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SANTRAUKA

D¢l vis labiau augancio zmoniy skaifiaus pasaulyje, didé¢ja gaminamy maisto produkty,
pavyzdziui: suléiy, kiekis, o tai lemia didesnj Salutiniy produkty (iSspaudy) susidaryma. D¢l Sios
priezasties vis labiau auga susidome¢jimas Salutiniy produkty perdirbimu ir jy panaudojimo
galimybémis. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad gervuogiy iSspaudose licka nemazas kiekis
biologiskai aktyviy junginiy, todél jos galéty buti panaudojamos kaip ingredientas produktuose,
turinciuose pridétine vertg.

Magistro projekto tikslas — i§ gervuogiy (Rubus subgen. Rubus) iSspaudy issKirti
bioaktyvius junginius, taikant skirtingus auksto slégio ir fermentinio biorafinavimo procesus.
Gautus ekstraktus istirti nustatant antioksidacinj aktyvuma, oksidacinj stabiluma bei fitocheming
sudétj.

Gervuogiy iSspaudos ekstrahuotos taikant Soksleto ekstrakcija, superkriting ekstrakcija
CO,, ekstrakcija padidintame slégyje, maceravimg bei purtyma purtykléje ir fermenting
hidrolize. Siekiant gauti didZiausig ekstrakto iSeiga, atliktas superkritinés CO; ekstrakcijos ir
ekstrakcijos padidintame slégyje parametry optimizavimas, naudojant pavirSiaus atsako
metodika. Superkritinés ekstrakcijos CO, optimizuoti parametrai — laikas, slégis ir temperatiira, o
ekstrakcijos padidintame slégyje — temperatira ir laikas. Lyginant skirtingus ekstrakcijos
metodus nustatyta, kad didZiausia iSeiga gauta atliekant ekstrakcijg padidintame slégyje su
etanoliu (29,24 %).

Antioksidacinis aktyvumas nustatytas pasinaudojus ABTS™ radikalo sujungimo metodu, o
pritaikius ORAC metodg — nustatyta deguonies radikaly absorbcijos geba. Bendram fenoliniy
junginiy kiekiui nustatyti naudotas Folin Ciocalteu’s metodas. Ekstrakty tyrimams taikyta
tradicine, o kietai frakcijai — QUENCHER procediira. Jvertinus ekstrakty antioksidacines
savybes nustatyta, kad didesniu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo ekstraktai, gauti po

ekstrakcijy, vykdyty su poliniais tirpikliais. O jvertinus iSspaudy antioksidacines savybes pries



ekstrakcijas ir po jy, nustatyta, kad atlikus bioaktyviyjy junginiy i$skyrima, kietoje frakcijoje dar
lieka nemazas kiekis junginiy.

IS gervuogiy iSspaudy gauty ekstrakty oksidacinis stabilumas jvertintas Oksipres ir
Rancimat metodais. Oksidacinio stabilumo tyrimo rezultatai parodé, kad visi gervuogiy iSspaudy
ekstraktai pasizymi stabilizuojan¢iomis savybémis, taCiau stabiliausi ekstraktai — gauti po
ekstrakcijos padidintame slégyje su vandeniu. Taip pat nustatytas lipofilinio ekstrakto peroksidy
skaiCius. Pritaikius ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos metoda jvertinti bioaktyviis
junginiai ir atlikta kiekybiné bei kokybiné antocianiny analizé gervuogiy i$spaudy ekstraktuose,
o pasinaudojus dujy chromatografijos metodu — nustatyta riebaly rigsciy kompozicija.
Lipofiliniuose ekstraktuose nustatytos trys pagrindinés riebaly ragstys — tai linolo, oleino ir
linoleno. Sios riigitys sudaro ~92 % bendro visy riebaly rigséiy kiekio.

Taigi, gauti rezultatai parodeé, kad gervuogiy iSspaudos yra puikus bioaktyviy junginiy
Saltinis. Tad pacios uogy iSspaudos ar jy ekstraktai galéty biiti naudojami praturtinant maisto
produktus funkcionaliaisiais maisto komponentais ar prailginant realizacijos terming (dél

antioksidacinio aktyvumo).
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SUMMARY

Due to the growing number of people in the world, the amount of food produced, such as
juice, is increasing, which results in a higher production of by-products (pomace). For this
reason, there is a growing interest in recycling of by-products and their utilization. Scientific
research has shown that blackberry pomace retains a significant amount of bioactive compounds,
and they can be used as an ingredient in products containing added value.

The aim of Masters project is to extract bioactive compounds from blackberry (Rubus
subgen. Rubus) pomace, by applying different processes of high pressure and enzymatic
biorefining. Examine forthcoming extracts for antioxidant activity, oxidative stability and
phytochemical composition.

Blackberry pomace were extracted by using Soxhlet extraction, supercritical extraction of
CO,, accelerated solvent extraction, maceration and shaking, and enzymatic hydrolysis. In order
to obtain the maximum yield of extract, the optimization of supercritical CO, extraction and
accelerated solvent extraction was performed using the Response Surface Methodology.
Supercritical CO, extraction optimization parameters — time, pressure and temperature, and
accelerated solvent extraction — temperature and time. Comparison of different extraction
methods showed that the maximum yield was obtained by accelerated solvent extraction with
ethanol (29,24 %).

Antioxidant activity was determined by using the ABTS™ radical fading method and by
applying ORAC method — oxygen radical absorbance capacity was determinated. The Folin
Ciocalteu’s method was used to measured the total phenolic compounds. The extracts were
subjected to the traditional procedure and to solid fraction — QUENCHER procedure. After
evaluating the antioxidant properties of the extracts, it was found that the extracts extracted with
polar solvents showed higher antioxidant activity. After evaluating the antioxidant properties of
the pomace before and after the extraction, it was found that after the isolation of bioactive

compounds, a considerable amount of compounds remain in the solid fraction.



