pridedami mazi kiekiai poliniy
organiniy tirpikliy. Ekstrakcijos slégis yra vienas i§ pagrindiniy parametry reik§mingy joS
efektyvumui. Paprastai norimo junginio tirpumas didéja didéjant ekstrahavimo slégiui, kuris yra
tiesiogiai susijes su didéjanciu tirpiklio tankiu. Dél to, kuo didesnis ekstrakcijos slégis, tuo
mazesnis skys¢iy kiekis reikalingas ekstrakcijai. Taciau kai kuriy junginiy (eteriniy aliejy)
ekstrakcijai aukstas slégis nerekomenduojamas, nes iSekstrahuojama daug komponenty ir
ekstraktas pasidaro labai sudétingas. Antra vertus, esant pastoviam slégiui, taciau didéjant
temperattrai superkritinio skys¢io tankis mazéja, todél junginiy tirpumas turéty mazéti. Be to,
temperatiira veikia tirpinamos medziagos lakuma. Vis délto, temperatiiros jtakg sunku jvertinti, ji
priklauso nuo méginio prigimtiniy savybiy [42, 46].
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ISeigg lemia ir zaliavos paruoSimas, ji pries§ ekstrakcija turi bati susmulkinta. Daleliy dydis
turéty bati apie 0,4—0,8 mm, bet gali buti ir smulkesnés, nes tuomet grei¢iau vyks masés mainai.
Tik svarbu, kad daleliy dydis neuzkimsty filtro. Kitas reikSmingas veiksnys yra zaliavos drégmé.
Drégmé gali suformuoti ledo kams¢ius sistemoje. Galiausiai, ekstrakcijos efektyvumas taip pat
priklauso nuo superkritinio skys€io tekéjimo grei¢io. Kuo 1é¢iau teka skystis, tuo jis labiau
prasiskverbia j matricg [42, 46].

Taigi, anglies dioksidas yra dazniausiai naudojamas kaip superkritinis tirpiklis dél trijy
pagrindiniy priezas¢iy: pirma, jis nekenkia zmoniy sveikatai ir aplinkai; antra, jo vidutiné kritiska
temperatira (31,2 °C) yra esminis Vveiksnys bioaktyviyjy junginiy iSsaugojimui ekstraktuose;
treCia, ekstraktas yra apsaugotas nuo kontakto su oru, kuriame gali jvykti oksidacijos reakcijos.
Didziausiais superkritinés ekstrakcijos tritkumais laikomi: aukstas slégis, brangi jranga, todél Siy
metody kaina pramongje yra itin didelé, selektyvumas — netirpina tokiy poliniy medziagy kaip

cukrlis, amino rigstys, neorganinés druskos, baltymai [42, 43].

1.6.4 Pagreitinta ekstrakcija tirpikliais

Pagreitinta ekstrakcija tirpikliu (PET) yra palyginti nauja technologija, skirta ekstrahuoti
fitochemines medziagas esant auks$tai temperatiirai ir slégiui, kurios metu tirpiklis yra skystoje
biisenoje (Zemiau kritinio tasko). Si ekstrakcija gali buti vykdoma tiek statinémis, tiek
dinaminémis sglygomis, kai tirpiklis nuolat teka per méginj arba abiejy jy deriniu. PET sistemoje
palaikomas pastovus aukstas slégis, kuris leidzia naudoti ekstrakcijos tirpiklius esant didesnei nei
jprastai virimo temperatiirai. Sios aukito slégio (10-15 MPa) ir temperatiros (50—200 °C)
kombinacijos panaudojimas uZztikrina greitesnius ekstrahavimo procesus, be to Siai ekstrakcijai
reikalingas nedidelis tirpiklio kiekis [37, 40].

Padidintas slégis bei temperatiira paveikia tirpiklio, méginio ir jy tarpusavio sgveika.
Aukstas slégis padidina tirpiklio virimo temperatiira, todél ekstrakcija galima atlikti aukStesn¢je
temperatiiroje. Tai svarbu, nes ekstrakcijos tirpikliai, jskaitant ir vandenj, kurie neefektyviis esant
zemai ekstrakcijos temperatiirai, gali biiti daug efektyvesni padidéjusios temperatiiros sglygomis.
Svarbu, kad tirpiklis gerai tirpinty analite ir blogai tirpinty matricg. Be to, esant aukstai
temperatirai ir slégiui grei¢iau vyksta masés perdavimas bei padidéja analiciy tirpumas, taip pat
sumazgja tirpiklio pavirSiaus jtempimas, bei klampa. Tai sudaro salygas tirpikliui giliau ir lengviau
prasiskverbti | ekstrahuojamos medziagos matricag. Temperatiiros padidéjimas skatina bandinio
matricos tarpmolekuliniy jégy susilpnéjima (t. y. van der Valso jégy, vandenilio jung¢iy ir dipolio
sgveikg). Taigi, visos Sios iSvardintos priezastys pagreitina ekstrakcijg ir padidina ekstrakcijos
iSeiga [40, 44].
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Pagreitintos ekstrakcijos tirpikliu aparatirg, kuri pateikta 5 paveiksle, sudaro: (1) tirpikliy
talpyklos; (2) siurblys, kuris tiekia tirpiklj j sistemg ir padeda palaikyti reikiamg slégj; (3)
ekstrakcijos celé, atspari auksStam slégiui; (4) kaitinimo elementas, kuris palaiko reikiamg
ekstrakcijos temperatira; (5) surinkimo indas. Taciau, tokio tipo jrenginiai gali bati daugiau ar
maziau sudétingesni, priklausomai nuo proceso reikalavimy [44].

Pagrindiniai $io metodo privalumai yra mazas sunaudojamo tirpiklio kiekis ir palyginti
trumpas ekstrakcijos laikas. Panaudoto tirpiklio ttris priklauso nuo celés turio, ir sudaro apie
0,5-1,4 celés tario. Be to, §is metodas pilnai automatizuotas ir gana paprastas. Sios ekstrakcijos
trokumas yra tai, kad ekstrakcijai yra naudojama aukstesné temperatira, dél ko gali buti prarasta

dalis kar$¢iui neatspariy junginiy [40, 44].

T ‘ Celés paémimas ‘
Tirpikliai '
Automatinis celés tario
nustatymas
Praputimo ventilis '

QSIS R UZpildymas tirpikliu, slégio sudarymas,

| kaitinimas
Ekstrakcijos '
- celé Statiné ekstrakcija (5min) |

L)

- Praplovimas 3vieZiu
Ventilis P

tirpikliu
- 4
wtw Surinkimo —
ks |Praput|mas azotu |
' - Azotas . ‘

5 pav. Pagreitintos ekstrakcijos tirpikliais principiné schema [44]

1.6.5 Fermentiné ekstrakcija

Augaluose dalis fitocheminiy medZiagy yra dispergavusios jy citoplazmoje, o kai kurie kiti
junginiai yra sujungti vandeniline ar hidrofobine sgveika su polisacharidu ligninu. Tokie junginiai
jprastu maceravimo proceso metu sunkiai arba iSvis néra iSekstrahuojami. Be to, tradicinis
ekstrahavimas tirpikliais gali pakenkti fenoliniy junginiy veikliosioms savybéms, nes $ie junginiai
gali biiti jautrls specifiniams tirpikliams ar aukstai temperatiirai, 0 taip pat gautuose ekstraktuose
nei§vengiama organiniy tirpikliy pédsaky. Bitent, tokie neigiami veiksniai motyvuoja ieskoti
lanksciy ekstrakcijos biidy, kurie nesumazinty bioaktyviy junginiy teigiamo antioksidacinio
poveikio [39, 47].

Fermentinis ekstrahavimas i§ augaly yra potenciali alternatyva tradiciniams metodams.
Fermentai yra idealiis katalizatoriai, padedantys iSgauti, modifikuoti arba sintetinti sudétingus

biologiskai aktyvius nattralios kilmés junginius bei padidinti jy iSeigg. O maisto pramonéje

30



fermentai daZniausiai naudojami Siekiant pagerinti maisto produkty kokybe ir saugg. Bitent,
fermentai gali pakeisti chemines medziagas ar procesus, dél kuriy iSkyla daugybé aplinkosaugos
problemy. Fermentinéms reakcijoms dazniausiai naudojami fermentai, tokie kaip gliukozidazés,
pektinazés, amilazés, gliukoamilazés, proteazés, lipazés ir oksidazés [47, 48].

Fermentai naudojami mazomis koncentracijomis bei yra laikomi nekenksmingais aplinkai.
Jie paprastai gaunami i§ mikroorganizmy kulttiry, augaly ir zZinduoliy audiniy. Beveik 75 % visy
pramoniniy fermenty yra hidroliziniai fermentai, kurie veikia augaliniy medziagy lasteliy sieneliy
struktiirg. Fermentinis ekstrahavimas yra pagrjstas fermenty savybe, leidZiancia katalizuoti
reakcijas su iSskirtiniu specifiSkumu ir gebé¢jimu veikti esant lengvoms perdirbimo sglygoms
vandeniniuose tirpaluose, taip iSlaikant biologiskai aktyviy junginiy potencialg. Vykdant
fermenting hidroliz¢ gali buti iSskiriami tokie junginiai, kaip polisacharidai, aliejai, natiiraltis
pigmentai, kvapiosios ir skoninés medziagos bei Kiti junginiai pasizymintys medicininiu
poveikiu [47, 49].

Fermentinio ekstrahavimo efektyvumas priklauso nuo inkubacijos temperattiros ir trukmes,
pasirinkto fermento koncentracijos ir jo veikimo btdo, pH ir substrato prieinamumo. DaZnai
ekstrakcijoms naudojami fermenty miSiniai, siekiant labiau optimizuoti procesy. Pavyzdziui,
hidrolizuojanéiy fermenty, tokiy kaip celiulazé, hemiceliulazé ir pektinazé, misinys gali suteikti
geresne galimybe tinkamai suardyti lasteliy sienelés struktiirg, suskaidyti sudétingas vidines
medziagas bei taip palengvinti polifenoliy i$skyrimg [50].

Fermentinés reakcijos paprastai vyksta esant zemai temperatiirai (nuo 15 °C iki 45 °C), kuri
gali biiti svarbi termolabiliy junginiy ekstrahavimui. Didesné nei 60 °C temperatiira keicia
fermento molekule negrjztamai, palaipsniui mazina fermenty aktyvuma, kartu su baltymy ir kity
bioaktyviyjy junginiy inaktyvacija [50]. Optimalus fermentinés hidrolizés pH yra skirtingas
kiekvienam fermentui. Daugelio fermenty optimalus pH vyrauja baltymy izoelektrinio tasko pH
diapazone. Kadangi Same pH intervale baltymai yra labai netirpts, biomolekuliy i$skyrimas gali
tapti sudetingesnis. Tod¢l pH turi biiti parinktas taip, kad jis netrukdyty fermenty veikimui, bet
taip pat nebtity baltymy izoelektriniame taske [49].

Apibendrinant, fermenty taikymas bioaktyviyjy medziagy i$skyrimui be organiniy tirpikliy
yra patrauklus pasitilymas. Zaliavy apdorojimas fermentais paprastai sumazina ekstrakcijos laika,
sumaz¢ja tirpikliy naudojimas, padid¢ja iSeiga bei produkto kokybé. O fermenty derinys su
Siuolaikinémis technologijomis (ultragarsu, mikrobangomis, superkritiniais, joniniais skysciais)
yra puiki perspektyva siekiant iSnaudoti abiejy metody gavybos biidy privalumus. Taigi, fermenty
naudojimas maisto ir biotechnologijy pramonéje yra ekonomiSkai efektyvus ir rodo pazanga

Siuolaikiniuose technologiniuose procesuose [49].
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1 Tyrimo objektas, jo apdirbimas

Tyrimams atlikti buvo naudojamos 2016 m. derliaus brukniy uogy i§spaudos. Brukniy uogos
(Vaccinium vitis-idaea) buvo gautos susaldytos (-18 °C), kurias padovanojo UAB ,,Fudo*“(Kaunas,
Lietuva). Pirmiausia, uogos atsildytos kambario temperattroje ir atliktas uogy sul¢iy i$skyrimas.
Siam procesui atlikti naudota létaeigé suléiaspaudé ,,GREENIS F-9010¢ (Kinija). Gautos uogy
i¥spaudos buvo iddziovintos ,,SFD 1205WH*“ (SENCOR, Cekija) vaisiy-uogy dziovykléje
35-40 °C temperatiiroje, 0 gautos sultys liofilizuotos. Toliau, iSdZiovintos brukniy iSspaudos
sumaltos rotoriniu smulkintuvu ,,ZM 200 (Retch, Haan, Vokietija), naudojant 0,2 mm akuciy
dydzio sietelj bei esant 8000 aps/min. Gauti i$spaudy milteliai laikomi sandariai uzdaryti

stikliniuose induose tamsioje, vésioje bei sausoje vietoje.

2.2 Tyrimo metodai

2.2.1 Cheminiai reagentai ir medziagos

Tyrimams atlikti naudoti tirpikliai: heksanas (CsH14), metanolis (CH3OH), druskos ragstis
(HCI) buvo gauti i§ Chempur (Lenkija), etanolis 96,3 % (C2HsOH) (UAB ,,Stumbras”, Lietuva),
CO2 dujos (99,9 %, UAB ,,Gaschema*“, Jonava, Lietuva), N2 dujos (UAB ,,Gaschema®, Jonava,
Lietuva), distiliuotas vanduo (vandens gryninimo sistema Milipore, Bedford MA, JAV), ESCh
grynumo acetonitrilas ir metanolis (Sigma-Aldrich, Steinheim, VokKietija), ultra $varus vanduo
ruosiamas Milipore vandens gryninimo sistema (Bedford MA, JAV).

Naudoti reagentai: natrio chloridas (NaCl) (Lach—Ner, Brno, Cekija), dihidrofosfatas
(KH2PO4) (Panreac, Barselona, Ispanija), dinatrio fosfatas (Na2HPO4) (Merck KGaA, Darmstadt,
Vokietija), kalio chloridas (KCI) (Lach—Ner, Brno, Cekija), natrio karbonatas (Na2COs) (Sigma—
Aldrich, Tokijas, Japonija), Folin—-Ciocalteu ((2M), Sigma—Aldrich, Buchs, Sveicarija), kalio
persulfatas (K2S20s) (Lach—Ner, Brno, Cekija), 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis
(ABTS™) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija), 3',6'-dihidroksispiro(izobenzofuran-1(3H),9-
(9H)ksanten)-3-onas (fluoresceinas, Sigma—Aldrich, Steinheim, Vokietija), ,2'-azobio (2-
amidinpropano) dihidrochloridas (AAPh) (Sigma—Aldrich, Steinheim, Vokietija), 3,4,5
trihidroksibenzenkarboksirtigstis (galo ragstis, 99 %, Sigma—Aldrich, Steinheim, Vokietija), 6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksiraigstis (Trolox, 97 %, Sigma—Aldrich, Steinheim,
Vokietija), boro trifluoridas (24 % metanolinis tirpalas, Acros organics, Belgija), citriny ragstis

(Sigma-Aldrich, Steinheim, VVokietija), Viscozyme L (Novozymes, Bagsverdas, Danija).
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Kitos medziagos: mikrokristaliné celiuliozé (Sigma—Aldrich, Sent Luisas, JAV), diatomitiné
zemé (100 % SiO», Dionex , Saniveilis, JAV), filtrinis popierius, PET filtrai (Dionex, Saniveilis,
JAV), plastikinés kiuvetés (10x10x45 mm) (Fluka, Lenkija).

2.2.2 Cheminés sudéties nustatymas

2.2.2.1 Drégmeés kiekio nustatymas

Drégmés kiekis brukniy iSspaudose nustatytas remiantis modifikuotu LST ISO 1442:2000
standartu [51]. ] i$ anksto iki pastovaus svorio iSkaitintus dziovinimo indelius — biuksus 0,0002 g
tikslumu pasveriama 3—5 g sumalty 0,2 mm brukniy uogy i$spaudy (svérimui naudotos analitinés
svarstyklés ,,Scaltec SPB31“, Hassas Terazi, VokKietija). Pasverti bandiniai dziovinami dZiovinimo
krosneléje, esant 100—105 °C temperatiirai. Pirmag kartg bandiniai pasveriami po 3 valandy, po to
sveérimai kartoti kas pusvalandj, kol dviejy pakartotiniy svérimy rezultatai skyrési 0,001-0,005 g.
Pries sveriant biuksai 30 min auSinami eksikatoriuje. Drégmei nustatyti atlikti trys pakartojimai.
Bandinio drégmés kiekis, iSreikStas procentais, apskai¢iuojamas pagal 1 formule:

:ml_mZ

X x100 (%) (1)

1
¢ia: m — biukso svoris, g; mi— 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 [52]. Tiriama i§dziovinta brukniy
iSspaudy medziaga i§ biukso (nustacius drégmés kiekj) be nuostoliy pernesama ant filtrinio
popieriaus. Viskas kruops$¢iai suvyniojama j paketélj, kuris perriSamas siiilu ir pasveriamas
0,0002 g tikslumu. Paruostas paketélis sudedamas j Soksleto aparatg EZ100H (Behr, Diuseldorfas,
Vokietija). Ekstrahuojama heksanu 6 valandas, tirpikliui pratekant pro bandinj penkis ar SeSis
kartus per valanda. Pasibaigus ekstrakcijai, bandiniai iSimami i§ ekstraktoriaus ir laikomi traukos
spintoje, kol iSgaruoja tirpiklio likuciai i§ tiriamos zaliavos, po to 30 min dziovinami esant
100-105 °C temperatiirai, galiausiai ausinami ir pasveriami 0,0002 g tikslumu. Riebaly kiekiui
nustatyti atlikti trys pakartojimai. Riebaly kiekis apskaiiuotas pagal tai, kiek po ekstrakcijos
sumaz¢jo paketélio su tiriamu bandiniu masé. Bandinio riebaly kiekis, iSreikStas procentais,
apskaiciuojamas pagal 2 formulg:

a->b

X = x100 (%) (2)

¢ia: a — suvynioto ] filtrg bandinio svoris prie§ ekstrakcijg, g; b — suvynioto j filtrg bandinio svoris

po ekstrakcijos, g; m — analizei paimto méginio masg, .
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2.2.2.3 Mineraliniy medZziagy kiekio nustatymas

Mineraliniy  medziagy  kiekis  brukniy  iSspaudose  nustatytas  remiantis
LST ISO 936:2000 [53]. Porcelianinis tiglis iSkaitinamas dziovinimo krosneléje iki pastovaus
svorio. | iSkaitintg tiglj 0,0002 g tikslumu pasveriama nuo 2 iki 5 g tiriamy sumalty 0,2 mm
brukniy uogy iSspaudy. Tiglis su bandiniu apanglinamas ant elektrinés plytelés, kol i$ tiglio nustoja
rikti dimai. Po to tiglis perkeliamas j elektring krosnj — mufelj ,,SNOL 8,2/1100%, kurio vidaus
temperatiira siekia 600—650 °C, galutinis deginimas trunka 15-16 valandy. Galiausiai, tiglis su
pelenais atvésinamas eksikatoriuje 30-40 min ir pasveriamas. Mineraliniy medziagy kiekiui
nustatyti atlikti trys pakartojimai. Peleny (mineraliniy medziagy) kiekis, iSreikstas procentais,
apskaiciuojamas pagal 3 formule:

=My —m

x100 (%) 3)

1

¢ia: m — tiglio svoris, g; m1 —tiglio svoris su bandiniu, g; mz — tiglio svoris su pelenais, g.