The oxidative stability of extracts extracted from blackberry pomace was estimated by
Oxipres and Rancimat methods. The results of the oxidative stability showed that all blackberry
pomace extracts have stabilizing properties, but the most stable extracts are obtained after
accelerated solvent extraction with water. The value of lipophilic extract peroxides also has been
determined. After application of ultra — high performance liquid chromatography method the
bioactive compounds were evaluated, quantitative and qualitative analysis of anthocyanins in
blackberry pomace extracts was carried out and, by means of gas chromatography — determined
fatty acid composition. The lipophilic extracts have shown to have three main fatty acids —
linoleic, olein and linolenic. These acids make up about 92 % of the total all fatty acids.

So, the results showed that blackberry pomace is a great source of bioactive compounds.
Thus the berries pomace or their extracts could be used to enrich food with functional food

components or the extension of the realization time (due to its antioxidant activity).
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kvadrupoliniu skriejimo laiko masiy detektoriumi

Standartinis nuokrypis



JZANGA

Maisto pramon¢ kiekvienais metais vis dazniau susiduria su likesciais, kad maisto
produktai atitikty vartotojy poreikius, susijusius su sveiko gyvenimo btidu. Maisto vaidmuo yra
ne tik patenkinti alkj ir suteikti reikalingy maistiniy medziagy, bet ir pagerinti fiziologing bei
psichologing gerove, ir uzkirsti kelig ligoms, susijusioms su mityba [1]. Didelis démesys
skiriamas natdiralioms medziagoms, kurios pasizymi antioksidaciniu aktyvumu. Mityboje
antioksidanty vartojimas yra labai svarbus kovojant su létinémis ligomis, kurias sukelia
oksidacinis stresas.

Uogos — vienas i§ svarbiausiy Saltiniy, turinios didelj kiekj antioksidanty bei kity
biologiskai aktyviy sveikatai naudingy junginiy [2]. Gervuogése, lyginant su kitomis uogomis,
yra didelis kiekis antioksidanty [3]. Sios uogos auginamos daugiau nei 30 pasaulio 3aliy, ta¢iau
tik 10 % visy uzauginamy uogy suvartojamos $viezios, kadangi jos greit genda taip prarasdamos
kokybe ir naudg sveikatai. Taigi, daug uogy yra perdirbama i sirupus, sultis, vynus, dZzemus, zele,
jogurtus bei jvairiy maisto produkty sudedamasias dalis [4]. Pramoninés gamybos metu gaunami
dideli kiekiai iSspaudy. Pastaruoju metu yra didelis susidoméjimas $iais Salutiniais produktais,
kadangi jie yra ne tik kaip problema, atsirandanti dél jy Salinimo, taciau taip pat yra perspektyviis
bioaktyviy junginiy $altiniai, kuriuos galima panaudoti pridétinés vertés produktams gaminti [5].

Gervuogeés jau nuo seny laiky yra vartojamos kaip vaisting augaliné zaliava. Sios uogos
savo sudétyje turi skaiduliniy medziagy, kurios padeda gerinti virSkinamojo trakto veikla.
Kadangi jos yra geras vitamino C Saltinis, tai Zzmonés uogas gali vartoti norédami pagerinti
imuninés sistemos veikla [6]. Dél uogose esanciy jvairiy bioaktyviy junginiy ir fiziologiskai
aktyviy komponenty kiekio, uogos daro teigiamg jtaka zmoniy sveikatai [7]. O uogy iSspaudose
esantys fenoliai ir karotinoidai gali biiti naudojami kaip nattraltis maisto ar gérimy konservantal,
nes jie prailgina produkto galiojimo trukmg [8].

Naudojant Siuolaikines perdirbimo technologijas, galima i§ iSspaudy iSskirti bioaktyvius
junginius, kurie biity panaudojami gaminant jvairius maisto priedus, papildus ar kaip
funkcionaliojo maisto sudedamoji dalis. Siekiant iSgauti biologiskai aktyvius junginius, buvo
taikomi skirtingi ekstrakcijy metodai ir skirtingo poliSkumo tirpikliai.

Darbo tikslas — i§ gervuogiy (Rubus subgen. Rubus) isspaudy iSskirti bioaktyvius
junginius, taikant skirtingus auksto slégio ir fermentinio biorafinavimo procesus. Gautus

ekstraktus iStirti nustatant antioksidacinj aktyvuma, oksidacinj stabilumag bei fitochemine sudét;.
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Darbo uzdaviniai:

© © N o

. Nustatyti gervuogiy iSspaudy cheming sudét;.

Atlikti superkritinés ekstrakcijos CO, parametry (laiko, slégio, temperatiiros)
optimizavima ir nustatyti optimalias salygas, kad biity gauta didziausia ekstrakto iSeiga.
Atlikti ekstrakcijos padidintame slégyje su etanoliu parametry (temperatiiros, laiko)
optimizavima ir nustatyti optimalias ekstrakcijos parametry vertes, kad biity gaunama
didziausia ekstrakto iSeiga.

Palyginti ekstrakty iSeigas, gautas atlikus tradicinés, auksSto slégio ir inovatyvios
ekstrakcijos metodus.

Nustatyti kietos frakcijos bei ekstrakty, gauty po skirtingy ekstrakcijos metody,
antioksidacinj aktyvumg.

Nustatyti gauty ekstrakty oksidacinj stabiluma.

Identifikuoti gervuogiy iSspaudy lipofiliniuose ekstraktuose esancias riebaly rugstis.
Ivertinti gervuogiy iSspaudy ekstrakty funkcionaliyjy komponenty sudét;.