2.2.2.4 Baltymy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Baltymy kiekiui nustatyti taikomas Kjeldalio metodas remiantis modifikuotu
LST EN ISO 20483:2014 metodu [54] ir apskaic¢iuojamas naudojant bendrg azoto kiekj (X)x6,25.
Pasveriamas 1+0,002 g sumalty 0,2 mm brukniy uogy isspaudy j Kjeldalio kolba, j kurig jpilama
20 ml koncentruotos 98 % H,SO4, jdedama katalizatoriaus tableté (3,5 g K2SOs; 0,4 g CuSOy).
Bandinys mineralizuotas ,,Behr InKjel 625 P*“ jrenginiu, kolbas uzdengus iSmetamy dujy
kolektoriumi, nusta¢ius parankius kaitinimo intensyvumo ir trukmés parametrus, kol tirpalas
kolboje tampa skaidrus (kaitinimo intensyvumas 60 %, trukmé 90 min). Gautas mineralizato
tirpalas distiliuojamas vandens garais automatine distiliavimo jranga ,,Behr distillation unit S4.
Pagal numatytg 1 programa distiliuojamas visas mineralizato kiekis, pasirenkant 40 s NaOH ir 3 s
H3BO4 padavimo parametrus ir distiliavimo trukme. ISsiskyre amoniako garai kondensuojami
griztamajame Saldytuve ir surenkami distiliato surinkimo kolbutéje. Distiliatas surinkimo
kolbut¢je, jlasinus TaSiro indikatoriy titruojamas 0,1 N HC1, kol Zalsva kolbutés turinio spalva
pakinta j pilkai violeting. Lygiagreciai atlickamas kontrolinis bandinys, j distiliacijos kolbg vietoje
mineralizato pilant 20 ml konc. 98 % H>SOa. Eksperimentas kartojamas du kartus. Azoto kiekis
(X), isreikstas procentais, apskai¢iuojamas pagal 4 formule:

o _ 0.0014x(V ~V,)
m

x100 (%) 4)

¢ia: V — 0,1 N HCI1 kiekis, sunaudotas titruojant bandinio distiliata, ml; Vo — 0,1 N HC1,
sunaudotas tu$¢iajam méginiui nutitruoti, ml; m — bandinio svoris, g; 0,0014 — azoto kiekis,
ekvivalentiSkas 1 ml 0,1 N HC1.
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2.2.3 Tyrimy eiga

Siekiant iSgauti funkcionaliuosius ingredientus i§ brukniy iSspaudy, taikyti jvairiis
ekstrakcijy metodai. 6 paveiksle pateikiama tyrimy plano schema. Tyrimams naudoti sumalti
0,2 mm brukniy (Vaccinium vitis-idaea) uogy iSspaudy milteliai. Buvo atliktos dvi tradicinés
ekstrakcijos (soksleto ir maceravimo) pagal standartinius AOAC metodus. Sie metodai atlikti
siekiant palyginti ekstrakcijos metody efektyvuma su eksperimentais, atliktais padidinto slégio
aplinkoje. Soksleto ekstrakcija atlikta naudojant tirpiklj heksana, o maceravimo ekstrakcija
etanolio ir vandens (70:30 t/t) miSiniu, ekstrahuojamg misinj nuolat purtant. Maceravimo metodui
naudota brukniy i$spaudy lickana po CO: ekstrakcijos optimaliomis sglygomis. Gauta Kietoji
liekana po maceravimo ekstrakcijos toliau buvo apdorojama atliekant fermenting hidrolize su
fermentiniu preparatu Viscozyme L. Be to, i§ pradinés brukniy i§spaudy zaliavos atlikta ekstrakcija
partigstintu metanoliu, $is ekstraktas reikalingas norint identifikuoti ir kiekybiSkai nustatyti
brukniy iSspaudose esancius antocianinus.

Optimizuotas biorafinavimo procesas (pakopinés ekstrakcijos auksto slégio metodais taikant
skirtingus tirpiklius) buvo pritaikytas brukniy i$spaudy ekstrakcijai. SKE—CO. ekstrakcijos
procesas buvo optimizuotas siekiant iSgauti didZiausig lipofiliskos frakcijos kiekj. Pasirinktos
optimalios salygos: 52,7 MPa, 79 °C, 111 min. Po SKE-CO: likusi brukniy i$spaudy liekana buvo
toliau ekstrahuojama taikant pakoping pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (PET).
Pirmiausia, vykdytas ekstrakcijos etanoliu optimizavimas. Nustatytos optimalios salygos (83 °C,
3 ciklai x 15 min), kurioms esant gaunama didZiausia ekstrakto iSeiga. Visos PET ekstrakcijos
vykdytos trimis ciklais (t.y. tris kartus buvo tiekiamas $viezias tirpiklis). Toliau, po optimaliomis
salygomis atliktos ekstrakcijos etanoliu likusi liekana ekstrahuota subkritiniu vandeniu (130 °C,
3 ciklai x 10 min).

Po visy ekstrakcijy atlikta gauty ekstrakty cheminé analizé. Nustatytos ekstrakty
antioksidacinés savybés spektrofotometriskai naudojant Folin-Ciocalteu‘s, ABTS™ ir ORAC
metodus, jvertintas ekstrakty oksidacinis stabilumas Oksipres ir Rancimat metodais, poliniams
ekstraktams nustatytas bendras antocianiny kiekis. Taip pat atlikta ekstrakty bioaktyviyjy junginiy
preliminari identifikavimo analizé ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu, o
partig§tintame metanoliniame brukniy ekstrakte atlikta kiekybiné ir kokybiné antocianiny analizé.
Lipofiliniuose ekstraktuose nustatyta riebaly riigséiy sudétis taikant dujy chromatografija su
liepsnos jonizacijos detektoriumi, 0 SKE-CO: optimaliomis saglygomis gautam ekstraktui
papildomai nustatytas peroksidy skai¢ius jodometriniu metodu. Bandiniy kietosios frakcijos
liekanoms nustatytos antioksidacinés savybés taikant QUENCHER procediirg Siais metodais:
Folin-Ciocalteu ‘s, ABTS™ ir ORAC.
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Visi eksperimentiniai matavimai atlikti bent po du kartus, o prie rezultaty pateikiamas Siy
matavimy vidurkis kartu su standartiniu nuokrypiu (+SN). Tyrimy duomenys apdoroti naudojant
duomeny analizés paketa MS Excel, reikSmingi skirtumai tarp vidurkiy jvertinti statistine programa
Statgraphics. O optimizavimo eksperimentai apdoroti statistine programa Stat-Ease Design
Expert 7.0.

Brukniy uogy iSspaudos Ekstrakcija

A

A\ 4

(0,2 mm) pariigitintu MeOH
v
Antocianiny kokybiné,
l kiekybiné analize
v
Soksleto ekstrakcija Superkrizines ektrakcijos CO2 optimizavimas
heksanu, 68-72 °C, 360 min naudojant APM su CKP.

| Optimalios salygos: 52,7 MPa, 79 °C, 111 min

v v

< Liekana Ekstraktas* >
v v
B v Liekana Ekstraktas*
Riebaly riigs¢iy sudétis; 1

Oksidacinis stabilumas:

. i ) Riebaly rigsciy sudetis;
Oksipres, Rancimat metodais

Peroksidy skaiciaus
nustatymas; Oksidacinis

: y stabilumas: Oksipres,
Maceravimas su 70 % Rancimat metodais

etanoliu purtykléje
(2 kartus po 6val)

\ 4

Pagreitintos ekstrakcijos etanoliu
| optimizavimas taikant APM su CKP.

Antioksidacinis aktyvumas (Folin Ciocalteu’s, ABTS™, ORAC)

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas QUENCHER metodu (Folin Ciocalteu’s, ABTS™, ORAC)

v v Optimalios salygos: (83 °C. 3 ciklai x 15 min)
«— Liekana Ekstraktas* >
P \4 v
v Liekana Ekstraktas* >
Fermentiné QkSIPWS; _ 3
ekstrakcija Rancgna‘iityrlmal; : Oksipres
endras o - ,
o Pagreitinta ekstrakcija su :
antocianiny & kel Rancimat
Kickis vandeniu tyrimai;
(130 °C, 3 ciklai x 10 min) Bendras
antocianiny
l v kiekis
« Liekana Ekstraktas A
v v
Liekana Ekstraktas* >

* — atliktas bioaktyviyjy junginiy identifikavimas

6 pav. Eksperimentinio darbo schema
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2.2.3.1 Soksleto ekstrakcija

Soksleto ekstrakcija vykdyta remiantis standartine AOAC metodika [55] naudojant
automatinj Soksleto ekstraktoriy (Behr Labor-Technik, Diuseldorfas, Vokietija). 20 g susmulkinty
0,2 mm brukniy uvogy iSspaudy susukama | filtrinj popieriy ir perriSami siiilu. Pries ekstrakcija
paruosti paketéliai yra pasveriami analitinémis svarstyklémis. Ekstrakcijai atliekama naudojant
tirpiklj heksang. Ekstrakcija vykdoma 6 val, palaikant 68—72 °C temperatiirg. Po ekstrakcijos
gautas ekstraktas garinamas rotaciniu garintuvu ,,Biuchi V-850 Rotavapor R—210* (Flavilas,
Sveicarija) ir prapu¢iamas azoto dujomis, kad kuo labiau biity pasalintas heksano likutis. Gautas
ekstraktas sveriamas (+0,001 g tikslumu) analitinémis svarstyklémis ir apskai¢iuojama iSeiga
0/100 g. Ekstraktas saugomas rudo stiklo buteliukuose Saldiklyje iki kity tyrimy. Po ekstrakcijos
likusi liekana dziovinama 24 val 40 °C temperatiiroje iki pastovios masés. Gauta sausa liekana

saugoma sandariuose maiseliuose, tamsioje bei sausoje vietoje.

2.2.3.2 Superkrizinés ekstrakcija CO- ir jos planavimas

SKE-CO: optimizavimo procesas buvo pasirinktas siekiant iSgauti didziausig lipofiliskos
frakcijos kiekj. Optimizavimas vykdytas taikant centriSka kompozicinj plang (CKP) kartu su
atsako pavirSiaus metodu (APM), naudojant statisting programa Design Expert 7.0 (,,Stat—Ease
Inc”, Mineapolis, MN, JAV). Buvo optimizuoti trys svarbiausi nepriklausomi kintamieji
(7 lentelé): ekstrakcijos slégis (X1), dinaminés ekstrakcijos trukmé (X2) ir temperatiira (x3), kurie
uzkoduoti trimis lygiais(—1, 0, +1). Slégio intervalas keistas nuo 25 MPa iki 55 MPa, temperatiiros
nuo 50 iki 80 °C, o laiko — nuo 60 min iki 180 min. I$ viso atlikta 20 eksperimenty (8
eksperimentiniai bandymai, 6 Zvaigzdiniuose taskuose ir 6 plano centre) skirtingomis saglygomis
su dviem pakartojimais.

Pagal gautus ekstrakcijy rezultatus sudarytas matematinis modelis, jvertintas jo adekvatumas
bei nustatyti optimallis proceso parametrai ir jy sgveikos reik§Smé tiriamajam atsakui. Tyrimy

duomenys iSanalizuoti dispersinés ir koreliacinés—regresinés analizés metodais.

7 lentelé. Patikrinti faktoriai ir lygiai projektuojant SKE—CO> eksperimentg

Simboliai Nepriklausomi kintamieji UZkoduoti lygiai
-1 0 +1
Xi P (MPa) 25 20 o
X2 t (min) 60 120 180
X3 C(°0) 50 65 80

Modelio adekvatumas nustatytas jvertinant koeficienty reikSminguma, regresijos koeficienta
(R?) ir Figerio verte (F), adekvatumo preciziskuma gauta dispersinéje analizéje (ANOVA).

PavirSiaus atsako metodas ir kontiry plotas sukurtas naudojant kvadratinj daugianarj.

37



Nepriklausomas kintamasis su maziausiu atsako efektu laikomas centrinéje taSko vertéje, o kiti
dviejy kintamyjy lygiai eksperimento svyravimo metu keiciami. Ekstrakcijos iSeiga (Y,
0/100 g SM) apskai¢iuojama pagal pilng antro laipsnio statistinj modelj, kuris uzrasytas 5
formulgje:

Y =b0+23:bixi +23:b“xi2 +23‘423:bijxixj (5)

i1 i1 it )1

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

Ekstrakcija ir jos optimizavimas atliktas remiantis Kraujalio ir Venskutonio metodika [56],
naudojant ,,Helix* ekstrakcijos sistema (Applied Separation, Alentaunas, PA, JAV) su 99,9 %
grynumo CO- dujomis. 20 g sumalty 0,2 mm brukniy i§spaudy sudedama j 50 ml ekstrakcijos celg
(14 mm vidinio skersmens ir 320 mm ilgio), kurios abu galai uzkemsami absorbuojancia vata.
Ekstrakcija vykdoma palaikant 2 |/min (jprastomis sglygomis: Pco2=100 kPa, Tco2=20 °C,
pco2=0,0018 g/ml) CO; srauta, kuris reguliuojamas rankiniu biidu. Ekstrakcijai reikalingas slégis
bei temperatiira yra nustatomi automatiniu biidu, o laikas kontroliuojamas rankiniu biidu. Statiné
ekstrakcija vykdoma 10 min, o jai pasibaigus atliekama dinaminé. Taip pat nustatytos optimalios
salygos (52,7 MPa, 79 °C, 111 min) buvo pakartotos naudojant pusiau pramoninj ekstrakcijos
jrenginj su didesne ekstrakcijos cele (10 I) bei didesniu tiriamosios medziagos kiekiu (1284,95 g).
Statiné ekstrakcija didesniu ekstraktoriumi prailginta iki 30 min, siekiant gauti kuo efektyvesnj
procesa. Ekstrakcijos metu iSsiskirtas ekstraktas surenkamas j 1§ anksto pasvertus stiklo buteliukus.
Po ekstrakcijos buteliukas su gautu ekstraktu paliekamas kambario temperatiiroje, kad nugaruoty
ekstrakte likes CO». Buteliukas yra sveriamas (+0,001 g tikslumu) ir apskai¢iuojama iSeiga
0/100 g SM. Gautas lipofiliskas ekstraktas saugomas rudo stiklo buteliukuose ir uz$aldomas iki
sekanciy tyrimy. Likusi kieta liekana po ekstrakcijos saugoma sandariuose maiseliuose, tamsioje

sausoje vietoje.

2.2.3.3 Maceravimas panaudojant mechaninj purtyma

50 g susmulkinty 0,2 mm brukniy uogy iSspaudy po SKE-CO- pasveriama j kiiging kolbg ir
uzpilama 300 ml etanolio ir vandens misinio (70:30 t/t). Ekstrahuojamos medziagos ir tirpiklio
santykis 1:6. Ekstrakcija vykdoma naudojant purtykle ,,BioSan PSU-20* (Latvija) 6 valandas.
Tada, gautas ekstrakcijos miSinys filtruojamas per popierin;j filtra. Po filtracijos likusi liekana dar
kartg 6 valandas ekstrahuojama etanolio ir vandens miSiniu, medZiagos ir miSinio santykis 1:3.
Toliau, vél vykdoma analogiska miSinio filtracija. Gautas ekstraktas, pirmiausia, nugarinamas

rotaciniu garintuvu ,,Biuchi V-850 Rotavapor R-210“ (Flavilas, Sveicarija), o véliau
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liofilizuojamas ,,Maxi Dry Lyo* (Danija) liofilizatoriumi siekiant paSalinti ekstrakte likusj
vandenj. Galiausiai, ekstraktas sveriamas (+0,001 g tikslumu) analitinémis svarstyklémis ir
apskaiciuojama iSeiga g/100 g. Ekstraktas saugomas rudo stiklo buteliukuose $aldiklyje iki kity
tyrimy. Po ekstrakcijos likusi liekana dziovinama 40 °C iki pastovios masés. Gauta sausa lickana

saugoma sandariuose maiseliuose, tamsioje bei sausoje vietoje iki kity tyrimy.