Atlikti gervuogiy i§spaudy ir ekstrakty antocianiny analizg.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Gervuogiy apibiidinimas ir paplitimas

Gervuogeés (Rubus subgen. Rubus) (zr. 1 pav.) priklauso erskétiniy (Rosaceae) pogentei,
kuri priklauso gervuogiy (Rubus) genciai. Taip pat Siai genciai priklauso avietés, tek$és ir
katuogés. Gervuogeé yra daugiametis augalas, uzaugantis net iki 1,5 metro aukscio ir uzmezga
vaisius, kurie sudaryti i§ daug smulkiy bei sultingy kaulavaisiy. Vaisiai nokimo pradZioje biina
rausvos spalvos, o véliau patamséja ir tampa juodi, tamsiai purpuriniai. Sie augalai daugiausia
auga miskuose, pamiskése, palei upes, ezerus ar ant skardziy.

Gervuogiy uogas geriausia rinkti vasaros pabaigoje arba rudens pradzioje, nes S$iuo
laikotarpiu jos turi saldziausig skonj ir yra skaniausios. Gervuogiy vaisiai sveria nuo 4 g iki 7 g ir
pasizymi saldziai riig8¢iu skoniu [9]. Norint i§saugoti Sias uogas ilgesnj laikotarpj, galima jas
susaldyti.

Gervuogiy augalai pladiai paplite $iauriniame pusrutulyje. Sie augalai daugiausia auginami
Europoje ir Siaurés Amerikoje. Jau nuo XVI amZiaus gervuogés Europoje buvo Zinomos kaip
vaistinis preparatas, skirtas gydyti akiy ir burnos infekcijoms [10].

Pagrindiniai gamintojai Europoje yra Serbija, kurioje auginama nuo 8000 iki 10000 tony

per metus ir Vengrija [11, 12].

1 pav. Gervuogé (Rubus subgen. Rubus)
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Nors yra daug atlikty tyrimy ir jrodymy apie gervuogiy naudg sveikatai, taciau jos néra
naudojamos Kaip vaisty sudedamoji dalis. Sios uogos ar uogy i$spaudy ekstraktai dazniau

dedami j maisto papildy sudéti.
1.2. Gervuogiy biocheminé sudétis ir maistiné verté

Atsiradus vis daugiau jrodymy apie uogy nauda sveikatai, jy suvartojimas padidéjo visame
pasaulyje. Uogos naudingos sveikatai dél mazo kalorijy, riebaly kiekio ir didesnio vitaminy,
mineraly, skaiduly kiekio bei jvairiy biologiskai aktyviy sudedamuyjy daliy [13]. Bioaktyviis
junginiai pasireiSkia nedideliais kiekiais maisto produktuose ir yra laikomi ne maistinémis, bet
gyvybiskai svarbiomis zmoniy sveikatos priezitiros priemonémis [14].

Uogy cheminé sudétis priklauso nuo daugelio veiksniy: jvairovés, aplinkos veiksniy,
brandinimo etapo, derliaus nuémimo laiko ir metodo, laikymo salygy bei trukmés. Sie ir kiti
veiksniai daro jtakg uogy kokybei ir vartotojy pasirinkimui [15, 16, 17]. Ypa¢ sunku nustatyti
konkrecius veiksnius, kurie lemia uogy kokybe. Daug cheminiy medziagy gali biti skirtingy
koncentracijy subrendusiose uogose ir jos gali skirtingai reaguoti [18]. D¢l Siy priezasCiy gali
biti gana sudétinga palyginti skirtingy tyréjy gautus rezultatus [16].

Tiek gervuogéms, tiek jy iSspaudoms turéty buti skiriamas didelis démesys, kadangi jos
turi daug sveikatai naudingy medZziagy, tokiy kaip vitaminai A, B grupés vitaminai, C, E,
mineralai, pektininés medZiagos, organinés rigstys, sacharidai, fenolinés medziagos. D¢l tokios
junginiy jvairoves uogose, gervuoges igauna daug svarbesng reikSme, nes jy vartojimas padeda
sustiprinti kraujagysliy sieneles, i§valyti organizma, slopina alergines reakcijas, palankiai veikia
endokrining sistemg [6, 19, 20, 21]. Uogy vaisiuose yra apie 15 % tirpiy kietyjy daleliy
(daugiausiai cukraus) ir didelis fruktozés kiekis, o tai yra vertinga diabetu sergantiems asmenims
[22, 23].

Pagrindiné svieziy uogy mitybiné sudétis pateikta 1 lenteléje.

1 lentelé. Gervuogiy sudétis, pateikta literattiroje (g/100 g Svieziy uogy) [24]

Sudéties rodiklis Kiekis Sudéties rodiklis Kiekis
Drégme 88,15 Sacharoze 0,07
Baltymai 1,39 Gliukoze 2,31
Riebalai 0,49 Fruktozé 2,40
Angliavandeniai 9,61 Maltoze 0,07
Maistinés skaidulos 5,30 Galaktoze 0,03
Energiné verte (kcal) 43,00
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Uogose yra daug makro ir mikroelementy. Svarbiausi gervuogése esantys mineralai yra
fosforas, kalis, kalcis, magnis, gelezis, manganas, varis, natris. Mineralinés medziagos svarbios
zmogaus sveikatai, nes jos atlicka svarby vaidmenj augant kaulams, dantims bei tuo metu, kai

vystosi raumenys. Mineraliniy medziagy kiekiai pateikti 2 lentelé¢je.