2.2.3.4 Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais ir jos planavimas

Po SKE-CO: likusi brukniy i$spaudy lickana toliau ekstrahuojama taikant pagreitintos
ekstrakcijos tirpikliais (PET) metoda. Ekstrakcija atlikta su pagreitintos ekstrakcijos tirpikliais
(2016) bei Povilaicio ir kt. (2017) straipsniais [57, 58]. 3 g susmulkinty brukniy i$spaudy buvo
patalpintos j nertidijancio plieno cele (10 ml), kurios galuose jdéta 1 g diatominés Zemés. Paruosta
celé uzfiksuojama celiuliozés filtrais ir nertidijancio plieno fritais, tokiu budu siekiant i§vengti
kietyjy daleliy patekimo i surinkimo indg. Celés paSildymo laikas (5 min), praplovimo tiiris
(100 %) ir prapttimas azotu (120 s) visy ekstrakcijy metu buvo vienodas.

Pirmiausia, vykdytas ekstrakcijos etanoliu optimizavimas. Kadangi, vykdant §ig ekstrakcija
slégis isliecka pastovus 10,3 MPa, todél svarbiausi parametrai atliekant §ig ekstrakcijg yra
ekstrakcijos trukmeé ir temperatiira (8 lentelé). Sie du parametrai optimizuoti taikant CKP ir APM.
Temperatiiros intervalas keistas nuo 50 iki 90 °C, o laiko — nuo 15 min iki 45 min. I§ viso atlikta
13 eksperimenty. Visos PET ekstrakcijos vykdytos trimis ciklais (t.y. tris kartus buvo tiekiamas
Sviezias tirpiklis). Gauti rezultatai jvertinti analogiskai kaip aprasyta 2.2.3.2 skyrelyje.

Toliau, po ekstrakcijos etanoliu optimaliomis salygomis likusi liekana ekstrahuota
subkritiniu vandeniu (130 °C, 3 ciklai x 10 min). Organiniai tirpikliai buvo pasalinti rotaciniu
garintuvu ,,Biuchi V-850 Rotavapor R-210“ (Flavilas, Sveicarija), 0 vandeniniai ekstraktai
iSdziovinami liofilizatoriumi ,,Maxi Dry Lyo“ (Danija). Gauti ekstraktai laikomi Saldytuve

(-18 °C) tamsiuose rudo stiklo buteliukuose.

8 lentelé. Patikrinti faktoriai ir lygiai suprojektuojant PET etanoliu eksperimenta

. . . . _ Uzkoduoti lygiai
Simboliai Nepriklausomi kintamieji
-1 0 +1
X1 t (min) 15 30 45
X2 C (°C) 50 70 90

2.2.3.5 Fermentiné hidrolizé
| ktiginius uzsukamus mégintuvélius pasveriami 5 g (£0,001 g tikslumu) brukniy i$spaudy,
gauty po maceravimo ekstrakcijos purtykléje su etanolio ir vandens miginiu. Sios ispaudos

uzpilamos 50 ml vandeninio tirpalo (citratinis buferis pH 4,8) bei automatine pipete jpilama 197 pl
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fermentinio preparato. Naudojamas komercinis fermenty miSinys Viscozyme L sudarytas i$
skirtingy karbohidraziy: arabinazes, celiulazeés, B-gliukanazés, hemiceliulazés ir ksilanazés.
Fermento specifikacijoje pateikiamas aktyvumas >100 FBGU/g (betaglukanazés vienetai/g),
laboratorinémis salygomis nustatytas aktyvumas buvo 0,09 IU/ml. Fermentiné hidrolizé vykdyta
360 min pastoviai purtant ir palaikant 50 °C temperatiirg. Fermentiné hidrolizé inaktyvuojama
bandinius laikant 10 min 100 °C temperatiros vandenyje, o po to atSaldant 10 min lediniame
vandenyje. Lygiagreciai yra padaromas kontrolinis méginys nenaudojant fermentinio preparato.
Po fermentinés hidrolizés, méginiai yra centrifuguojami (400 aps/min, 10 min) ir atskiriama
vandeniné fazé. Vandeniné fazé ir liekana yra liofilizuojami. Sausas ekstraktas ir sausas likutis yra
saugomi stiklo buteliukuose Saldiklyje iki kity tyrimy. Ekstrakcijos iSeigos iSreiSkiamos g/100 g

fermentuojamos zaliavos.

2.2.4 Ekstrakty ir Kietosios frakcijos antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas taikant tradicing tyrimy procediira.
Antioksidacinio aktyvumo matavimams buvo paruosti pradiniai koncentruoti ekstrakty tirpalai,
kurie tirpinti vandenyje arba metanolyje, priklausomai nuo jy tirpumo. Véliau $ie koncentruoti
tirpalai buvo skiedziami jvairiais tirpalais priklausomai nuo tyrimams pasirinktos modelinés
sistemos.

Tiriant kietosios frakcijos antioksidacinj aktyvumg taikyta QUENCHER procediira. Kai
bandiniai pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu kietoji frakcija yra maiSoma su
mikrokristaline celiulioze. Si procedira atlickama pagal modifikuota Gokmeno ir kt. (2009)
metodikg [59]. Kaip anks¢iau apibudino Kitryté ir kt. (2015) [60] bandiniai buvo paruosti
sumai$ant 0,2 mm frakcijos brukniy iSspaudas su mikrokristaline celiulioze, esant pradinei
500 pg/mg koncentracijai. Galutiniams tyrimams atlikti buvo ruoSiami skirtingy koncentracijy
misiniai priklausomai nuo tiriamosios sistemos. Absorbcijos matuotos ,,Halo RB-10* (Dynamica,

Sveicarija) UV-VIS spektrofotometru. Antioksidacinio aktyvumo matavimai kartoti 4—6 kartus.

2.2.4.1 Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)

Bendras fenoliniy junginiy kiekis yra nustatomas pagal modifikuota Singletono, Orthoferio
ir Lamueal-Raventos (1999) metodika [61]. Sis metodas pagrjstas fenoliniy junginiy bei
Folin-Ciocalteu’s reagento spalvine reakcija ir susidariusios spalvos intensyvumo matavimu
spektrofotometru nustatant bendrg fenoliniy junginiy kiekj. Kkuris iSreiSkiamas galo ragsties
ekvivalentais (GRE, mg galo riigsties/g bandinio).

Atliekant Sig tradicing tyrimy analiz¢ 150 pl paruosto bandinio arba distiliuoto H2O
(kontrolinis bandinys) sumaisoma su 750 pl Folin-Ciocalteu’s reagentu (2 M), pries tai kKomercinis

Folin-Ciocalteu s reagentas praskiedziamas distiliuotu vandeniu santykiu 1:9. Toliau, po 3 min
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reakcijos jpilama 600 pl NaxCOg tirpalo (75 g/1). Paruosti bandiniai laikomi tamsoje 120 min.
Absorbcija matuojama spektrofotometru esant 760 nm bangos ilgiui. Naudojant etaloninj galo
rugsties tirpalg sudaroma kalibraciné kreivé, kurios koncentracijy ribos: 0—80 pg/ml. Pagal gautus
rezultatus buvo apskaiciuota kalibraciné tiesinés priklausomybés lygtis. Kalibracinés kreivés
lygtis: y=0,0104x + 0,0185; R?=0,9987. Bendras fenoliniy junginiy kiekis isreiskiamas galo
rugsties ekvivalentais (mg galo riugsties/g bandinio).

Atliekant QUENCHER procediirg j mégintuvélius sveriam 10 mg pradinio mi$inio skiedinio
arba 10 mg mikrokristalinés celiuliozés (kontrolinis bandinys), jpilama 150 pl dist. H2O ir 750 pl
Folin-Ciocalteu’s tirpalo (2 M), ir po 3 min reakcijos jpilama 600 ul Na2COs (75 g/1). Galo rugsties
kalibracinei kreivei sudaryti, pasveriama 10 mg mikrokristalinés celiuliozés, kuri sumaiSoma su
150 pl galo ragsties tirpalo (0-80 pg/ml) arba dist. H2O (kontroliniam bandiniui), 750 pl
Folin-Ciocalteu’s tirpalo ir 600 pl Na2COs (75 g/l). Bandiniai purtomi 2 valandas, centrifuguojami
(14000 aps/min, 5 min). Absorbcija matuojama esant 760 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés
lygtis: y=0,012x + 0,0329; R?=0,9958. Rezultatai apskai¢iuojami ir isreiskiami analogiskai, kaip
ir ekstraktams (mg galo ragsties/g bandinio).

2.2.4.2 ABTS™" laisvyjy radikaly sujungimo metodas

ABTS"™ laisvyjy radikaly sujungimo geba iSmatuojama spektrofotometriskai, tyrimas
atliktas pagal Re ir kt. (1999) metodika su nedideliais pakeitimais [62].

Pradzioje paruoSiamas fosfatinis buferinis tirpalas PBS, kurj ruosiant 1 | matavimo kolboje
iStirpinama 8,18 g NaCl, 0,27 g KH2POs, 1,42 g Na2HPO4 ir 0,15 g KCI distiliuotame vandenyje.
Gauto tirpalo pH reik§Smé 7,4. Toliau, pasveriama 0,0549 g ABTS™ radikalo, kuris iStirpinamas
50 ml PBS tirpale bei pasveriama 0,0038 g K2S20g druskos, kuri iStirpinama 200 ul distiliuoto
H20. Sie du tirpalai sumaiomi ir laikomi kambario temperatiiroje tamsoje 1516 val, gaunamas
pradinis ABTS"" tirpalas. Darbinis ABTS™" tirpalas ruoSiamas praskiedZiant pradinj koncentruotg
ABTS"" tirpalg PBS tirpalu iki 0,700+0,005 absorbcijos vertés 734 nm bangos ilgyje.

Taikant tradicing tyrimy analiz¢ 25 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys)
sumaiSoma su 1500 pl darbinio ABTS™ tirpalo. Taip paruosti bandiniai laikomi tamsoje 120 min.
Absorbcija matuojama spektrofotometru esant 734 nm bangos ilgiui. Naudojant etaloninj Trolokso
(C14H1804 M=250,29 g/mol) tirpalg sudaroma kalibraciné kreivé, kurios koncentracijy ribos:
0-1500 uM. Pagal gautus rezultatus apskaiciuojama kalibraciné tiesinés priklausomybeés lygtis.
Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,0638x - 1,3042; R?=0,9977. Rezultatai isreiskiami Trolokso
ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (mg Trolokso/g bandinio).

Atliekant QUENCHER procediirg | mégintuvélius pasveriama 10 mg pradinio mi$inio

skiedinio arba 10 mg mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui), jpilama 25 pl
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metanolio ir 1500 pl darbinio ABTS' tirpalo. Kalibracinei kreivei paruosti 10 mg mikrokristalinés
celiuliozés sumaisoma su 25 pl Trolokso tirpalo (koncentracijy ribos: 0—-1500 uM) arba metanolio
(kontroliniam bandiniui) ir jpilama 1500 pl darbinio ABTS' tirpalo. Bandiniai purtomi tamsoje 2
valandas, centrifuguojami (14000 aps/min, 5 min). Absorbcija matuojama esant 734 nm bangos
ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,0507x - 0,3271; R?=0,997. Rezultatai apskai¢iuojami ir

iSreiskiami analogiskai, kaip ir ekstraktams.

2.2.4.3 Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymas (ORAC)

ORAC tyrimas atliktas pagal Prioro ir kt. (2003) pasitlyta metodika su nezymiais
pakeitimais [63]. Eksperimentas pagrjstas peroksido radikaly suriSimu, kurj generuoja azobis
(AAPh). Taip uzkertamas kelias fluoresceino skilimui. Pirmiausiai yra ruoS$iami fluoresceino
tirpalai:

1. Ruosiamas S; tirpalas, j 100 ml matavimo kolbg pasveriama 0,045 g fluoresceino milteliy
ir uzpilama dalimi PBS tirpalo. Tirpinama ultragarso voneléje ,,Sonorex* (Bandelin, Vokietija),
kol fluoresceino milteliai istirpsta ir tada tirpalas praskiedziamas PBS tirpalu iki zymeés.

2. Tirpalo Sz paruosimui, paimama 0,25 ml S1 ir 50 ml matavimo kolboje praskiedziama
PBS tirpalu iki Zymés.

3. Sz ruosiamas paimant 0,8 ml S tirpalo ir 50 ml matavimo kolboje praskiedZiant iki PBS
tirpalu iki Zymés.

Taikant tradicing tyrimy analize¢ juoda nepermatomag 96 Sulinéliy 1ékstele supilama 25 pl
tiriamo bandinio arba metanolio (tu$¢iam bandiniui) ir 150 pl Sz fluoresceino tirpalo. Tada l¢kstelé
jdedama j spektrofotometrg (FLUOstar Omega reader BMG Labtech, Ofenburgas, Vokietija)
inkubuojama 15 min 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos su daugiakanale pipete jpilama 25 pl
AAPH. Lekstele vel grazinama  spektrofotometra, kuri automatiskai supurtoma prie§ nuskaityma
ir fluorescencija iSmatuojama kas 1,1 min. I§ viso matuojama 120 cikly 37 °C temperatiiroje, 0
matavimai atlikti esant suzadinimui 485 nm ir emisijai 510 nm. Kalibracinei kreivei imamos nuo
0 iki 500 uM Trolokso koncentracijos. Po kalibracine kreive esantis plotas (AUC) kiekvienam
bandiniui apskaifiuojamas integruojant santyking fluoresceino kreivg. AUC apskai¢iuojamas
pagal 6 formule. Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,1394x - 0,7395; R?=0,9926. Rezultatai

iSreiSkiami Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (mg Trolokso/g bandinio).

i=120 f
AUC =1+ Y — (6)

i=1 1o

¢ia: fo — pradiné fluoresceino verté 0 min; fj — fluoresceino verté tam tikra laikg (i—taja min).

Atliekant QUENCHER procediirg ] mégintuvélius pasveriama 10 mg pradinio miSinio

skiedinio arba 10 mg mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui) sumaiSoma su 150 pl
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PBS tirpalu ir 900 pl fluoresceinu Ss tirpalu. MaiSoma 15 s, purtoma 250 aps/min 60 min tamsoje
ir centrifuguojama 4500 aps/min 5 min. Optiskai skaidrus skystis (175 pl) pipete supilamas j juoda
nepermatomg 96 Sulinéliy 1€kstele. Matavimai atlickami analogiSkai kaip ir ekstraktams, tik
fluorescencija matuojama 150 cikly (ciklo trukmé 1,1 min). Kalibracinei kreivei imamos nuo 0 iki
500 uM Trolokso koncentracijos. Kalibracinés kreivés lygtis: y=0,1302x + 2,7856; R?=0,987.

Rezultatai apskaiciuojami ir iSreiSkiami analogiSkai, kaip ir ekstraktams.

2.2.5 Peroksidy skaiciaus nustatymas jodometriniu metodu

Peroksidy skaicius (PS) parodo, kiek tiriamuose riebaluose yra junginiy (peroksidy ar j juos
panasiy riebaly oksidacijos produkty), kuriuos atliekant analiz¢ oksiduoja jodidas. Tai svarbus
riebaly kokybés rodiklis, i$ jo sprendZiama apie riebaly sugedimo laipsnj. Matavimo vienetas —
mekv/1000 g. Metodo esmé: bandinys, veikiamas riig§¢ioje aplinkoje KJ, i$ kurio i$siskiria laisvas
jodas ir yra nutitruojamas NaS203. Titravimo metu sunaudoto Na>S»0s kiekio pagalba
paskai¢iuojamas aliejaus PS. Peroksidy kiekis brukniy i$spaudy lipofiliniuose ekstraktuose
nustatytas remiantis LST EN 1SO 3960:2017 [64].

Tyrimo eiga: analitinémis svarstyklémis pasveriama 540,05 g riebaly bandinio, kuris
iStirpinamas chloroformo ir ledinés acto rugsties (2:3) tirpale ir jpilama 0,5 ml §vieziai paruosto
sotaus KJ. Gautas tirpalas plakamas 1 min, praskiedziamas 30 ml distiliuotu vandeniu ir
titruojamas 0,01 N natrio tiosulfato tirpalu. Kaip indikatorius naudojamas 1 % krakmolo Kleisteris,
kurio ] titruojama misinj jlasinami keli lasal, titruojama, kol pranyksta mélyna spalva. Lygiagreciai
atliekamas kontrolinis bandinys, tik be riebaly. Peroksidy kiekis iSreiskiamas mekv aktyvaus
deguonies/1000 g aliejaus ir apskaic¢iuojamas pagal 7 formulg:

_ (\Y _Vl)r;qN -1000 (7)

PS

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

bandiniams, ml; N — natrio tiosulfato tirpalo koncentracija; m — bandinio masé, g.

2.2.6 Ekstrakty oksidacinio stabilumo nustatymas Oksipreso metodu

Instrumentiniu Oksipreso metodu nustatant aliejingy produkty indukcinj periodg valandomis
(toliau 1P, val), tiriamas aliejaus stabilumas oksidacijai aukstoje temperatiiroje (100-150 °C),
esant deguonies slégiui [65].

Analitinémis svarstyklémis pasveriama 5+0,001 g SKE-CO. ekstrakto, o majoneziniai
bandiniai sveriami po 6g. Bandinys patalpinamas j reakcijos celg. Prie§ tai paruoSiami
majoneziniai bandiniai: j majoneza (,,Be konservanty“, Kédainiy konservy fabrikas, Lietuva)
jmaisoma 0,5 %, 1 %, 2 % ekstrakto (heksaninis, etanoliniai ir vandeninis). Oksidacinis stabilumas

tiriamas esant 5 bar deguonies slégiui 110 °C temperatiroje SKE—CO> bandiniy, 0 majoneziniai
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bandiniai tiriami 120 °C temperatiiroje. Prietaisas automatiSkai brézia deguonies slégio kitimo
kreive ir apskaiCiuoja IP (7 pav.). Oksipreso bandymas atliktas naudojant ,,ML Oxipres*
(Mikrolab Aarhus A/S, Danija) prietaisg.