2 lentelé. Mineraliniy medziagy kiekis gervuogiy uogose (mg/100 g uogy) [25, 26]

Elementas Ca Mg Fe P K Na Zn Mn Cu

6,0 - 170- 03— 120- 770- 10- 03- 1,2—- 0,02-
30,0 44,0 2,0 30,0 162,0 4,0 0,5 2,6 0,17

Kiekis

Gervuogés i§ kity uogy iSsiskiria tuo, kad turi labai didelj antioksidacinj aktyvumag ir
didelius kiekius fenoliniy junginiy, tokiy kaip taninai, antocianinai, elagitaninai, galo rugstis,

elago ragstis [25, 27].
1.2.1. Taninai

Taninai — polifenoliniy junginiy grupé, svarbi uogy vaisiy sudedamoji dalis. Gervuogése
taniny yra nedidelis kiekis. Jie vaidina esminj vaidmenj formuojant vaisiy ir vaisiy produkty
juslines savybes. Taninai atsakingi uz riig§ty skonj ir uz spalvos pasikeitima vaisiuose bei vaisiy
sultyse. Riigstus skonis atsiranda dél taniny, gleiviniy baltymy ir skonio receptoriy sgveikos [26].
Taip pat jie Zinomi kaip junginiai, neleidZiantys jsisavinti maistiniy medZiagy, kadangi jungiasi
prie peptidy NH grupés, juos nusodina ir neleidzia vykti hidrolizei skrandyje [10]. Kaip fermenty
inhibitoriai, taninai mazina kai kuriy augaliniy produkty maisting vert¢. Vaisiuose, kuriuose
gausu antocianiny, taninai stabilizuoja antocianinus, prisijungiant prie jy, kad susidaryty
kopolimerai. Gervuogése randami hidrolizuojami taninai (galo ir elago riig§ciy dariniai), kurie

vaisiuose pasitaiko re¢iau [26].
1.2.2. Antocianinai

Auksto antioksidacinio pajégumo junginiai — antocianinai, natiraliai randami gervuogeése.
Tai — flavonoidy pogrupis, kuris taip pat yra ir polifenoliy pogrupis [28]. Antocianinai yra
atsakingi uz uogy, vaisiy, darZoviy, géliy violeting, raudong ir meélyng spalvas. Taciau
antocianinai lengvai pasiverCia ] bespalvius junginius ir gali pasidaryti kaip netirpiis rudi
pigmentai. Sio flavonoidy pogrupio stabiluma salygoja daugelis veiksniy: $viesa, fermentai,
deguonis, metalo jonai, sieros dioksidas ar sulfito druskos, cukrus bei daznai naudojamas
terminis apdorojimas. Sie junginiai darosi vis svarbesni kaip antioksidantai [29]. Pastaraisiais

metais paskelbiama daug informacijos apie tai, kad antocianinai apsaugo nuo létiniy ligy, nuo
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Sirdies ir kraujagysliy ligy, slopina uzdegiminius procesus, sustiprina kraujagysliy sieneles, turi
antimutageninj ir prie§vézinj poveikj [20, 21, 30]. Taciau jie populiarts ne tik dél to, kad gali
biti naudojami kaip antioksidantai, bet ir kaip nattralus daziklis maisto produktuose [31]. Taip
pat yra vis daugiau jrodymy, kad antocianinai veikia angliavandeniy ir lipidy metabolizma.
Junginiai gali sgveikauti su o—amilazémis. Be to, antocianinai ir jy aglikonai yra svarbis
skatinant insulino sekrecija [32].

Gervuogés — puikus antocianiny $altinis [33]. Tyréjai nustaté, kad gervuogése randama
jvairiy antocianiny: cianidino gliukozidy (cianidin-3-gliukozidas, cianidin-3-rutinozidas,
cianidin-3-arabinozidas), pelargonidino gliukozidy (pelargonidin-3-gliukozidas) ir peonidino
gliukozidy (peonidin-3-gliukozidas) [12]. Taciau pagrindiniai antocianinai yra cianidin-3-
gliukozidas ir cianidin-3-rutinozidas (jy formulés zr. 2 pav) [22, 28]. Cianidin-3-gliukozidas yra
dominuojantis ir sudaro apie 80 % suminio antocianiny kiekio gervuogése [19]. Nemazai tyrimy
parodé, kad cianidinas ir pelargonidinas yra vieninteliai antocianino aglikonai Rubus genties
uogose. Mokslininky nustatytas gervuogése antocianiny kiekis yra 82—326 mg/g Svieziy uogy
[26, 28, 34].

Cianidin — 3 — rutinozidas

2 pav. Pagrindiniy antocianiny gervuogése cheminés formulés

Antocianiny ir kity fenoliniy junginiy efektyvuma ir stabiluma gervuogese gali paveikti
daug veiksniy, tokiy kaip Sviesos buvimas, fermentai (tokie kaip polifenolio oksidaze ir
peroksidaze¢), askorbo rugstis, drégmé ir deguonis. Atsizvelgiant ] tai, antocianiny
mikrokapsuliacija gali biiti puiki alternatyva norint iSlaikyti Siy biologiskai aktyviy junginiy

stabiluma, kai jie gaunami i§ maisto produkty [19].
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1.2.3. Fenolinés rigstys

Fenoliniy ruigséiy kiekis gervuogése svyruoja 7—64 mg/100 g Svieziy uogy ir dazniausiai
tai yra hidroksibenzoiné ir hidroksicinamono rigstys. Sios riigitys pasitaiko esteriy ir glikozidy
konjuguotosios formos, bet retai kaip laisvosios riugstys. Esteriai sudaro ~53 % visy fenoliniy
rugscéiy, glikozidai — ~44 %, o laisvosios rigstys tik ~3 %. Gervuogiy hidroksibenzoiné rugstis
apima p-hidroksibenzoing, protokatechino, galo, vanilino ir salicilo riigstis. Salicilo ragsties
glikozido ir esterio formos yra labiausiai paplitusios [10]. Kofeino, m—kumaro, p—kumaro ir
feruliné rugStys yra hidroksicinamono riigStys randamos gervuogése laisvos, esteriy bei
glikozidy formomis.

Galo rugstis yra stiprus antioksidantas, randamas uogose, juodoje arbatoje ir raudoname
vyne. Si riigstis turi didZiulj antioksidacinj aktyvuma, kuris 3 kartus didesnis nei vitamino C ar E
ir tai rodo, kad jos 3 hidroksilo grupés gali nepriklausomai veikti kaip elektrony akceptoriai.
Tode¢l galo riigSties dariniai yra galingi antioksidantai, kuriuose laisvos hidroksilo grupés gali

pasalinti radikalus [26].
1.2.4. Elago rigstis

Dar vienas svarbus bioaktyvus junginys gervuogése yra elago riigstis, kuri randama
gervuogiy minkstime bei séklose. Sios riigities kiekis $vieziose uogose kinta nuo 21 iki 150
mg/100 g SvieZziy uogy, priklausomai nuo tiriamos risies. Atliekant mokslinius tyrimus buvo
nustatyta, kad elago riig§tis sumazina véziniy lgsteliy augima, sukelia apoptoze¢ [35] ir turi jvairiy
prieSuzdegiminiy efekty [32].

Elago riigstis sudaro 51 % bendra fenoliniy junginiy kiekj. Ji yra svarbi mitybiniu pozitriu,
nes turi antivirusiniy, antioksidaciniy savybiy ir gali apsaugoti nuo storosios zarnos, plauciy ir

stemplés véziy formy [26].
1.2.5. Tokoferoliai

Tokoferoliai yra daZni lipofiliniai antioksidantai, kuriy gausu kai kuriuose aliejuose ir
rieSutuose, taCiau jy buvimas gervuogiy sé¢klose gali suteikti vitamino E aktyvumg ir
antioksidacines galimybes. Sie junginiai pasizymi svarbia maisto produktams savybe — stabdo
lipidy oksidacija [11].

Keletas mokslininky iStyré tokoferoliy kiekj gervuogése ir kiekis skyrési pagal tai, kur
gervuogés buvo auginamos, kokiuose pasaulio regionuose. Nustatymo metodai taip pat skiriasi.
3 lenteléje pateikti tokoferoliy kiekiai, publikuoti ankstesniuose straipsniuose. Bendras
tokoferoliy kiekis gervuogiy ekstraktuose svyruoja nuo 1739 mg iki 2363 mg/100 g ekstrakto.
Mokslinéje literatiiroje pabréZziama, kad pagrindinis yra y—tokoferolis (Zr. 3 pav) [26, 36].
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CHs
HaC. o W CHs
CW
CHj CHs CHy
HO’

3 pav. y — tokoferolio cheminé formulé

3 lentelé. Tokoferoliy kiekis gervuogiy isspaudy ekstraktuose (mg/100 g) [11]

Tokoferolis Po CO; ekstrakcijos Po ekstrakcijos su Po ekstrakcijos su
etanoliu heksanu

o— 71,9 51,3 69,9

B _ — _ _

y— 1620,9 2261,5 2251,7

5 — 45,8 30,8 41,9

Suma 1738,6 2343,6 2363,5

1.2.6. Fitosteroliai

Dar viena biologiskai aktyviy junginiy grupé randama gervuogése ir jy iSspaudose yra
fitosteroliai. Daugiausiai iStirti ekstraktai yra po ekstrakcijos su etanoliu, heksanu ir COa,.
Visuose ekstraktuose pagrindinis sterolis yra B-sitosterolis (zr. 4 pav). Jo kiekis gali biiti nuo
1026 iki 1383 mg/100 g ekstrakto. Stigmasterolis ir kampesterolis taip pat buvo aptikti, taciau
daug mazesniais kiekiais — atitinkamai 70-119 mg/100 g ekstrakto ir 50-80 mg/100 g ekstrakto
[11].

4 pav. B — sitosterolio cheminé formulé

1.2.7. Riebaly riigstys

Keli mokslininkai nustaté gervuogiy iSspaudose esancias riebaly rtgstis, gauti rezultatai

palyginti 4 lenteléje. Skirtingiems kiekiams jtakos tur¢jo skirtingai paruosti pradiniai méginiai
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[36] bei atlickamy ekstrakcijy bidai [11]. Tarp identifikuoty riebaly rtgsciy, dominuojancios
buvo polinesociosios ir mononesocioji riebaly rigstys. Pagrindiné i$ jy buvo linolo rigstis, kuri
atitiko didziausig kiekj. Skirtingi autoriai teigia, kad linolo rtigstis sudaro 55-58 % gervuogiy
i§spaudy aliejaus. Oleino ir a—linoleno rugséiy kiekiai nezymiai skyrési [34]. Naudojant vienodai
paruostas iSspaudas, tik skirtingus ekstrakcijos metodus — gautas didesnis kiekis o—linoleno
rugsties [11], o vykdant vienodg ekstrakcijos metoda su skirtingai paruoStomis iSspaudomis,
didesnis kiekis buvo randamas linolo rugsties [36].

Gervuogiy iSspaudy aliejuje gausu polinesoc¢iyjy riebaly ragsc¢iy — omega—3 (o—linoleno r.)
ir omega—6 (linolo r.). Sios riigstys svarbios imuninei sistemai, smegeny vystymuisi bei veiklai,
taCiau jOS nesintetinamos organizme, todél turi biiti gaunamos su maistu, o gervuogiy iSspaudos

yra puikus jy Saltinis.

4 lentelé. Riebaly rtgstys gervuogiy ekstraktuose, % [11, 36]

o
—~ = S
— ™ = Q S
s 2 2 & © s O § -
< © — — —~ —~ ®) N ~ N (=)
S = 3] & o N = O = £ &
@) (@] Nt i e} [ee) o ~ % —_ o~
0 ~ =~ o Q = M < e N @ @)
s IS e £ e e Qe L = IS | ~
I = = 3 £ o = 2 = T < o2
3 = E § § € g =5 & 1 =82
m p= o p & o 3 3 < - S Lo
Gl 3,7 0,1 4,7 139 423 154 05 0,2 - 0,04
G2 0,1 2,2 0,1 3,2 7,6 21,9 8,3 0,2 - 0,2 -
G3 0,05 46 0,08 2,8 19,24 63,61 14,98 - 055 - -
G4 0,04 45 0,09 25 17,07 61,24 13,77 - 068 - -