6.5
Z
£ 6
7 Indukcinis penodas
335 .
0 1 2 3 - 5 6

Tni:n.lé. val

7 pav. Oksipresu uzrasyta oksidacijos kinetiné kreivé [65]

2.2.7 Ekstrakty oksidacinio stabilumo nustatymas Rancimato metodu

Rancimato metodas taip pat skirtas nustatyti aliejingy produkty oksidacinj stabiluma,
pagreitinant jo oskidacijos procesg. Tyrimams buvo naudojami analogisSki bandiniai kaip ir
Oksipreso metode. Rancimato bandymas atliktas naudojant ,,Rancimat 679“ (Metrohm AG,
Sveicarija) prietaisa, remiantis Laublio, Brutelo (1986) ir Mendezo ir kt. (1997) metodais [66, 67].
Sis tyrimas parodo peroksidacijos proceso pabaiga. Oras leidziamas per meéginj Kkylant
temperatirai (110-120 °C), o tuo metu bandinyje esancios RR oksiduojasi. Procesui pasibaigus
susiformuoja antriniai reakcijos produktai, kurie oro srautu neSami j matavimo inda ir
absorbuojami dejonizuotame vandenyje. Tyrimo metu nuolat fiksuojamas tiriamo méginio
elektrinis laidumas, kuris didéja dél reakcijos produkty absorbcijos. Laikas, per kurj aptinkami
reakcijos antriniai produktai, vadinamas indukcijos periodu (IP, val). Prietaiso automatiskai
bréziama kitimo kreivé ir IP pavaizduoti 8 pav.

Analitinémis svarstyklémis tiesiai | reakcijos mégintuveélj pasveriami 5+0,001 g SKE-CO:
brukniy ekstrakto, 0 majoneziniy bandiniy 6 g. Mégintuvéliai su bandiniu uzdaromi dangteliais,
kurie sujungti su oro padavimo Zarnelémis ir jstatomi j Rancimato jrangg. Naudoti reakcijos
parametrai buvo tokie: temperatiira — 110 °C (120 °C majoneziniams bandiniams), dujy srautas —
20 I/h, slegis — 0,5 MPa. Prietaisas automatiskai nubréZia deguonies slégio kitimo kreive ir

apskaiciuoja indukcinj laikg.
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Indukcijos periodas
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8 pav. Rancimato nubrézta oksidacijos kinetikos kreivé

2.2.8 Riebaly riigsciy kompozicijos nustatymas dujy chromatografijos metodu

Riebaly ruigsciy kompozicijos tyrimas atliktas remiantis W. Moreda ir kt. (2001) metodika
su nezymiais pakeitimais bei LST EN 1SO 12966-1:2015 standartu [13, 68]. Siuo metodu
nustatomi riebaly riig§¢iy metilo esteriai, turintys nuo 8 iki 24 anglies atomy granding.

Trigliceridy esterinimui ir laisvy rag$ciy 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 fazé (apie 5-10 min). Esterifikavus riebalus per saldytuvo virsy jpilama 5 ml 24 %
Boro trifluorido/metanolio komplekso ir verdama dar 2 min, atSaldoma iki kambario temperattros.
Bandinys praskiedziamas 5 ml n-heksanu ir tick pat NaCl (so¢iu), gerai suplakama. Paliekama,
kol nusistovi sluoksniai. VirSutiné heksano fazé atskiriama pastero pipete ir laikoma 4 °C
temperattroje iki analizés. Analizei imama 100 pl heksano fazés ir praskiedziama 900 pl heksano.

Analizé atlikta dujiniu chromatografu HRGC 5300 (Mega Series, Carlo Erba, Milanas,
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 uzprogramuota nuo 80 °C ir didéja 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 riigi¢iy misinys (Supelco™). Riigsciy
metilo esteriai identifikuojami pagal iSlaikymo laikus, o procentin¢ riebaly riigsciy sudeétis

apskaiciuojama smailiy plotus lyginant su etaloniniais smailiy plotais.

2.2.9 Bendro antocianiny kiekio nustatymas

Bendras antocianiny kiekis (AC) nustatytas remiantis standartine AOAC metodika [69].
Bendras antocianiny kiekis buvo nustatin¢jamas brukniy sultims ir brukniy i§spaudy poliniams
ekstraktams. Antocianiny kiekis tirtuose bandiniuose nustatytas pH diferenciniu metodu. Metodo

esmé: antocianiny pigmenty struktira grjztamai transformuojama, pakitus aplinkos pH vertei, o
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Sie struktiiros pakitimai lemia skirtingus absorbcijos spektro maksimumus. Absorbcija matuota
,,Halo RB-10 (Dynamica, Sveicarija) UV-VIS spektrofotometru.

Pasidaromi, palyginamieji tirpalai pagal AOAC metodika, kurie yra atitinkamai pH 1,0
(0,025 M kalio chlorido) ir pH 4,5 (0,4 M natrio acetato) buferiniai tirpalai. Tada tiriami bandiniai
buvo skiedziami pH 1,0 buferiniu tirpalu iki absorbcija bus intervale 0,2-1,0 esant 520 nm bangos
ilgiui. Paruosty bandiniy absorbcija iSmatuojama po 20-50 min, 520 nm ir 700 nm bangos
ilgiuose. Tokie patys veiksmai kartojami ir matavimai atliekami bandinius praskiedus pH 4,5
buferiniu tirpalu. Sulciy galutiniai rezultatai iSreiSkiami kaip cianidin-3-gliukozido ekvivalentai
mg/l, o ekstraktai perskai¢iuojami j mg/1 g ekstrakto bei mg/100 g SM. Antocianiny koncentracija

apskaiciuota jvertinus praskiedimo koeficientg pagal 8 formule:

3
AC— A-MW -DF .10 (8)
¢-L
éia: A - diferenCiné abSObeija, A = (A520nm - A70mm) pH1,0 - (A52mm - A70mm) pH4,5 ;

MW — molekuliné masé cianidin-3-gliukozido MW=449,2 g/mol; DF — praskiedimo koeficientas;
€=26900 moliariné absorbcija (moliarinis ekstinkcijos koeficientas) cianidin-3-gliukozido,
L xmolt x cm™; L=1, matuojamo tirpalo sluoksnio storis (cm); 10°= koeficientas ¢

perskai¢iavimui j mg.

2.2.10 Antocianiny kokybiné ir kiekybiné analizé

Pirmiausia, vykdyta antociany ekstrakcija: 2+0,001 g susmulkinty 0,2 mm brukniy iSspaudy
sudedami j kiiging kolbg, jpilama 20 ml CH3OH/H-0 (50:50 t/t) ir partigstinama 0,1 M HCI (norint
stabilizuoti antocianinus, paprastai jpilama nedidelis kiekis riigties). Gauto misinio ekstrakcija
vykdoma 5 min ultragarsinéje voneléje ,,Sonorex“ (Bandelin, Vokietija) ir 30 min intensyviai
purtant purtykléje ,,BioSan PSU-20 (Latvija). Gauta iStrauka filtruojama per popierinj filtrg ir
centrifuguota esant 4 °C temperatiirai, 2200 aps/min. grei¢iu, 5 min. Liekana analogiskai tuo paciu
biidu buvo ekstrahuojama 2 kartus. Filtratas surenkamas ir garinamas rotaciniame garintuve
palaikant 25 °C temperatiira, véliau praskiedziamas 25 ml matavimo kolbutéje iki zymés 0,1 M
metanoliu partigstintu HCI. Iki kity tyrimy kolbutés laikomos tamsioje, Saltoje vietoje. Prie§
chromatografing analiz¢ 1 ml gauto koncentrato iSgarinamas iki sausumo azoto dujomis. Gautas
turinys praskiedziamas ESCh grynumo metanoliu ir filtruojamas per 15 mm §virksto filtra.

Kokybiné ir kiekybiné analizé buvo atlikta Waters Acquity sistema (Waters, Milfordas,
JAV). Analiciy skirstymas atliktas atvirk§¢iy faziy analitine kolonéle Acquity BEH C18, Amide
2,1x100 mm, sorbento daleliy dydis - 1,7 um (Waters, Milford, JAV), kuria buvo palaikoma 40 °C
temperattra. Eliuenty sistema: A — 1 % skruzdziy ragstis (t/t), B — 100 % acetonitrilas. Eliucijos

trukmé — 17 min. Judrios fazés tékmés greitis — 0,4 ml/min., jleidZziamas taris — 2 pl. Detekcija
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buvo atlikta esant 220-550 nm bangos ilgiui. Taikytas $is gradiento kitimas: 0 min — 1 % B; 7 min
15 % B; 8 min—100 % B; 10 min —50 % B; 12 min — 1 % B. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy
detektorius buvo nustatytas teigiamos elektrinés jonizacijos rezimu. Masiy spektrai uzrasyti pilno
skenavimo rezime, intervale m/z 100-800. Chromatografiniy smailiy identifikavimas buvo
atliktas remiantis literatiros duomenimis bei MS/MS rezimu gauty junginiy fragmentais.
Kiekybiné analiz¢ atlikta naudojant iSorinius standartus. Kalibraciné kreivé sudaryta pagal
cianidin-3-gliukozida (y=0,0069x + 518,6045; R>=0,9957) skirtingy koncentracijy (5—200 pug/ml)
tirpalus. Junginiy koncentracijos paskai¢iuotos pagal tiesine ploty regresija (koreliacijg) sudarytg

QuantAnalysis kompiuterine programa ir iSreik§tos mg/100 g SM.

2.2.11 Ekstrakty analize ultra efektyviosios skysciy chromatografijos metodu

Preliminari ekstrakty analizé naudojant ultra efektyviaja skysciy chromatografija atlikta su
nezymiais pakeitimais pagal V. Kraujalytés (2013) pasitlyta metodika [70]. Ekstrakty
chromatografiné analizé buvo atlikta Waters Acquity sistema (Waters, Milfordas, JAV), kuri buvo
sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru (angl. Q-TOF) (Bruker
Daltonic, Brémenas, Vokietija). AnaliCiy skirstymas atliktas atvirks¢iy faziy analitine koloné¢le
Acquity BEH C18, Amide 2,1x100 mm, sorbento daleliy dydis — 1,7 um (Waters, Milfordas,
JAV), kuria buvo palaikoma 40 °C temperatiira. Eliuenty sistema: A — 0,4 % skruzdziy ragstis
(t/t), B — 100 % acetonitrilas. Judrios fazés tékmés greitis — 0,4 ml/min., jleidziamas ttris — 1 pl.
Ekstrakty koncentracija 1 mg/ml. IS kolonélés iSeinantys junginiai aptikti diody matricos
detektoriumi (DMD) esant 100-500 nm bangos ilgiui. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy
detektorius buvo nustatytas neigiamos elektrinés jonizacijos reZzimu, kurio parametrai buvo
kontroliuojami HyStar programine jranga. Chromatografiniy smailiy preliminarus identifikavimas
atliktas pagal gautas tikslias junginiy mases, kurios lygintos su literatiiros duomenimis ir duomeny

bazése esancia informacija (Metlin, Chemspider).

47



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Sul€iy i§ brukniy uogy iSskyrimas, iSspaudy iSeiga ir ju cheminé sudétis

Brukniy iSspaudos iki Siol vis dar néra nuodugniai iStyrinétos. Paprastai, tyrimams
naudojamos pacios brukniy uogos, kurios néra labai placiai paplitusios, todél Sios zaliavos tyrimy
atlikta nedaug. Kita vertus, brukniy uogy iS§spaudoms pritaike modernius biorafinavimo procesus
galime gauti jvairiy specifinés sudéties produkty ar ingredienty, kurie gali padidinti $iy Salutiniy
zaliavy perdirbimo efektyvuma ir nauda.

Mechaniniu biidu spaudziant prinokusias brukniy uogas gauta sulCiy iSeiga buvo apie
83,27 %, o iSspaudos sudaré ~15,33 %. Toliau, po sulCiy spaudimo gautos i§spaudos dziovintos
vaisiy—uogy dziovykléje 35-40 °C temperatiiroje iki sausumo (36-48 val). Siose i§spaudose
dréegme sudare 67,75 %, o galutinis i§dziovinty i§spaudy kiekis — 4,94 % uogy maseés. Mokslinése
publikacijose pateikiama, kad drégmé brukniy uogose sudaro apie 84 %, o po suléiy iSskyrimo
uogy iSspaudose drégmés yra apie 73—-81 % priklausomai nuo uogy rasies [5, 71]. Taigi, vertés
gautos eksperimento metu yra panasios j pateiktus teorinius rezultatus.

Toliau, tyrimo metu buvo nustatyta pagrindiné isdziovinty brukniy iSspaudy cheminé
sudétis: drégmés, riebaly, baltymy ir mineraliniy medziagy kiekiai, kurie pateikiami 9 lenteléje.
Literattiroje nepavyko rasti brukniy i§spaudy cheminés sudéties, todél gauty rezultaty palyginimui
pasirinktos brukniy uogos bei spanguoliy iSspaudos, kurios priklauso tai pac¢iai Ericaceae Seimai

kaip ir bruknés.

9 lentelé. Brukniy iSspaudy cheminé sudétis[7, 12, 72]

Literatiiroje nurodyti kiekiai
Cheminé sudétis Nustatyta, % Brukniy uogy, % Spanguoliy ispaudy, %
Drégmés kiekis 3,96 £ 0,24 82-89 45
Baltymai 9,47 £ 0,02 0,5-0,9 2,2
Riebalai 11,09 + 0,38 0,5-0,8 12
Pelenai 1,29 + 0,07 0,26-0,3 1,1

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN.

I$ gauty rezultaty matoma, kad tyrimuose naudojamy brukniy i§spaudy drégmés (3,96 %),
riebaly (11,09 %) ir peleny kiekiai (1,29 %) yra labai panasis j spanguoliy iSspaudose nustatytas
vertes, taCiau baltymy kiekis (9,47 %) daugiau nei keturiais kartais didesnis negu spanguoliy
iSspaudose. Be to, Bandzaitiené ir kt. (2007) knygoje pateikiamas absoliu¢iai sausy brukniy uogy
peleny kiekis yra 1,58 %, kuris yra labai panaSus j eksperimento metu nustatytg verte [7]. Teoriné

brukniy uogy cheminé sudétis yra pateikiama riby intervale, nes jy kiekiai priklauso nuo daugybeés
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faktoriy, tokiy kaip brukniy augimo ir klimato saglygos, dirvozemio sudétis, uogy sunokimo

laipsnis. Taigi, Sie faktoriai taip pat gali lemti skirtingg brukniy i§spaudy cheming sudét;.

3.2 Superkriziné ekstrakcija anglies dioksidu ir jos optimizavimas

Funkcionaliyjy ingredienty isgavimui buvo atlikta padidinto slégio salygomis vykstanti
ekstrakcija, kuri vadinama superkrizine ekstrakcija anglies dioksidu (SKE—COy). Siuo, aplinkai
saugiu, metodu i§ brukniy iSspaudy isskiriami lipofiliniai junginiai. SKE-CO. vykdyta su
<0,2 mm iSspaudy frakcija. Pirmiausia, brukniy iSspaudy ekstrakcijai nuspresta pasirinkti
(temperatiira— 60 °C, slégis — 45 MPa, laikas — 120 min) [57]. Siomis salygomis atlikus SKE-CO2
ekstrakcija gauta iSeiga 11,54+0,24 g/100 g SM. Taciau, atlikus literatliros apzvalgg ir jvertinus
tai, kad naudojant SKE sistema iki Siol niekada nebuvo atlikti optimizavimo eksperimentai, kurie
buty taikyti brukniy iSspaudy ekstrakcijai ir analizei, nuspresta atlikti $iy i$spaudy SKE—CO>
optimizavima.

Ekstrakcijos parametrams optimizuoti buvo pritaikyti APM ir CKP, siekiant gauti
maksimalig lipofiliskos frakcijos iSeigag i§ brukniy iSspaudy, be to iy sistemy pritaikymas leidzia
padidinti proceso efektyvumg. Matematinis eksperimenty planavimo pavirSiaus atsako metodas
buvo sumodeliuotas, naudojant statisting programg Design—expert 7.0 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, MN). PavirSiaus atsako metodas ir konttiry plotas sukurtas naudojant kvadratinj
daugianarj. Optimizuojant SKE—CO. metoda, buvo kei¢iami Sie parametrai: slégis, temperatiira ir
dinaminés ekstrakcijos trukmé. [vykdyta 20 SKE—CO2 optimizavimo ekstrakcijy, kuriy parametrai
ir gauti rezultatai pateikiami 10 lenteléje.

Taikant skirtingus nepriklausomy kintamyjy variantus gautos ekstrakcijy iSeigos kito nuo
3,05 iki 13,10 g/100 g SM. Iseigy skirtumas pakankamai didelis, todél tinkamas parametry
parinkimas yra itin reikSmingas. Modelio adekvatumas nustatytas jvertinant koeficienty
reikSminguma, regresijos koeficienta (R) ir FiSerio kriterijy (F) gauta dispersingje analizéje
(ANOVA), kuri pateikiama 11 lenteléje.

Atlikus brukniy iSspaudy kvadratinio modelio regresiniy lyg€iy analiz¢ nustatyta, kad
sudarytas matematinis modelis pagal ekstrakty iSeigy kitimg atitinka eksperimentais nustatytus
rezultatus: determinacijos koeficientas R?=0,96. O tai patvirtina teorinj SKE-CO; i§spaudy
ekstrakcijy modelio adekvatumg gautiems eksperimentinio tyrimo rezultatams. Prognozuojamas
(teorinis) determinacijos koeficientas R?=0,78 ir eksperimentinis (gautas) determinacijos
koeficientas R°=0,92 taip pat parodo, kad vyrauja ry8ys tarp kintamyjy parametry veréiy ir iSeigos
kiekio. Apskai¢iuota palyginamojo tikslumo (adekvatumo preciziskumo) santykiné reik§mé 17,67
(81 reikSmé turi buti > 4), kurioje prognozuojamy Vverciy diapazonas palyginamas su vidutine
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prognozavimo paklaida eksperimentinio plano taskuose rodo, kad signalas yra tinkamas ir modelis

gali buti naudojamas toliau modeliuojant plano erdvg.

10 lentelé. CKP parametry vertés ir brukniy isspaudy SKE-CO: ekstrakcijy rezultatai: 1-8

eksperimentiniai bandymai, 9-14 bandymai zvaigzdiniuose taskuose ir 14-20 bandymai plano

centre
Eil. | Ekstrakcijos Dinamil'l_és Ekstrakc_ij 0S g/llggiéas,M
nr. | slegis, MPa ekstral.<C| j(.)S temperatiira,
trukmé, min °C Eksperimentiné | Prognozuojama
1. 25,00 60,00 50,00 6,57+0,04 6,15
2. 55,00 60,00 50,00 10,14+0,03 9,87
3. 25,00 180,00 50,00 10,87+0,04 10,56
4. 55,00 180,00 50,00 12,78+0,04 12,49
5. 25,00 60,00 80,00 3,05+0,06 3,27
6. 55,00 60,00 80,00 11,81+0,04 12,06
7. 25,00 180,00 80,00 6,04+0,03 6,26
8. 55,00 180,00 80,00 12,86+0,01 13,26
9. 25,00 120,00 65,00 7,44+0,04 7,66
10. 55,00 120,00 65,00 13,10+0,06 13,02
11. 40,00 60,00 65,00 9,87+0,08 10,08
12. 40,00 180,00 65,00 12,96+0,05 12,89
13. 40,00 120,00 50,00 10,90+0,04 12,20
14, 40,00 120,00 80,00 12,28+0,08 11,14
15. 40,00 120,00 65,00 12,81+0,05 12,13
16. 40,00 120,00 65,00 12,94+0,05 12,13
17. 40,00 120,00 65.00 11,10+0,06 12,13
18. 40,00 120,00 65,00 11,61+0,05 12,13
19. 40,00 120,00 65,00 12,36+0,06 12,13
20. 40,00 120,00 65,00 12,32+0,08 12,13

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés +SN.

Be to, SKE-CO> kvadratinés regresijos modelio analizé (11 lentelé¢) parodé, kad modelis
yra reikSmingas pagal Stjudento kriterijy (p <0,0001), apskai¢iuotg F verte (24,7182), o trikumai
néra reik§mingi (p>0,3274) ir jis gali buti naudojamas viso modelio erdvéje. Gauti rezultatai taip
pat parodé, kad yra 4 reik§mingi veiksniai SKE—CO, brukniy i$spaudy iseigai: P, t, PT, P2
Analizuoti nepriklausomieji kintamieji pagal jy jtaka brukniy iSspaudy ekstrakto iSeigai gali baiti
isdestyti tokia tvarka: P (p<0,0001) >t (p=0,0002) > PT (p=0,0012) > P? (0,0041). Toliau, pagal
programos regresijos koeficientus sudaromas polinominis modelis, apibiuidinantis santykij tarp

priklausomy ir nepriklausomy kintamyjy (P, T, t), kuris uzrasomas 9 lygtimi. Prognozuojamos
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iSeigy reikSmés buvo apskaiCiuotos pagal polinome lygti ir palygintos su gautomis

eksperimentinémis vertémis, palyginimas pateiktas 9 paveiksle.

KKeiga=12,13+2,68 P+ 1,40  t-0,53 - T-045-P-t+127-P-T-0,35 t T-179
-P2-0,65 T?- 0,46 - 12 ©)

11 lentelé. Brukniy i§spaudy SKE-CO; ekstrakcijos iSeigy regresijos parametry dispersiné analizé

Laisvés
Kintamieji Kvadraty laipsnis KYadra.tq F — kriterijus p-reik§meé
suma (df) vidurkis
Modelis 142,3677 9 15,8186 24,7182 < 0,0001"
Sleégis (P) 71,7704 1 71,7704 112,1485 < 0,0001"
Laikas (t) 19,7402 1 19,7403 30,8461 0,0002"
Temperatiira (T) 27772 1 27773 4,3398 0,0639™
Pt 1,6020 1 1,6021 2,5034 0,1447"
PT 12,8524 1 12,8525 20,0832 0,0012"
tT 1,0082 1 1,0082 1,5754 0,2380™
P2 8,7665 1 8,7666 13,6986 0,0041"
t2 1,1456 1 1,1457 1,7902 0,2105™
T? 0,5704 1 0,5705 0,8914 0,3674™
Liekana 6,3995 10 0,6400
Klaidos tikimybé 3,8645 5 0,7729 1,5245 0,3274™
Klaida 2,5350 5 0,5070
Bendra suma 148,7673 19

F — Fi3erio kriterijus; p reik§mé — <0,05, tada kintamasis yra statistiskai reik§mingas; "~ reik§mingas; ~*— nereik§mingas.
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Eksperimento metu gauta ifeiga. g/100g SM
9 pav. Prognozuojamy ir gauty ekstrakcijos iseigy palyginimas
Gauto matematinio modelio atsako pavirSiaus kreivés pateikiamos 10 paveiksle. Trimaciai
grafikai (3D) vaizduoja, kaip tiriami kintamieji ir jy sgranka veikia lipofiliSkos frakcijos iSeiga.
Grafikai gaunami vieng nepriklausomgjj kintamajj fiksuojant eksperimentinio plano centre kaip
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konstantg, o kitus du kintamus parametrus kei¢iant plano erdvéje.Tokiu biidu numatoma galima
ekstrakcijos iSeiga ir galima aiSkiai matyti, kaip kinta tiriamasis atsakas keiciant nepriklausomus
Kintamuosius.

Pirmame grafike (10 pav., a) galima matyti, kaip kinta ekstrakto iSeiga, esant pastoviam
ekstrakcijos slégiui (40 MPa), o like temperatiiros ir trukmés parametrai keiciasi. Dinaminés
trukmes pokytis turi zymiai didesng reikSme nei ekstrakcijos temperatiira. Ekstrakcijos trukmes
prailginimas nuo 60 iki 180 min leidzia padidinti ekstrakcijos kiekj apie 4 %, o temperattiros
didéjimas nuo 52 iki 80 °C reikSmingos jtakos ekstraktcijos iSeigai neturi. Panasi priklausomybé
pastebima ir antrame 3D grafike (10 pav., b), kai fiksuotas parametras yra dinaminés ekstrakcijos
laikas (120 min). Ekstrakcijos temperatiros padidéjimas nuo 50 iki 65 °C sukelia itin nezymy
iSeigos padidéjimg (0,1 %), 0 tolesnis temperatiros didinimas Siomis salygomis nebuvo
reikSmingas. Taciau, ekstrakcijos slégio padidinimas nuo 25 iki 55 MPa ekstrakto iSeigg padidina
beveik 7 %. Atlikus dispersing gauty duomeny analize nustatyta, kad ekstrakcijos slégis ir laikas
yra reikSmingi brukniy i§spaudy ekstrakcijos iSeigos optimizavimo nepriklausomi kintamieji, o Siy
Siy parametry tarpusavio sgveikg galime stebéti paskutiniame grafike (10 pav., ¢). Kai temperatiira
yra konstanta (65 °C) matome, kad abiejy tiek slégio, tiek trukmés parametry kitimas padidina
ekstrakcijos iSeigg. Vertinant $iy nepriklausomy kintamyjy tarpusavio sgveika matyti, kad
ekstrakcijos slégis turi didesn¢ jtaka nei dinaminés ekstrakcijos trukmé. Ekstrakcijos slégio
padidéjimas nuo 25 iki 55 MPa iSeigg padidina apie 9 %. O ekstrakcijos trukmés prailginimas nuo
60 iki 180 min iSeiga padidina ~5 %, taciau nuo 120 min poveikis ekstrakcijos iSeigai mazéja.
Taigi, akivaizdus abiejy kintamyjy parametry padid¢jimas ekstrakcijos metu leidZzia iSgauti
maksimaly ekstrakto kiekj.

Pasinaudojus gautu matematiniu modeliu nustatytos optimalios salygos, kuriomis galima
gauti didZiausig brukniy i§spaudy lipofiliskos frakcijos iSeiga. Optimalios salygos buvo pasirinktos
dvejos pagal: maziausig ir didziausig temperatiirg bei trumpiausig siiilomg ekstrakcijos laika:

1. 47,1 MPa, 156 min, 53°C (teoriné iSeiga: 13,28 %);

2.52,7 MPa, 111 min, 79°C (teoriné iSeiga: 13,46 %).

Pirmiausia, taikant $ias optimalias salygas sudarytos ekstrakcijos kinetinés kreivés (11 pav.),
kurios suteikia svarbios informacijos apie ekstrakcijos metu vykstanéius termodinaminius
procesus. I$ grafiko matyti, kad taikant didesnj slégj (52,7 MPa) ekstraktas iSskiriams grei¢iau, o
termodinamine pusiausvyrg pasiekia apie 110 min. O esant mazeniam ekstrakcijos slégiui
(47,1 MPa) didzioji ekstrakto dalis iSskiriama per 45 min, taciau toliau iSeigos didéjimas zenkliai
sulétéja kol pasiekiama termodinaminé pusiausvyra. Gautos iseigos 11,82+0,07 g/100 g SM
(47,1 MPa, 156 min, 53°C) ir 12,07+0,18 g/100 g SM (52,7 MPa, 111 min, 79°C). Toliau,
nuspresta dirbti su efektyvesnémis 52,7 MPa, 111 min, 79°C ekstrakcijos salygomis. Sios salygos
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pakartotos su didesniu medziagos kiekiu, ekstrakcijg atlickant pusiau pramoniniu SKE
ekstraktoriumi, gauta iseiga 10,8 g/100 g SM.

a) Pastovus ekstrakcijos slégis, 40 MPa
Ekstrakcijos temperatiiros ir dinaminés trukmés jtaka

I3eiga. [2/100 g SM]

Temperatiira, °C 90.00 Ekstrakcijos trukmé, [min)

50.00 60.00

b) Pastovus dinaminés ekstrakcijos laikas, 120 min
Ekstrakcijos slégio ir temperataros jtaka
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c) Pastovi ekstrakcijos temperatiira, 65 °C
Ekstrakcijos slégio ir dinaminés trukmés jtaka
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180.00
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Ekstrakcijos trukmé, [min] ~ 90.00

10 pav. Brukniy isspaudy SKE atsako pavirSiaus kreivés, vaizduojancios ekstrakto iSeigos

priklausomybe nuo optimizuojamy parametry
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—8-52,7 MPa, 79°C
47,1 MPa, 53°C

ISeiga, g/100 g SM

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Dinaminés ekstrakcijos trukmé, min

11 pav. Ekstrakcijos iSeigos priklausomybé nuo dinaminés ekstrakcijos trukmes

3.3 Pagreitintos ekstrakcijos etanoliu optimizavimas i§ brukniy iSspaudy liekanos

CO2 yra nepolinis tirpiklis, kuris tirpina nepolines ir mazai polines (lipofilines) medziagas,
todel atlikus SKE-CO: optimaliomis salygomis iSekstrahuojama tik lipofilisSka brukniy uogy
iSspaudy dalis. O liekanoje lieka jvairiy poliniy (hidrofiliniy) naudingy bioaktyviy junginiy,
kuriuos galime iSgauti taikant pagreitintos ekstrakcijos metodika organiniais tirpikliais
padidintame slégyje. PET ekstrakcijos efektyvumas labiausiai priklauso nuo ekstrakcijos
temperatiros ir trukmés. Nutarta Siuos du parametrus optimizuoti taikant APM ir CKP, siekiant
gauti didziausig ekstrakcijos iSeiga. Optimizavimas vykdytas analogiskai kaip ir SKE—CO>
sistemos.

Taikant PET sistemg etanoliniy ekstrakty iSeiga svyravo nuo 60,99+0,39 iki
67,36+1,5 g/100 g SM (12 lentelé). Didziausia iSeiga 67,36+1,5 g/100 g SM buvo pasiekta taikant
maksimaly ekstrakcijos laikg 45 min (15 min x 3 ciklai) ir 70 °C temperatiirg. Pagal sudarytg CKP
nubraizyta atsako pavirSiaus kreivé (12 pav.). I§ Sio 3D grafiko matyti, kad abu tiriamieji
parametrai turi reikSmingg jtaka ekstrakcijos iSeigai. Didinant tiek temperatiira, tiek ir ekstrakcijos
trukme¢ galime pasiekti didesne iSeigg. Esant 15 min ekstrakcijos trukmei, temperatiros
padidinimas nuo 50 iki 90 °C, leidzia ekstrakcijos iSeiga padidinti apie 3,2 %. O esant ilgiausiai
ekstrakcijos trukmei (45 min) ir ekstrakcijos temperatiirg padidinus nuo 50 iki 90 °C pastebimas
2,9 g/100 g SM ekstrakto prieaugis. Kai ekstrakcijos temperatiira yra 50 °C, 0 trukmé ilginama
nuo 15 iki 45 min ekstrakto padidéja apie 3,46 g/100 g SM. Panasi ekstrakto iSeigos padidéjimo
tendencija pastebima ekstrakcijg vykdant 90 °C temperatiroje ir trukme ilginant iki 45 min.
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12 lentelé. Brukniy iSspaudy liekanos parametrai pagal CKP bei gautos ir prognozuojamos iSeigos

Eil. Ekstrakcijos Temperatiira, ISeiga, g/100 g SM
nr. | trukmeé, minx ciklai °C Eksperimentiné Prognozuojama
1. | 5x3ciklai (15 min) 50 60,99+0,39? 60,66
2. | 15x3 ciklai (45 min) 50 64,45+1,03 64,41
3. | 5x3ciklai (15 min) 920 63,88+0,38° 63,81
4. | 15x3 ciklai (45 min) 90 67,34+0,39° 67,57
5. | 5x3ciklai (45 min) 70 63,02+0,53° 63,43
6. | 15x3 ciklai (45 min) 70 67,36%1,50° 67,19
7. | 10x3 ciklai (30 min) 50 62,21+0,93? 62,60
8. | 10x3 ciklai (30 min) 90 65,91+0,64° 65,76
9. | 10x3 ciklai (30 min) 70 65,56+0,28° 65,37
10. | 10x3 ciklai (30 min) 70 65,69+0,09° 65,37
11. | 10x3 ciklai (30 min) 70 65,46+0,42" 65,37
12. | 10x3 ciklai (30 min) 70 65,70+0,07" 65,37
13. | 10x3 ciklai (30 min) 70 65,59+0,23" 65,37

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés +SN. MaZosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus verciy

skirtumus.

=
A
in

[
=]
n

ISeiga, g/100 g SM

90.00 45.00
b

Temperatiira, °C ,50 Ekstrakcijos trukmé, min

50.00 15.00

12 pav. Brukniy isspaudy PET ekstrakcijos su etanoliu atsako pavirSiaus kreivé
Modelio analizé (ANOVA) pateikiama 13 lenteléje. Abu pasirinkti nepriklausomieji
kintamieji yra reikSmingi visame tirtame modelyje. Dispersiné duomeny analizé parodé, kad
sudarytas modelis yra reikSmingas, o determinacijos koeficientas taip pat tenkina reikalavimus
(R?=0,90). O tai patvirtina teorinj modelio adekvatuma gautiems eksperimentinio tyrimo
rezultatams. Prognozuojamas (teorinis) determinacijos koeficientas R?=0,85 yra beveik lygus
eksperimentiniam (gautam) determinacijos koeficientui R?=0,88. Apskai¢iuotas adekvatumo

preciziSkumas, kuris iSmatuoja signalo santykj su paSaliniais trikdZiais, kurie iSkreipia rezultatus,
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yra tinkamas ir lygus 21,31 (8i reikSmé turi bati > 4). Taigi, signalas yra adekvatus, o modelis gali
biiti naudojamas visoje sudaryto plano erdvéje. Be to, PET ekstrakcijos i$ brukniy iSspaudy
liekanos kvadratinés regresijos modelio analizé parodé, kad modelis yra reikSmingas pagal
Stjudento kriterijy (p <0,0001), apskai¢iuotg F verte (45,1442), o trikumai néra reikSmingi

(p>0,3752), todél jis gali bati naudojamas viso modelio erdvéje.

13 lentelé. Brukniy iSspaudy pagreitintos ekstrakcijos etanoliu iSeigy regresijos parametry

dispersiné analizé

. .. Kvadrat Laisvés Kvadrat N v
Kintamieji suma " laipsnis (df) vidurkisq F — kriterijus | p — reik§mé
Modelis 118,8831 5 23,77661 45,14418 <0,0001"
Laikas (t) 63,51771 1 63,51771 120,5998 <0,0001"
Temperatiira (T) 44,85868 1 44,85868 85,17228 < 0,0001"
tT 0,0000309 1 0,000031 0,000059 0,9940™
t 0,031224 1 0,031224 0,059284 0,8097"
T? 9,997329 1 9,997329 18,98173 0,0002"
Liekana 12,64036 24 0,526682
Klaidos tikimybé | 1,702597 3 0,567532 1,089636 0,3752™
Klaida 10,93776 21 0,520846
Bendra suma 131,5234 29

F — FiSerio kriterijus; p reikimé — <0,05, tada kintamasis yra statisti§kai reik§mingas; " reik§mingas; “*— nereik§mingas.