Gl — gervuogiy iSspaudy ekstraktas, gautas po ekstrakcijos su heksanu; G2 — gervuogiy iSspaudy ekstraktas, gautas po
ekstrakcijos su etanoliu; G3 — ekstraktas, gautas vykdant ekstrakcijq, kur pradiné zaliava (iSspaudos), buvo gauta SvieZias uogas
apdorojus; G4 — ekstraktas, gautas vykdant ekstrakcijq, kur pradiné Zaliava (iSspaudos), buvo gauta pries tai uzSaldytas uogas

apdorojus.
1.3. Lipidy oksidacijos procesas

Lipidai — svarbi maisto produkty ir daugelio biologiniy sistemy sudedamoji dalis. Jie
atlieka daug funkcijy: naudojami kaip energijos Saltinis, kaip riebaluose tirpiy vitaminy Saltinis,
taip pat kaip struktiirinis lgsteliy membrany komponentas ir kaip maisto produkty skonio bei
tekstiiros dalis. Kadangi lipidai néra tiksliai apibréZti, tai jiems priklauso jvairios junginiy
grupés, jskaitant monoacilglicerolius, diacilglicerolius, triacilglicerolius, fosfolipidus,

glikolipidus, riebaly riigstis, vaskus, sterolius, riebaluose tirpius vitaminus. Visi $ie junginiai gali
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buti suskirstyti  skirtingas lipidy klases pagal cheming struktiirg, poliSkuma, ar fizines savybes
[37]. Lipidams didele¢ zalg daro laisvieji radikalai.

Laisvieji radikalai gali biiti apibiidinami kaip bet kuri molekuliné rasis (atomas, molekulé
ar jonas), galinti egzistuoti visiSkai nepriklausomai, ir turinti atomo orbitoje nesuporuotg
elektrona. Sie radikalai nuolat gaminasi gyvose lastelése, todél jie yra normalios fiziologijos
dalis [38, 39]. Taciau jei laisvyjy radikaly kiekis yra per didelis, tai gali buti pazeidziami
audiniai, sunaikinami riebaluose tirpiis vitaminai, esantys organizme, sumazinama baltymy
kokybé, kadangi laisvieji radikalai gali reaguoti su baltymuose esanciais sieros junginiais, taip
pat gali jvykti lipidy oksidacija, dél kurios maisto kokybé bei sauga suprastéja, ir sukeliamos
jvairios ligos [40, 41, 42, 43]. Daugelyje ligy svarbiausi laisvieji radikalai yra reaktyvis
deguonies dariniai (ROS), ypa¢ hidroksilo radikalas (HO') ir superoksido anijonas (O, ") [39].

ROS susidarymg gali skatinti jvairlis veiksniai: tai vaistai, pesticidai, jvairios infekcijos,
didelis fizinis kriivis, stresas, radiacija, jvairis tirpikliai, ozonas ir dar daug kity veiksniy [44].

Vienas i§ svarbiausiy procesy, kuriuos sukelia laisvieji radikalai — lipidy oksidacija. Tai
pagrindiné maisto kokybés bei saugos pablogéjimo priezastis. Lipidy oksidacija vyksta keliais
skirtingai mechanizmais:

1) Autooksidacija — kai reaguoja lipidai su deguonimi;

2) Fotooksidacija — kai suzadinamas fotosensibilizatorius ir energija perkeliama j lipidy
molekules ar deguonj;

3) Terminé oksidacija — veikiant temperatiirai;

4) Fermentiné oksidacija — veikiant fermentams, tokiems kaip lipoksigenazés.

Labiausiai paplitusi autooksidacija — lipidy reakcija su deguonimi per laisvyjy radikaly
grandinine reakcijg.

Lipidy autooksidacija susideda i§ trijy pakopy:

1) Pradzia:

LH—L-+H-

2) Sklidimas:
L-+0,—LOO-
LOO-+LH—LOOH+ L-

3) Nutraukimas:

LOO-+AH«<LOOH+A-

A-+LOO-— neradikaliniai produktai

A-+A-—neradikaliniai produktai

Deguonies ir neso€iyjy lipidy (LH) reakcija apima laisvyjy radikaly inicijavimo (pradzios),

sklidimo ir nutraukimo procesus. Pradzia vyksta dé¢l vandenilio radikalo praradimo, esant Sviesai,
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Silumai ar tam tikriems metalams. Susidaro lipidy laisvasis radikalas (L-). Vykstant sklidimo
stadijai, gautas lipidy laisvasis radikalas reaguoja su deguonimi ir susidaro peroksi radikalas
(LOO"). Po to, Sioje pakopoje gautas LOO- reaguoja su dar daugiau LH, kad susiformuoty lipidy
hidroperoksidai (LOOH), kurie yra pagrindiniai pirminiai oksidacijos produktai. Sia grandinine
reakcijg gali nutraukti apsauginés medziagos — antioksidantai (AH) reaguodami su peroksi
radikalais, atiduodant laisvg vandenilio radikalg ir suformuojant stabilius radikalus arba
neradikalinius produktus [45].

Gauti lipidy hidroperoksidai gali toliau reaguoti su deguonimi, taip gaunant antrinius
produktus, tokius kaip dihidroperoksidai, bicikliniai endoperoksidai, cikliniai peroksidai,
ketohidroperoksidai ir epoksihidroperoksidai. Sie antriniai produktai gali skilti ]
monohidroperoksidus, suformuojant lakius skilimo produktus, kurie gali sgveikauti su

biologiniais komponentais, paveikiant gyvybines lasteliy funkcijas ir sukeliant jvairias ligas [46].
1.4. Antioksidantai ir ju poveikis

Gervuogés yra puikus natiraliy antioksidanty Saltinis, o tai yra viena i§ pagrindiniy
priezaséiy, dél kuriy uogos vis labiau populiaréja zmoniy mityboje [47].