PavirSiaus atsako metodas taikytas tam, kad buty nustatomos optimalios kintamyjy
parametry vertés, kurios uZztikrinty didziausig ekstrakto iSeigg taikant PET sistemg. Toliau
sudaroma antro laipsnio polinominé regresiné lygtis, apibuidinanti rysj tarp kintamyjy (T, t), kuri
uzraSoma 10 lygtimi. Prognozuojamos iseigy reik§més apskaiciuojamos pagal polinome regresijos

lygtj ir palygintos su gautomis eksperimentinémis vertémis (13 pav.).

Iieiga (g/100 g SM)=65,37 + 1,88 -t + 1,58 -T + 0,0016 - T - t - 0,0668 - 2- 1,1951 - T2 (10)

Pagal sudarytg polinominj modelj, nustatomos optimalios pagreitintos ekstrakcijos etanoliu
salygos: temperatiira 83 °C, ekstrakcijos trukmé 45 min (15 min x 3 ciklai). Optimaliomis

salygomis gauta iSeiga 63,36+0,62 g/100 g SM buvo artima programos nustatytai teorinei iSeigai
67,71 g/100 g SM.
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Prognozuojama i$eiga, g/100 g SM

6060 —

T T T T T
B0.61 B2.54 B4.46 B6.38 B8.30

Eksperimento metu gauta iSeiga, g/100 g SM
13 pav. Etanoliniy ekstrakty faktiniy iSeigy palyginimas su prognozuojamomis vertémis

3.4 Tradiciniy, auksto slégio ir fermentinés hidrolizés ekstrakciju i§ brukniy iSspaudy

iSeigy palyginimas

Brukniy i$spaudy frakcionavimui j funkcionaligsias maistines medziagas atlikti du
tradiciniai ekstrakcijos metodai, trys ekstrakcijos taikant auksSto slégio metodus, bei vienas
fermentinés ekstrakcijos metodas, gautos ekstrakcijy iSeigos pateikiamos 14 lenteléje. Pirmiausia,
i§ brukniy i$spaudy iSekstrahuojamas lipofilinis ekstraktas, kuris i$skirtas dviem metodais:
tradiciniu soksleto ir SKE-CO: procesu aukstame slégyje. Optimaliomis salygomis SKE-CO;
proceso iSeiga gauta ~3 % mazesné nei soksleto ekstrakcijos heksanu. Mazesn¢ superkrizinés
ekstrakcijos iSeiga lemia didesnis SKE metodo selektyvumas. Literatiiroje pateikiama, kad
atliekant SKE—CO; ekstrakcijg i$ jvairiy uogy iSspaudy galima isskirti apie 12—-18% aliejingo
ekstrakto [73]. Taigi, optimaliomis eksperimento salygomis gauta SKE—CO: lipofilisko ekstrakto
iSeiga (12 %) patenka j literatiiroje pateikiamas vertes. Sis lipofinis ekstraktas gaunamas gelsvai
zalios spalvos (14 pav.), o liekana po SKE-CO:> proceso optimaliomis saglygomis lieka sodriai
raudonos spalvos. I$spaudy spalva parodo, kad Sioje liekanoje vis dar yra likusiy nattiraliy

augaliniy pigmenty, todél toliau taikomi kiti biorafinavimo biidai poliniams junginiams iSgauti.

Brukniy i§spaudos
SKE-CO> o o

Neapdorotos — —
ekstraktas p Po SKE-CO> Mac—EtOH/H,0 | PET—EtOH Po PET-H.0

14 pav. Brukniy SKE—CO; ekstraktas ir liekanos po jvairiy atlikty ekstrakcijy
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Is SKE-CO:, liekanos atliktas tradicinis maceravimo metodas, naudojant tirpikliy EtOH/H20
(70:30 t/t) miSinj bei mechaninj purtymg ir antrasis ekstrakcijos procesas PET su etanoliu
aukstame slégyje. Tradiciniu maceravimo metodu gauta iseiga (36,67+1,04 g/100 g SM) buvo apie
1,5 karto mazesné negu PET—EtOH ekstrakcijos iSeiga. Be to, PET ekstrakcija vyksta 16 karty
greiCiau, nei tradiciné ekstrakcija. Liekana po PET—EtOH optimaliomis sglygomis gauta rusvai
rausvos spalvos, todél likusiems junginiams iSskirti atlikta pagreitinta ekstrakcija subkritiniu
vandeniu. Sios ekstrakcijos iSeiga 3,21+0,67 g/100 g SM, o po jos gauta liekana buvo rudos
spalvos. Deja, bet mokslinése publikacijose nepavyko Surasti panaSiy atlikty ekstrakcijy su
brukniy i§spaudomis. Taigi, jvertinant brukniy iSspaudy spalvos pokytj galima teigti, kad dauguma
bioaktyviy junginiy gali bati iSgaunami taikant trijy pakopy ekstrakcija (SKE-CO2, PET-EtOH,
PET-H20).

14 lentelé. Ekstrakty iseigos gautos taikant skirtingus ekstrakcijos metodus

. Ekstrakcijos parametrai ISeiga
Ekstrakcijos Ekstrakcijos | Slégis, | Temperatira, | Laikas
metodas saliava MPa oC min g/100g | g/100gSM
Tradiciniai metodai
SOK-HE | Droknm - 60 360 15,20£0,80
iSspaudos
Mac-EtOH/ | SKE-CO, | _ 20 2x360 | 39,06+1,42 | 36,67+1,04
H20 liekana
AukSto slégio ekstrakcijos metodai
SKE-CO, | Drukmu | g5 79 111 12,07+0,18
1§spaudos
PET-EtOH SK_E_COZ 10,3 83 45 63,36+0,62 | 55,72+0,55
liekana
PET-EtOH
PET-H0 . 10,3 130 30 8,25+0,75 | 3,21+0,67
liekana
Inovatyvus ekstrakcijos metodas
Mac-
FEpH=48 EtOH/H,0 - 50 360 | 20,34+0,35" | 13,28+0,24
liekana

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés +SN;*- iSeiga apskaiciuota i$ liofilizuoto filtrato atémus kontrolinio méginio masg.

Atliekant tradicinius ir auksto slégio ekstrakcijos metodus i§ brukniy i§spaudy galime iSgauti
iki 70 % tirpiyjy junginiy. O siekiant dar labiau padidinti iSekstrahuojamy junginiy kiekj atlikta
fermentiné ekstrakcija. Fermentinei hidrolizei buvo naudojamas Viscozyme L fermentas bei
palaikomos specifinés ekstrakcijos salygos: pH — 4,8, temperatiira — 50 °C, ekstrakcijos laikas —
360 min. Ekstrakcija vykdyta su liekana po maceravimo EtOH/H20 misiniu, gauta ekstrakto iSeiga
13,2840,24 g/ 100 g SM. Sioje ekstrakcijoje fermenty pridéjimas padeda i$skirti brukniy i§spaudy
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lasteliy sienelése esancius sujungtus vandenyje tirpius junginius, nes sienelés suardymas
fermentais leidzia tirpikliams lengviau pasiekti ekstrahuojamus junginius. Be to, fermentai
hidrolizuoja didelés molekulinés masés junginius j mazesnius. Taigi, fermenty pridéjimas

ekstrakcijy metu gali Zenkliai padidinti ekstrahuojamy junginiy iSeigas.

3.5 Ekstrakty ir kietosios frakcijos antioksidacinis aktyvumas

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas naudojant ABTS™" radikalo blukinimo
metoda, bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Folin-Ciocalteu’s metodu, o deguonies
radikaly absorbcijos pajégumas jvertintas ORAC metodu. Gauti rezultatai pateikiami 15 lenteléje,
kurioje antioksidacinis aktyvumas pateikiamas g ekstrakto bei g SM.

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas itin priklauso nuo jy fitocheminés sudéties ir junginiy
kiekio. BFJK kiekis gautuose ekstraktuose kinta intervale nuo 4,8 iki 87,08 mg GRE/g ekstrakto.
Didziausias BFJK kiekis nustatytas PET—H20 ekstrakte taikant ekstrakcijg subkritiniu vandeniu.
Siek tick maZesnés reikimeés nustatytos soksleto, superkriziniy ekstrakcijy ir maceravimo metodais
gautuose ekstraktuose. O maziausias fenoliniy junginiy kiekis gautas kontroliniame fermentinés
hidrolizés ekstrakte, kuriame naudotas tik buferis. Taip pat, palyginimui atliktas BFJK kiekio
nustatymas brukniy sultyse, kuriose nustatyta apie 1,92 mg GRE/g suléiy, o mokslinése
publikacijose pateikiamas nustatytas BFJK brukniy uogose yra 6,21 mg GRE/g bei ABTS™
69,3 uM TE/g uogy [30].Taigi, lyginat ekstraktuose ir sultyse ir uogose aptinkamas BFJK vertes
matome, kad ekstraktuose jy vertés yra zenkliai didesnés, todél Sie ekstraktai galéty buti geri
natiiraliy antioksidanty Saltiniai.

Panasi ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tendencija isliko nustatant radikaly suri§imo
gebg ABTS™ bei ORAC metodais. ABTS™ metodu AOA brukniy i§spaudy ekstraktuose nustatytas
nuo 10,06 iki 307,67 mg TE/g ekstrakto, o brukniy sultyse — 6,69 mg TE/g suléiy. Didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu atliekant ABTS"" metoda pasizymeéjo poliniai tradiciniu maceravimo su
EtOH/H20 misiniu ir PET—H20 bidais isskirti ekstraktai, taciau dvigubai mazesné verté nustatyta
etanoliniame PET ekstrakte. O maziausia verté gauta lipofiliniame SKE—CO3 (47,1 MPa, 53 °C)
ekstrakte. Didziausia deguonies radikalo surisimo geba (ORAC) buvo gauta vandeniniame PET
ekstrakte (334,31 mg TE/g ekstrakto). O ekstraktuose, kurie gauti nepoliniais tirpikliais (CO bei
heksanu) nustatytos ORAC metodu AOA vertés buvo maziausios (8,50—41,11 mg TE/g ekstrakto).
Taigi, maZiausiu AOA aktyvumu pasiZymi nepoliniai ekstraktai, o did¢jant ekstrakcijose
naudojamy tirpikliy polisSkumui AOA vertés Zenkliai padidéja.

Antioksidaciniai tyrimai pritaikius QUENCHER procediira buvo atlikti pradinei brukniy
i$spaudy zaliavai bei po kiekvienos ekstrakcijos gautai kietos frakcijos liekanai. Dalis AOA

pasizyminéiy junginiy gali bati sujungti stipriais rysiais su kitais zaliavoje esanciais komponentais,
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tode¢l atliekant skirtingy parametry ekstrakcijas Sie junginiai iSekstrahuojami nevienodais kiekiais.
D¢l Sios priezasties, tikslinga atlikti QUENCHER tyrimus, Kuriais galime suzinoti vykdyty
ekstrakcijy efektyvumg iSekstrahuoti antioksidaciniu aktyvumu pasizymincius junginius
palyginant kictos frakcijos AOA prie§ ir po ekstrakcijos. Tiriamy bandiniy AOA iSmatuotas
naudojant radikaly suri§imo gebg ABTS™ ir ORAC metodais bei Folin-Ciocalteu‘s metodu
nustatytas bendras fenoliniy junginiy kiekis, gauti rezultatai pateikiami 15 lenteléje.

ISanalizavus QUENCHER metodu pries ekstrakcijg ir po skirtingy ekstrakcijos metody
gautos kietos frakcijos AOA nustatyta, kad taikant pakoping iSspaudy ekstrakcijg galime zenkliai
sumazinti AOA brukniy i§spaudose. Priklausomai nuo naudojamo ekstrakcijos tipo, jos parametry
bei tirpiklio BFJK kiekis svyravo nuo 3,75 iki 30,37 mg GRE/g SM, ABTS"" metode svyravo nuo
30,16-187,63 mg TE/g SM, ORAC sistemoje kito nuo 11,71 iki 85,26 mg TE/g SM.

Atlikus SKE—CO: ekstrakcija, kurios metu i§ zaliavos pasalinta lipofiliska frakcija, matyti,
kad antioksidacinis aktyvumas BFJK metode nezenkliai sumazéja lyginant su pradine brukniy
iSspaudy zaliava. Taciau, panaudojus poliskesnius tirpiklius pastebime, kad BFJK metodu
nustatytos lickanos AOA sumazéja daugiau nei tris kartus lyginant su liekana po SKE-CO:;
ekstrakcijos. Didziausias $iy antioksidaciniy junginiy kiekio sumazéjimas nustatytas liekanoje po
pakopinés PET sistemos pritaikymo su etanoliu ir vandeniu. Taip pat, AOA itin sumaz¢jo po
maceravimo ekstrakcijos EtOH/H20 misiniu. Taciau, lyginant PET-EtOH ir Mac—EtOH/H20
(70:30 t/t) ekstrakcijy efektyvumus pastebime, kad Mac—EtOH/H20 liekanoje nustatytas beveik
1,5 karto maZzenis antioksidacinis aktyvumas, todél galime daryti prielaida, kad vanduo yra
geresnis tirpiklis norint i$skirti brukniy iSspaudose esancius fenolinius junginius. Panasi tendencija
pastebima ABTS™" ir ORAC metoduose. Taigi, pakopinés PET ekstrakcijos su etanoliu ir vandeniu
bei maceravimo ekstrakcijos yra daug efektyvesnés antioksidaciniu aktyvumu pasizyminciy
junginiy i§gavimui, o mazos antioksidaciniy junginiy vertés kietosios frakcijos liekanoje parodo,
kad toks pakopinis ekstrakcijy taikymas yra itin tinkamas norint i$skirti bioaktyvius junginius 1§
tiriamosios Zaliavos.

Taciau ir po Siy ekstrakcijy iSspaudose vis dar lieka dalis antioksidaciniu aktyvumu
pasizyminéiy junginiy. Siems junginiams i$skirti panaudota fermentiné ekstrakcija. FEpr-g
liekanoje naudojant tik buferinj tirpala BFJK metodu nustatytas AOA nedaug pasikeité lyginant
su pradine Mac-EtOH/H20O zaliavos liekana. Taciau, ekstrakcijai panaudojus fermenta
Viscozyme L i$ gauty duomeny matyti, kad Mac—EtOH/H20O liekanoje po apdorojimo fermentine
hidrolize aktyviyjy medziagy padidéja apie du kartus. Taigi, fermenty panaudojimas gerina
antioksidaciniy junginiy i§gavimg ir padidina tirpiy medziagy kiekj i§ brukniy i$spaudy, todél
papildomas Sios zZaliavos apdorojimas PET—H>0O sistema galéty sumazinti $iy junginiy kiekj iki

minimalaus.
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15 lentelé. Antioksidacinis aktyvumas brukniy i$spaudy ekstraktuose ir kietosiose lickany frakcijose

BFJK, mg GRE/g

ABTS™, mg TE/g

ORAC, mg TE/g

Ekstrakt
straxtas Ekstrakto SM Ekstrakto SM Ekstrakto SM
SOK-HE 83,01+2,40" 12,62+0,37F - - 8,50+0,612 1,29+0,092
SKE-CO2 (45 MPa, 60 °C.) 72,02+1,069 8,31+0,12¢ - - - -
SKE-CO02 (52,7 MPa, 79 °C) 58,93+1,02 7,11+0,12¢ 15,81+0,04¢ 1,91+0,01° 41,11+3,64¢ 5,12+0,38°
SKE-CO2 (47,1 MPa, 53 °C) 45,29+0,22¢ 5,35+0,03¢ 10,06+0,13° 1,19:0,02% 35,16+1,33° 4,15+0,19%
PET-EtOH 39,58+0,17¢ 22,06+0,09" 130,88+0,77¢ 72,93+0,43¢ 122,48+4,349 68,24+2,42¢
PET-H,0 87,08+0,19' 2,80+0,01° 255,76+0,35" 8,21+0,01¢ 334,31+3,79f 10,73+0,12¢
Mac—EtOH/H,0 (70:30) 54,78+0,96¢ 18,99+0,33¢ 307,67+1,999 106,67+0,69 244,02+4,11¢ 85,20+0,44¢
FEpn-48 (fermentas + buferis) 7,33+0,19° 0,97+0,03? 33,70+1,48¢ 4,47+0,20° _ _
FEph=4. (buferis) 4,80+0,49° 0,49+0,05° 11,29+0,02° 1,15+0,012 - -
Brukniy sultys 1,92+0,03? - 6,69+0,142 - 7,65+0,272 -
Uogy iSspaudos ir liekanos po ekstrakciju (QUENCHER metodu)
5 BFJK, mg GRE/g ABTS™, mg TE/g ORAC, mg TE/g
ISspaudos — — —
Bandinio SM Bandinio SM Bandinio SM
Brukniy i§spaudos (0,2 mm) 36,17+1,04f 36,17+1,049 166,53+2,69° 166,53+2,69° 79,49+0,78¢ 79,49+0,78°
Po SOK-HE 19,28+0,94¢ 16,35+0,79¢ 84,90+1,44° 72,00+1,22¢ 100,54+2,67¢ 85,2642,27¢
Po SKE—CO2 (45 MPa, 60 °C,) 34,33+0,58" 30,3740,51° 212,11+2,449 187,63+2,16 87,30+7,24° 77,23+6,41°
Po SKE-CO02 (52,7 MPa, 79 °C) 30,04+1,12¢ 26,42+0,99¢ 188,43+9,08" 165,69+8,77¢ 83,83+7,12¢ 73,71+6,26°
Po SKE—CO2 (47,1 MPa, 53 °C) 30,62+2,37¢ 27,00+2,09¢ 193,57+9,07¢ 170,51+7,31¢ 83,25+1,55°¢ 73,41+1,37°
Po PET-EtOH 17,61+0,43¢ 7,80+0,19° 143,98+5,95¢ 63,76+2,64° 25,74+1,89° 11,71+1,082
Po PET-H-0 5,00+0,492 4,84+0,472 39,16+3,592 37,91+3,48% 17,13+0,932 16,861,002
Po Mac—EtOH/H,0 8,21+ 0,71° 5,36+0,46% 71,27+1,94° 46,56+1,27° 28,32+1,17° 18,69:0,82°
Po FEpH-48 (fermentas + buferis) 13,80+ 0,89° 11,97+ 0,44°¢ 71,26+ 0,86° 61,80+ 0,75° — -
Po FEpn-4;8 (buferis) 4,17+ 0,272 3,75+ 0,242 33,59+ 3,732 30,16+ 3,352 - -

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN; raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp apskaiciuoty verciy.
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3.6 Lipofiliniy ekstrakty tyrimai

3.6.1 Lipofiliniy ekstrakty riebaly riigsciy sudéties nustatymas

Kai ekstrahuojamoje zaliavoje vyrauja séklos ar jy dalelés, tuomet i§ jy galima iSgauti
aliejingus ekstraktus. Vienas i$ svarbiausiy veiksniy, lemianciy aliejingy ekstrakty maisting vertg
yra jy riebaly raigsciy sudétis. RR sudétis buvo nustatyta brukniy iSspaudy ekstraktuose, gautuose
dvejomis optimaliomis sglygomis (52,7 MPa, 79 °C ir 47,1 MPa, 53 °C) SKE—-CO; sistemoje ir
ekstrakte gautame po soksleto ekstrakcijos su HE. Brukniy iSspaudy lipofiliniy ekstrakty RR
kompozicijos sudétis pateikiama 16 lenteléje. Tyrimo metu nustatyta, kad skirtingais biidais
iSgauty aliejingy ekstrakty RR kompozicija tarpusavyje skiriasi neZymiai, todél galima daryti
iSvada, kad skirtingi iSgavimo metodai didelés jtakos sudéciai neturi. SOK-HE ekstrakte

nenustatyta lauro riigsties, o SKE—CO; ekstraktuose neaptikta elaido ir nervono riigséiy.