Antioksidantai — tai tam tikri junginiai, kurie padeda sustabdyti oksidacinius procesus, taip
pat sujungti reaktyvius deguonies darinius. Kad antioksidantai veikty, jy uZtenka labai mazy
koncentracijy [48]. Antioksidanty déka laisvieji radikalai sujungiami ir taip lgstelés apsaugomos
nuo oksidacinio streso. Antioksidantai daZnai naudojami maisto konservavimui, taciau jy
svarbiausia naudojimo sritis yra Zmogaus organizmo saugojimas nuo ROS daromos zalos. Kai
organizme sutrinka pusiausvyra tarp ROS ir antioksidanty, padidéja ligy atsiradimo rizika, kurias
gali sukelti oksidacinis stresas [49].

Antioksidanty veikimas gali biiti keliy mechanizmy:
e Kai gali Salinti reaktyvius deguonies darinius;
e Kai gali sujungti pereinamyjy metaly jonus;
e Tai, kai jie dalyvauja grandinés nutraukimo reakcijoje;
e Kai stabdo reaktyviy deguonies dariniy formavimasi [49].

Reaktyviyjy deguonies dariniy (ROS) (tokiy kaip superoksidas, vandenilio peroksidas,
hidroksilo radikalai ir laisvieji radikalai) sukeltos reakcijos gali sukelti oksidacing zalg Iasteliy
strukttiroms ir funkcinéms molekuléms (pavyzdziui, DNR, baltymams, lipidams) [28]. Daugybé
atlikty tyrimy rezultaty rodo, kad oksidacinis stresas yra pagrindiné daugelio ligy priezastis.
Manoma, kad antioksidantai yra labai veiksmingi ROS paveikty audiniy sutrikimy gydymui [27].
Oksidacinis stresas gali sukelti jvairias ligas: astmg, létinj bronchita, artritg, katarakta,

Alzheimerio liga, Parkinsono liga, depresija, uzdegima bei uzkrétima ir dar daug kity ligy [50].
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Antioksidantai pagal kilme yra skirstomi j natiiralius ir sintetinius.
1.4.1. Naturaliis antioksidantai

Zmogaus organizmas turi keleta buidy, kad galéty kovoti su oksidaciniu stresu. Vienas i3
bidy yra toks, kad kovoja antioksidantai, kurie nattiraliai susidaro organizme (endogeniniai
antioksidantai), o kitas — kovoja antioksidantai, kurie gaunami i$ iSorés su maisto produktais
(egzogeniniai antioksidantai) [51]. Kai zmogaus organizme esantys antioksidantai veikia kartu su
natiraliais antioksidantais — stabdoma oksidacinio streso zala. Natiiraliems antioksidantams

priskiriami flavonoidai, fenolinés riigstys, karotinoidai, antocianinai bei tokoferoliai. [50]
1.4.2. Sintetiniai antioksidantai

Beveik visuose perdirbtuose maisto produktuose yra sintetiniy antioksidanty, taciau dél jy
galimo toksinio poveikio stengiamasi sintetinius antioksidantus keisti nattiraliais, tod¢l ieSkoma
kuo daugiau natiraliy antioksidanty Saltiniy. Sintetiniai antioksidantai pridedami ] maista
siekiant prailginti galiojimo trukme¢, daugiausiai norint sustabdyti nesociyjy riebaly rigsciy
oksidacijg. Placiausiai naudojami yra BHT (butilintas hidroksitoluenas) ir BHA
(butilhidroksianizolis). Jie yra stabiliis kaitinant, todél gali biiti naudojami kepty ar gruzdinty
maisto produkty gamyboje naudojamiems riebalams stabilizuoti. Taip pat populiarus sintetinis
antioksidantas yra TBHQ (butilhidroksikvinonas), kadangi jis stabilizuoja ir iSlaiko gyvininiy
maisto produkty §viezumg, maisting verte, spalva bei skonj [48, 49, 50].

1.5. Bioaktyviyju junginiy iSskyrimo metodai

Gervuogiy uogose ir jy iSspaudose gausu jvairiy junginiy, naudingy sveikatai, todél vis
labiau stengiamasi i§ jy iSgauti naudingus junginius ir §iy uogy ekstraktus pritaikyti maisto
produktuose. Yra didelis susidoméjimas galimu poveikiu Zmonéms de¢l uogy iSspaudy
fitocheminés sudéties ir jy teigiamo poveikio sveikatai [26].

IS uvogy iSspaudy ekstrakty gauta didelé¢ maistiné verté gali pateisinti tam tikry ekstrakty
komercializavima ne tik kaip maisto priedus, bet ir kaip kosmetikos komponentus [11]. Norint ir
siekiant, kad augaliné zaliava biity racionaliai panaudota, bitina i$skirti nattralius bioaktyvius
junginius bei kitas sveikatai vertingas medziagas.

Ekstraktai, praturtinti bioaktyviais junginiais, gali buti gaunami taikant jvairius
ekstrakcijos metodus — tradicinius, auksto slégio ir inovatyvius. Tradiciniai ekstrakcijos
metodai — tai maceravimas ir Soksleto ekstrakcija. Vykdant Siuos metodus, ekstrakcijai
sunaudojamas nemazas kiekis tirpiklio ir ekstrakcija vykdoma ilga laiko tarpg. Auksto slégio

metodams priskiriami superkritin¢ ekstrakcija CO; ir ekstrakcija padidintame slégyje tirpikliais.
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Taikant Siuos metodus sunaudojamas mazesnis kiekis tirpiklio, gaunamas geresnés kokybés
ekstraktas ir ekstrakcija vykdoma trumpesnj laikg. Inovatyviems metodams priskiriama
ckstrakcija  su  fermentais. Veikiant fermentais tiriamg medziaga, suskaldomi

stambiamolekuliniai junginiai ir taip gaunamas didesnis ekstrakto kiekis.
1.5.1. Soksleto ekstrakcija

Soksleto ekstrakcija yra naudojama jvairiy junginiy i$skyrimui, ta¢iau anksé¢iau §i ekstrakcija

buvo naudojama tik lipidy frakcijos iSskyrimui [52]. Soksleto aparatas pateiktas 5 paveiksle.