16 lentelé. Brukniy i$spaudy lipofiliniy ekstrakty riebaly rigsciy kompozicija

Kiekis, %
Riebaly ragstis SOK_HE SKE-CO: SKE-CO>
(52,7 MPa, 79 °C) (47,1 MPa, 53 °C)
Lauror. (C12:0) — 1,91+0,10? 1,73+0,632
Palmitino r. (C16:0) 3,96+0,32? 2,27+0,332 1,87+0,562
Stearino r. (C18:0) 0,57+0,012 0,48+0,112 0,27+0,012
Oleino r. (C18:1n9c) 17,65+0,85P 14,840,17% 14,79+0,77%
Elaido r. (C18:1n9t) 0,87+0,032 - -
Linolo (C18:2n6c) 34,84+0,62° 37,510,945 37,39+1,07°
Linoleno (C18:3n3) 39,85+0,35¢ 42,38+1,09° 43,27+0,67°
Beheno (C22:0) 0,55+0,082 0,25+0,172 0,28+0,21%
Lignocero (C24:0) 0,860,172 0,40+0,052 0,40+0,332
Nervono r. (C24:1) 0,85+0,132 — -

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés £ SN; raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus
tarp apskaiciuoty verciy.

Literattroje pateikiama, kad brukniy sékly aliejuje vyrauja linoleno, kurios yra nuo 25,2 iki
44,80 %, linolo (32,62-51,49 %) ir oleino (15,1-20,7 %) ragstys [7, 18, 74, 75]. Tirtuose
ekstraktuose didziausias kiekis nustatytas polinesoc¢iosios linoleno rtgsties (39,85-43,27 %),
linolo (34,84-37,51 %) ir oleino (14,79—17,65 %) rugséiy. Taigi, gautus rezultatus palyginus su
literatiiroje pateiktais duomenimis matome, kad nustatytas RR kiekis patenka j intervalus. Kity RR
Kiekiai nustatyti brukniy iSspaudy lipofiliskuose ekstraktuose buvo daug mazesni (0,25-3,96 %).
Bendras polinesoc¢iyjy RR kiekis sudaré apie 75-81 %, visy nustatyty RR kiekio. O soCiyjy ir
nesoCiyjy RR nustatytas santykis lygus 0,04—0,06. Taigi, iSgautuose lipofiliniuose ekstraktuose

yra itin didelis kiekis neso¢iyjy RR, kurios padeda palaikyti normaly kraujosptidj bei cholesterolio
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kiekj. Todél Siuos ekstraktus baty galima panaudoti gaminant funkcinius produktus ar maisto

papildus siekiant praturtinant miisy mityba.

3.6.2 Pradinio ekstrakto, gauto po superkrizinés ekstrakcijos anglies dioksidu,
peroksidy skai¢iaus nustatymas
Titruojamasis peroksidy kiekis nustatytas SKE—CO; ekstrakte, kuris gautas optimaliomis
salygomis (52,7 MPa, 79 °C). Sis metodas nustato hidroperoksidy koncentracija analizuojamame
bandinyje ir parodo pradiniy oksidacijos produkty kiekj. PS Siame ekstrakte buvo lygus
5,83+0,14 mekv O2/kg. Pagal CODEX STAN 210 reikalavimus, $io lipofilinio ekstrakto PS verté
patenka ] standarte nurodytg Salto arba pirmo spaudimo aliejaus verte: PS<15 mekv O2/kg [76].

Taigi, tirlamas SKE—CO: ekstraktas gali biiti toliau naudojamas tyrimuose.

3.7 Oksidacinio stabilumo jvertinimas Oksipres ir Rancimat metodais

Lipofiliniy bandiniy stabilumui jvertinti naudojami Oksipres ir Rancimat metodai. Sie
metodai leidzia pagreitinti oksidacijos stabilumo steb¢jima. Oksipres metodu nustatomi pirminiai
oksidacijos produktai (peroksidai ir hidroperoksidai), o Rancimat — antriniai (aldehidali,
alkoholiai, ketonai, poliniai ir polimeriniai junginiai). Oksidacinis stabilumas buvo nustatytas
gryname SKE-CO; (52,7 MPa, 79 °C) ekstrakte, o kiti bandiniai ruo$ti su majonezu j kurj
jmaiSomas tam tikras kiekis brukniy iSspaudy ekstrakto (heksaninio, etanolinio ar vandeninio).
Majoneziniai bandiniai tirti siekiant jvertinti ekstrakty antioksidacinj poveikj majonezo
oksidaciniam stabilumui. Taip pat, palyginimui atlikti nerafinuoto rapsy aliejaus ,,Tyras®“ (Obeliy
Aliejus, Lietuva) ir majonezo ,,Be konservanty* (Kédainiy konservai, Lietuva) tyrimai. Gauti

rezultatai pateikiami 15, 16 paveiksluose ir 17 lenteléje.

——PET-EtOH 0,5 %
PET-EtOH 1 %
——PET-EtOH 2 %

0,78

PET-H20 1%
0,73 PET-H20 0,5 %

PET-H20 2%

g 0,68

§ , ——SOK-He 0,5 %

5 - .- SOK-He 1%

‘Eh 0,63

< Yy e SOK-He 2 %

w2

—— Mac-EtOH/H20 0,5 %
Mac-EtOH/H20 1 %
Mac-EtOH/H20 2 %

0,58

0,53
—— Majonezas
0,48 — —SKE-C02
0 1 2 3 4 5 6 Aliejus

Trukmé, val

15 pav. Oksidacinis stabilumas Oksipres metodu
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16 pav. Oksidacinis stabilumas Rancimat metodu

Tiriant gryng brukniy iSspaudy SKE—CO> ekstrakta IP buvo nustatytas 2,75 val Oksipres ir
3,37 val Rancimat testuose. O komercinio aliejaus IP buvo kiek didesnis 4,08 val Oksipres teste.
Brukniy iSspaudy SKE—-CO; ekstrakto mazesnj oksidacinj stabilumg galima paaiskinti tuo, kad
jame nustatytas itin didelis kiekis polineso¢iyjy RR (~80 %), kurios greitai oksiduojasi. Todél, tokj
aliejinga ekstrakta reikia stengtis apsaugoti nuo tiesioginio $viesos ir deguonies kontakto bei

laikyti Zemoje temperatiiroje.

17 lentelé. Tirty ekstrakty indukciniai periodai valandomis

Bandinys IP Oksipres metodu, IP Rancimat metodu,
val val
Majonezas su 0,5 % Mac—EtOH/H,0 1,57+0,04% -
Majonezas su 1 % Mac—EtOH/H.0 1,66+0,15% -
Majonezas su 2 % Mac—EtOH/H,0 2,50+0,13¢ 4,04+0,08"
Majonezas su 0,5 % PET—EtOH 1,59+0,07% -
Majonezas su 1 % PET—EtOH 1,77+0,06" -
Majonezas su 2 % PET-EtOH 1,80+0,09" 3,54+0,34%°
Majonezas su 0,5 % PET-H,0 1,36+0,05%° -
Majonezas su 1 % PET—H.0 1,58+0,01 -
Majonezas su 2 % PET-H,0 1,63+0,05% 4,45+0,37¢
Majonezas su 0,5 % SOK-HE 1,46+0,21% -
Majonezas su 1 % SOK—HE 1,5240,08% -
Majonezas su 2 % SOK-HE 1,73+0,04° 4.2+0,16%
Majonezas 1,19+0,06% 1,38+0,042
Aliejus 4,08+0,03¢ -
SKE-CO2 (52,7 MPa, 79 °C) ekstraktas 2,75+0,35° 3,37+0,5"

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés + SN; raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus
tarp apskaiciuoty verciy.
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Ekstrakty poveikis majonezo oksidaciniam stabilumui, pirmiausia, buvo nustatytas Oksipres
metodu. Siy bandiniy IP vertés pasiskirs¢iusios pladiame intervale nuo 1,36 iki 2,5 val.
Geriausiomis savybémis (IP=2,5 val) pasizyméjo majonezas, kuriame buvo 2 % Mac—EtOH/H>O
ekstrakto. O majonezui, kuriame buvo 0,5% PET-H20 ekstrakto nustatytas maziausias
oksidacinis stabilumas (1,36 val). Lyginant ekstrakto kiekio jtaka majonezo oksidaciniam
stabilumui galima teigti, kad visais atvejais geresnémis savybémis pasizyméjo majoneziniai
bandiniai, kuriuose buvo jterptas didziausias kiekis (2 %) ekstrakto. Todél, Rancimat metodo testai
atlikti tik su majonezu, kuriame buvo jmaiSyta 2 % tiriamy ekstrakty. Rancimat metodu didZiausias
stabilumas (IP=4,45 val) nustatytas majoneze su PET—H,O ekstraktu, o maziausias (IP=3,54 val)
su PET-EtOH ekstraktu. Bendrai, lyginant abiejy metody ekstrakty poveiki majonezui, galima
teigti, kad ekstrakty pridéjimas ] majoneza pagerina jo oksidacinj stabiluma. Gryno majonezo IP
buvo nustatytas 1,19 val Oksipres ir 1,38 val Rancimat testuose, o bandiniuose su ekstraktais Sios
vertés buvo gerokai aukStesnés.

Mokslinéje literatiiroje nepavyko rasti brukniy iSspaudy ekstrakty oksidacinio stabilumo
tyrimy Oksipres ir Rancimat metodais. Todél buvo ieskoma informacijos apie kitus panasius
bandinius, kuriems pritaikyti Sie tyrimo metodai. Basegmezas ir kt. (2017) oksidacinj stabiluma
nustaté juodyjy serbenty isspaudy SKE—-CO> ekstrakte, kuriame yra apie 74 % nesociyjy riebaly
riigséiy. Sio aliejaus IP buvo lygus 2,39 val Oksipress ir 2,46 val Rancimat testuose [58]. Palyginus
Siuos rezultatus su brukniy iSspaudy SKE-CO: ekstrakto IP rezultatais matome, kad vertés yra
panasios. Trumpa oksidacinj stabilumg abiems Siems ekstraktams lemia itin didelis nestabiliy

polinesociyjy RR kiekis.

3.8 Antocianiny tyrimai brukniy iSspaudose ir ju ekstraktuose

3.8.1 Bendras antocianiny kiekis poliniuose ekstraktuose

Uogy isspaudos, kurios laikomos maisto pramonés atlieckomis, gali bati panaudojamos
biologiskai aktyviy junginiy ekstrakcijai, tode¢l svarbu nustatyti antocianiny kiekj brukniy i§spaudy
ekstraktuose. Bendras antocianiny (AC) kiekis brukniy vandeniniame ir etanoliniuose
ekstraktuose (17 pav.) nustatytas pH diferenciniu metodu. Ekstraktai buvo skiedziami buferiais,
kuriy pH 1,0 ir 4,5. Mac—EtOH/H.0 ekstraktas buvo praskiestas iki 1 mg/ml, o PET-EtOH ir
PET—H.0 ekstraktai iki 1,25 mg/ml. Gauti bandiniai palaikyti 20-30 min tamsoje ir iSmatuota jy
absorbcija. Palyginimui atliktas bendras antocianiny kiekio nustatymas brukniy sultyse. Gauti
ekstrakty rezultatai pateikiami 18 lenteléje.

Maziausias bendras antocianiny kiekis (4,48+0,09 mg/l g ekstrakto) nustatytas
vandeniniame ekstrakte gautame po PET ekstrakcijos subkritiniu vandeniu i§ liekanos po

PET—EtOH ekstrakcijos. O Mac—EtOH/H20 ekstrakte, paruoStame i§ uogy iSspaudy liekanos po
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SKE-CO, nustatyta daugiausiai antocianiny (4,48+0,09 mg/1 g ekstrakto). Nors Mac—EtOH/H.0
ir PET—EtOH ekstraktcijai naudota ta pati zaliava (SKE—CO: liekana po optimaliy sglygy), tatiau
nustatytas bendras antocianiny kiekis 1,5 karto didesnis Mac—EtOH ekstrakte. Perskaiciavus
ekstrakty AC kiekj j sausg medziagg matome, kad kiekiai yra labai panasts. Taigi, PET-EtOH
ekstrakcijos metu gaunama zenkliai (~1,6 karto) didesné ekstrakto iSeiga lemia, kad 1 g ekstrakto
yra daugiau jvairiy bioaktyviy junginiy, 0 Mac-EtOH/H.O ekstrakcija tinkamesné bei

selektyvesné antocianiny ekstrahavimui.

Mac—-EtOH/H20 ekstraktas PET—EtOH ekstraktas PET-H-0 ekstraktas

17 pav. Poliniai brukniy i$spaudy ekstraktai

Palyginimui atliktas AC kiekio nustatymas natiiraliose brukniy sultyse. Sultyse nustatytas
AC kiekis buvo 443,26+0,80 mg/1 arba 45,12 mg/100 g suléiy (perskaiciuota zinant, kad 1 litras
sulCiy sveria 982,41 g). Lyginant ekstraktus su sultimis galime daryti i§vada, kad vandeniniame
ekstrakte yra panasus kiekis antocianiny kaip ir sultyse. O etanoliniuose ekstraktuose jy kiekis nuo
6,5 iki 10 karty didesnis nei sultyse. Taigi, etanolinius ekstraktus, kaip antocianinais turtinga

zaliava, biity galima tikslingai panaudoti maisto papildy ar vaistiniy preparaty gamyboje.

18 lentelé. Bendras antocianiny kiekis brukniy i§spaudy ekstraktuose

Bandinys AC, mg/1 g ekstrakto AC, mg/ 100 g SM
Mac—EtOH/H,0 ekstraktas 4,48+0,09° 155,15+2,95°
PET-EtOH ekstraktas 2,94+0,08° 163,98+4,18°
PET—H,0 ekstraktas 0,51+0,08° 3,24+0,512

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN; raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp
apskaiciuoty veréiy.

Mokslinése publikacijose pateikiamas Vango ir kt. (2005) brukniy sul¢iy antocianiny kiekio
tyrimas, kai bruknés auginamos skirtingose vietose ir surinktos skirtingu laiku, AC kiekis Siame
tyrime nustatytas nuo 0,5 iki 65,2 mg/ 100 g, o uogy acetoniniame ekstrakte (partigstintame 0,2 %
skruzdziy ragsties) AC kiekis buvo 1,5-95,5 mg/100 g [77]. Matome, kad literatiiroje pateiktas ir
eksperimento metu nustatytas AC kiekis sultyse patenka j pateiktg intervalg. Bendras antocianiny

kiekis brukniy iSspaudose nustatytas mokslininko Klavino ir kt. (2018) buvo
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275,8 mg/100 g SM [24], Sis kiekis yra labai panasus j eksperimento metu nustatytg AC kiekj
SKE-CO: liekanoje. Be to, mokslinése publikacijose pateikiama Isaako ir kt. (2015) atlikta
ekstrakcija is$ liofilizuoty brukniy uogy su metanoliu partigstintu 2 % skruzdziy riigsties, nustatytas
AC kiekis buvo 575 mg/100 g SM [78]. Taip pat literatiiroje pateikiamas bendras antocianiny
kiekis esantis brukniy uogose, kuris svyruoja nuo 27,4 iki 94,34 mg/100 g uogy priklausomai nuo
uogy uzauginimo vietos bei surinkimo laiko [15, 18]. Literatiros duomeny apie bendrg antocianiny
kiekj etanoliniuose ir vandeniniuose ekstraktuose i§ uogy iSspaudy neaptikta. Apibendrinant,
literatiroje pateikiamus ir eksperimento metu gautus rezultatus galima teigti, kad bendras
antocianiny kiekis brukniy uogose bei iSspaudose itin priklauso nuo uogy riisies, uzaugimo vietos
ir sunokimo laipsnio, o AC kiekis uogy iSspaudy ekstraktuose priklauso nuo ekstrakcijos salygy,

tokiy kaip tirpiklis, temperatiira ir kita.

3.8.2 Kokybinis ir kiekybinis antocianiny nustatymas brukniy iSspaudose

Kokybinis ir kiekybinis antocianiny tyrimas atliktas ultraefektyviosios skys¢iy
chromatografijos metodu su kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy detektoriumi. Junginiai buvo
identifikuojami pagal tikslias jy mases, molekulines formules, UV spektro duomenis bei
sulaikymo trukmes lyginant su gautais standarto duomenimis ir literatira. Gauti duomenys

pateikiami 19 lenteléje.

19 lentelé. Brukniy i$spaudose identifikuoty antocianiny spektrinés charakteristikos

Smailés Junginys Formulé | Sulaikymo MS mg/100 g
Nr. [M-H]" | trukmé, min | [M-H] m/z SM
1 Cianidin-3-galaktozidas | C21H21011 5,02 449,1080 11,33+0,03
2 Cianidin-3-gliukozidas | C1H21011 5,4 449,1070 1,40+0,01
3 Cianidin-3-arabinozidas | C20H19010 5,6 419,0973 3,08+0,02

Smailés (1) molekulinis jonas [M-H]- m/z=449,1080 atitiko molekuling formulg C21H21011.
Sis junginys buvo identifikuotas kaip cianidin-3-galaktozidas. Smailés (2) molekuliniam jonui
[M-H] m/z=449,1070 buvo priskirta molekuliné formulé C2:1H21013, 0 $is junginys identifikuotas
kaip cianidin-3-gliukozidas. Smailés (3) molekulinis jonas [M-H] m/z=419,0973 atitiko
molekuling formule C20H19010. Sis junginys identifikuotas kaip cianidin-3-arabinozidas.

Tyrimo metu nustatyta, kad brukniy uogy iSspaudose vyrauja trijy tipy antocianinai
(19 lentele). Daugiausiai brukniy i$spaudose identifikuota cianidin-3-galaktozido, kuris sudaré
71,66 % visy kiekybiskai nustatyty antocianiny kiekio. Beveik 4 kartais maziau identifikuota
cianidin-3-arabinozido (19,48 %), o maziausiai 8,86 % nustatyta cianidin-3-gliukozido.
Identifikuoty antocianiny formulés pateikiamos 18 paveiksle. Literatiiros apzvalgoje pateikiama,

kad bruknése yra apie 74,2 % cianidin-3-galaktozido, 23,9 % cianidin-3-arabinozido ir 1,9 %
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cianidin-3-gliukozido [79]. Kitose mokslinése publikacijose pateikiama, kad brukniy uogose taip
pat vyrauja Sie trys pagrindiniai antocianinai: cianidin-3-galaktozidas, kurio nustatoma nuo 30 iki
122 mg/100 g, cianidin-3-arabinozidas 4-95 mg/100 g ir cianidin-3-gliukozidas 4-6,6 mg/100 g
uogy [15, 25, 30]. Be to manoma, kad literatiiroje pateikiami itin skirtingi rezultatai gali bati
gaunami dél nevienodo zaliavos paruosimo, skirtingy ekstrakcijos ir tyrimy parametry, taip pat
antocianiny kiekiui jtakos turi klimatiné zona bei dirvoZzemis, kuriame bruknés buvo uzaugintos.
Taigi, lyginant eksperimento metu gautas vertes su literatiiroje pateikiamomis matome, kad gauti

rezultatai yra gana panasis ir patenka j nurodytas vertes.

OH
OH (0 OH @ OH 3)

18 pav. Brukniy i$spaudose identifikuoti antocianinai: (1) cianidin-3-galaktozidas;
(2) cianidin-3-gliukozidas; (3) cianidin-3-arabinozidas

3.9 Preliminarus bioaktyviy junginiy identifikavimas taikant ultraefektyviaja skysciy

chromatografijg

Brukniy isspaudy ekstraktai buvo tirti ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos (UHPLC-
Q-TOF) sistema. MS analizé atlikta su neigiamu jonizacijos rezimu, nes jame geriau jonizuojasi
flavonoidai bei fenolinés ragstys. Tirtuose ekstraktuose (lipofiliniuose, etanoliniuose ir
vandeniniuose) esantys junginiai preliminariai identifikuoti gauty junginiy tikslines molekulines
mases ir jy formules lyginant su internetinése duomeny bazése (ChemSpider, Metlin) pateiktais
duomenimis. I$ viso tirtuose ekstraktuose aptikta 17 junginiy, kurie pateikiami 20 lenteléje, taip
pat pateikiamos junginiy formulés, junginiy sulaikymo laikai, molinés masés.

Junginio (1) molekulinis jonas [M-H]" m/z=179,0561 atitiko CeH110¢ formule, Kuri
remiantis ChemSpider duomeny baze buvo preliminariai identifikuotas kaip gliukozé.
Fragmentacijos metu susidargs jonas [M-H] m/z=191,0561, kuriam priskiriama C7H110s formuleé,
preliminariai identifikuotas kaip chino ragstis (2). Junginiui (3), kurio molekulinis jonas [M-H]
m/z=371,1195, priskirta formulé Ci3H23012, jis preliminariai nustatytas kaip 6-O-
heptapiranozilgliukopiranozé. Jonas [M-H]" m/z=383,1195 atitiko formulg C14H23012. Junginys
preliminariai identifikuotas kaip acetilmaltozé (4). Identifikuojant junginius (5), (6) ir (7)
atitinkamai priskirti susidare jonai [M-H]" m/z=111,0088, m/z=353,0725 ir m/z=191,0197,
kuriems priskiriamos formulés CsH3Os, CioHi7012 ir CgH7O7. Sie junginiai preliminariai
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identifikuoti kaip 2-furankarboksirtigstis, 6-O-(B-D-gliukopiranoziloksi)-L-askorbo ragstis ir
citriny rtgstis. Junginio (8) formulé CgH110y7 atitiko molekulinj jong [M-H]" m/z=219,0510, kuris
preliminariai identifikuotas kaip etilo citratas. Junginiy (9) ir (10) molekuliniai jonai [M-H]
m/z=289,0718 ir m/z=447,0933 atitiko molekulines formules CisH130¢ ir C21H10011 bei
preliminariai identifikuoti kaip katechinas ir kvercitrinas. Fragmentacijos metu susidares jonas
[M-H]" m/z=137,0244 atitiko formul¢ C7HsOs. Junginys preliminariai nustatytas kaip
hidroksibenzoiné rtgstis (11). Junginio (12) molekulinis jonas [MH]" m/z=329,0878 atitiko
C14H1709 molekuline formule, o junginio (13) atitiko m/z=461,1301 ir C19H25013 formulg, ta¢iau
Siy junginiy nepavyko identifikuoti. Junginiy (14), (15), (16) ir (17) molekuliniai jonai [M-H]
atitinkamai yra lygis: m/z=173,0819, m/z=355,1035, m/z=187,0976 ir m/z=193,0506, kurie
atitiko molekulines formules CgHi1304, C16H1909, CoH1504 bei C10HoO4 ir buvo preliminariai
identifikuoti kaip subero riigstis, 2-gliukoziloksi-4-metoksicinamono rtgstis, azelaino ragstis ir
ferulino riigstis.

Daugiausiai 13 junginiy preliminariai identifikuota etanoliniame ekstrakte, gautame po
pagreitintos ekstrakcijos. Po 10 junginiy identifikuota po PET ekstrakcijos gautame vandeniniame
ekstrakte bei po maceravimo etanoliu ir vandens mi$iniu gautame etanoliniame ekstrakte. Taip
pat, buvo tirti lipofiliski ekstraktai, taciau juose fenoliniy junginiy neaptikta. Mokslinése
publikacijose pateikiama, kad bruknése yra identifikuojami tokie junginiai kaip chino, citriny,
askorbo, cinamono, hidroksibenzoiné, ferulino riigstys ir jy dariniai, taip pat gliukozé, katechinas,
kvercitrinas ir jy dariniai, kurie buvo preliminariai identifikuoti ir Sio eksperimento ekstraktuose
[16, 22, 80]. Taciau, norint tiksliai identifikuoti junginius, esan¢ius brukniy i$spaudy ekstraktuose,

turi buti atlikti detalesni tyrimai.
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20 lentelé. Identifikuoty junginiy charakteristikos brukniy isspaudy ekstraktuose

Eil. . Formulé Sulaikymo MS PET- PET- Mac-
Junginys ) . i
Nr. [M-H] trukmé, min | [M-H], m/z EtOH H20 EtOH/H20
1. Gliukozé CsH1106 0,3 179,0561 + + +
2. Chino rigstis C7H1106 0,3 191,0561 + + +
3. 6-O-heptapiranozilgliukopiranozé Ci13H23012 0,35 371,1195 + - -
4, Acetilmaltozé C14H23012 0,4 383,1195 + + +
5. 2-furankarboksirtigstis CsH303 0,7 111,0088 — — +
6. 6-O-(B-D-gliukopiranoziloksi)-L-askorbo riigstis C12H17012 0,7 353,0725 + +
7. Citriny rugstis CeH707 0,9 191,0197 + +
8. Etilo citratas CsH1107 1,5 219,0510 - + -
9. Katechinas C15H1306 1,7 289,0718 + +
10. Kvercitrinas C21H19011 1,7 447,0933 - +
11. Hidroksibenzoin¢ riigstis C7Hs03 1,7 137,0244 - + -
12. Nezinomas junginys C14H1709 1,9 329,0878 + -
13. Nezinomas junginys C19H25013 1,9 461,1301 — -
14. Subero riigstis CgH1304 2,3 173,0819 + + -
15. 2-gliukoziloksi-4-metoksicinamono rugstis C16H1909 2,3 355,1035 + — —
16. Azelaino rigstis CgH1504 2,8 187,0976 + + -
17. Ferulino riigstis C10H9O4 2,9 193,0506 + — —

+ aptikta; — neaptikta.
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ISVADOS

. Atlikus brukniy i§spaudy cheminés sudéties tyrimus nustatyta, kad iSspaudose drégmés yra
3,96 9/100 g, baltymy — 9,47 g/100 g, riebaly — 11,09 g/100 g, peleny kiekis — 1,29 g/100 g.
Nustatytos optimalios superkrizinés ekstrakcijos anglies dioksidu parametry vertés:
slégis 52,7 MPa, 79 °C temperatara ir laikas 111 min, kurioms esant gaunama didziausia
ekstrakcijos iseiga 12,07 g/100 g SM. Nustatyti reikSmingi proceso parametrai, kurie pagal
svarbuma gali biiti iSdéstomi Sia tvarka: slégis > dinaminés ekstrakcijos trukmé >
temperatura.

. Nustatytos optimalios pagreitintos ekstrakcijos etanoliu parametry vertés didziausiai
ekstrakto iseigai (63,36 9/100 g SM) i$ brukniy i$spaudy lickanos po SKE—CO; gaulti:
temperatiira 83 °C, laikas 45 min (15 min x 3 ciklai). Pagreitintos ekstrakcijos etanoliu
lickang paveikus subkritiniu vandeniu (130 °C temperatiira, 30 min ekstrakcijos trukmé)
gauta iSeiga buvo 3,21 g/100 g SM.

Soksleto ekstrakcijos metu i§ brukniy iSspaudy isskirta 15,20 g/100 g ekstrakto, kurio
kiekis buvo 3% didesnis, nei taikant superkrizing CO2 ekstrakcijag. Maceravimo
ekstrakcijos etanolio ir vandens miSiniu (70:30 t/t) gauta iSeiga (36,67 g/100 g SM) buvo
1,5 karto mazesné uz iSeigg gauta pagreitintos ekstrakcijos etanoliu metu. Atlikus
fermenting hidroliz¢ su kietu likuéiu po maceravimo ekstrakcijos gauta iSeiga
13,28 g/100 g SM.

. Jvertinus ekstrakty antioksidacinj aktyvuma nustatyta, kad ABTS™ radikalo suri§imo
efektyvumas brukniy iSspaudy ekstraktuose mazéjo nuo 106,67 iki 1,15 mg TE/g SM, o
iSmatuota deguonies radikaly suri§imo geba ORAC metodu kito nuo 1,29 iki 85,20 mg
TE/g SM. Taip pat nustatytas bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo 0,49-22,06 mg
GRE/g SM. Didziausiu aktyvumu pasizyméjo poliniais tirpikliais isgauti ekstraktai:
pagreitintoje ekstrakcijoje etanoliu ir maceravimo ekstrakcijoje etanolio—vandens misiniu.
Pritaikius QUENCHER procediirg nustatytas kietos frakcijos pries ekstrakcija ir po
skirtingy ekstrakcijy bendras fenoliniy junginiy kiekis (3,75-30,37 mg GRE/g SM),
atliktas radikalo blukinimo metodas ABTS™" (30,16-187,63 mg TE/g SM) bei i§matuota
deguonies radikaly suriSimo geba (11,71-85,26 mg TE/g SM). Brukniy i§spaudose esantys
bioaktyvieji junginiai efektyviausiai i§skiriami taikant pagreitintos ekstrakcijos sistemg su
etanoliu ir vandeniu bei vykdant maceravimo ekstrakcija, kadangi po $iy ekstrakcijy
liekanoje lieka tik nedidelis kiekis bioaktyviy junginiy.

. Lipofiliniuose ekstraktuose dujy chromatografijos metodu nustatyta riebaly rugsciy

kompozicija. Soksleto ekstrakte nustatytos 9, o superkrizinés ekstrakcijos anglies dioksidu
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10.

ekstraktuose 8 riebaly raigstys, i§ kuriy daugiausiai yra oleino (14,79-17,65 %), linolo
(34,84-37,51 %), linoleno (39,85-43,27 %) rigsc¢iy. Superkrizinés ekstrakcijos anglies
dioksidu optimaliomis sglygomis gautame ckstrakte nustatytas peroksidy skaicius buvo
5,83 mekv O2/kg.

Nustatytas brukniy iSspaudy Superkrizinés ekstrakcijos anglies dioksidu (optimaliomis
saglygomis) gauto lipofilinio ekstrakto oksidacinis stabilumas deguonies, slégio ir
temperattros poveikyje Oksipres metodu buvo 2,75 val, o Rancimat metodu — 3,37 val.
ISmatavus eckstrakty jtakg majonezo oksidaciniam stabilumui Oksipres ir Rancimat
metodais, gautos indukcinio periodo vertés kinta nuo 1,36 iki 2,50 val Oksipres metode ir
nuo 3,54 iki 4,45 val Rancimat metode. Stabiliausi majonezo bandiniai gauti kuriuose buvo
jterpta 2 % ekstrakto. Be to, ilgesnis stabilumas nustatytas bandiniuose, kuriuose buvo

jterpti 2 % etanolinio ir vandeninio ekstrakto.

Nustatytas bendras antocianiny kiekis poliniuose ekstraktuose buvo nuo 0,51 iki
4,48 mg/1 g ekstrakto. Taip pat, nustatyta, kad pagrindiniai antocianai brukniy isspaudose
yra cianidin-3-galaktozidas ir cianidin-3-arabinozidas, atitinkamai sudarantys 71,66 % ir
19,48 % Siy junginiy grupés, o cianidin-3-gliukozidas sudaro 8,86 % visy kiekybiskali
nustatyty antociany.

Gautuose ekstraktuose ultra efektyviosios skyséiy chromatografijos metodu buvo
preliminariai identifikuoti bioaktyviis junginiai, bendrai ekstraktuose aptikta 17 junginiy.
Visuose ekstraktuose preliminariai identifikuoti $ie junginiai: gliukozé, chino riigstis,
acetilmaltozé, 6-O-(B-D-gliukopiranoziloksi)-L-askorbo rtgstis, citriny ragstis ir
katechinas.

Atlikti tyrimai parodé, kad vykdydami auks$to slégio bei fermentinio apdorojimo
biorafinavimo procesus i§ brukniy i$spaudy galime gauti vertingus funkcionaliuosius
ingredientus. Superkrizinis ekstraktas galéty biiti panaudojamas polinesocCiyjy riebaly,
kuriy yra apie 80 g/100 g ekstrakto, maisto papildy gamybai. Likusig kietg frakcija, po
superkrizinés ekstrakcijos anglies dioksidu, apdoroj¢ pagreitintos ekstrakcijos sistemoje su
poliniais tirpikliais — etanoliu (39,58 mg GRE/g ekstrakto) ir vandeniu (87,08 mg GRE/g
ekstrakto) galime gauti vertingus fenolinius junginius, o papildomas Zaliavos apdorojimas
fementais dar labiau padidina bioaktyviyjy junginiy iSeigg i§ brukniy i$spaudy. Be to,
brukniy iSspaudose nustatyta antocianiny, kurie gali biiti panaudojami kaip natiiraliis

maisto dazikliai.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju mokslinio darbo vadovui prof. dr. Petrui Rimantui Venskutoniui uz
temos id¢€jg, naudingas mokslines konsultacijas, pastabas, pasitikéjimg bei skatinimg tobuléti.
Dékoju KTU maisto mokslo ir technologijos katedros darbuotojams bei doktorantams uz pagalba
atliekant mokslinius tyrimus bei nuolatinj palaikymg. Kolegoms — uz draugiska darbing atmosfera
ir gerg nuotaikg. NuoSirdziai dékoju tévams ir draugams uz moralinj palaikyma, supratingumg ir

kantrybe. Acit visiems prisidéjusiems prie $io darbo jgyvendinimo.
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