Ausinimo

skyséio —15

i5leidimas

Kondensatorius—
Ausinimo
[J—— skysé&io

ileidimas

Soksleto

ekstraktorius

Kolba su
tirpikliu

5 pav. Soksleto aparatas [53]

Soksleto ekstrakcijos naudojimas turi privalumy, jog tai yra pigus bei paprastas metodas, ir
vykdant ekstrakcija, nebiitina stebéti proceso, todél daznai atliekamas norint i§skirti junginius.
Taciau Sis metodas turi ir trikumy. Kadangi tai ilgai trunkanti ekstrakcija tirpiklio virimo
temperattiroje, tai gali buti prarandami tam tikri junginiai, nes gali jvykti terminis junginiy
skilimas. Taip pat vienas i§ pagrindiniy trikumy yra tai, kad Soksleto ekstrakcijos metu
sunaudojamas didelis kiekis tirpiklio [54].

Ekstrakcijai galima naudoti jvairius tirpiklius, tac¢iau daZniausiai naudojamas yra heksanas.
Nors $is tirpiklis didina aplinkos uzter§ima, taciau jis gerai tirpina aliejus ir taip gaunama didesné
iSeiga. Pastaruoju metu vis dazniau bandoma pasirinkti tirpiklj, kuris nesukelia tarSos aplinkai ir
apsaugo nuo sveikatos problemy. Tai tokie tirpikliai kaip vanduo, etanolis, izopropanolis. Taciau
Siy tirpikliy naudojimas sumazina ekstrakto iSeigg, kadangi sumazéja tirpinamos medziagos ir

tirpiklio giminingumas [53]. Ekstrakto iSeiga priklauso ne tik nuo tirpiklio, bet ir nuo Zaliavos
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daleliy dydzio. Kuo mazesnés dalelés, tuo didesnis pavirSiaus plotas ir gaunama didesné iSeiga
[55]. Po ekstrakcijos gautame ekstrakte dar biina likgs tam tikras tirpiklio kiekis, kurj reikia
nugarinti su rotaciniu garintuvu.

Vykdant ekstrakcijg, pirmiausia medziaga, kuri ekstrahuojama, dedama j ekstraktoriy. Po
to ] ekstraktoriy pilamas kondensuotas tirpiklis iki tokio lygio, kad biity perpildyta ir tirpiklis
patekty i distiliavimo kolba, kurioje tirpiklis ir ekstraktas, vienas nuo kito, atskiriami distiliavimo
biidu. Atskirtas tirpiklis susikaupia ekstraktoriuje. Toks procesas vykdomas iki tol, kol
ekstrakcija galutinai baigiasi [53].

1.5.2. Superkritiné ekstrakcija CO;

Superkritiné ekstrakcija CO, — tai toks metodas, kurio metu CO; dujos transformuojasi j
specifing biiseng, vadinamg superkritiniu skys¢iu. Superkritinis skystiS gaunamas tada, kai
temperattira bei slégis pasiekia kritinius taSkus ir gaunamas vienas bendras taskas. Taciau jei
vienas parametras yra vir§ kritinio tasko, o kitas — ne, skystis vadinamas subkritiniu [56].
Temperatiiros kritinis taskas yra tada, kai pasieckiama auks$ciausia temperatira, kurioje dujos
pereina | skysta faze, jei padidéja slégis. O slégio kritinis taSkas — kai skystis pereina i dujine

fazg, jei padidéja temperatiira. 6 paveiksle pateikta kaip susidaro superkritinis skystis.

i
: Superkritinis
1 skystis

P, pom e

Skysta

Stegis

Kieta

Dujos

Temperatira T

6 pav. Diagrama, parodanti superkritinj taska [57]

Tai kietos frakcijos méginiy ekstrakcijos metodas, kuriame tirpiklis yra superkritinis

skystis [58]. CO, ekstraktoriaus schema pateikta 7 paveiksle.
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Kondensatorius
Separatorius 2
Separatorius 1

Produktas 2 Produktas 1
arba atliekos

Ekstraktorius

CO, pompa

Sildytuvas

CO, rezervuaras

7 pav. CO, ekstraktoriaus schema [53]

Kad biity gaunami CO; ekstraktai, naudojamas slégis nuo 20 MPa iki 50 MPa ir didelio
tankio dujos. Siame metode biitina, kad dujos biity suslégtos [59]. Taip pat, kad ekstrakcija biity
tinkamai atlikta, reikia tinkamai pasiruo$ti zaliava, pasirinkti superkritinj skystj ir tinkamus
ekstrakcijai reikalingus parametrus (laikas, temperatiira, slégis) [53].

Superkritiniai skys¢iai yra tinkami tirpikliai vykdant ekstrakcija, kadangi pasizymi
unikaliomis fizikocheminémis savybémis. Siy skyséiy tankis, lyginant su jprastais skyséiais, yra
daug maZesnis, todél turi geresnes savybes skverbiantis j kietag matrica. Atliekant superkriting
ekstrakcijg, daznai pasirenkamas tirpiklis anglies dvideginis, nes jis iSgaruoja ir taip netrukdo
vykdant tolimesnius tyrimus.

CO,, (anglies dvideginio) dujos — pigios, nedegancios, inertiskos, nekenkiancios aplinkai ir
plagiai naudojamos. Sios dujos ypa¢ populiarios ekstrakcijoje, nes pakeitus temperatiira bei slégj,
taip pat gali biiti pakei¢iamas ir tirpiklio geb¢jimas tirpinti tam tikrus junginius, esancius uogose.
Naudojant anglies dvideginio dujas ekstrakcijos metu, iSvengiama terminé maisto degradacija,
kadangi §iy dujy kritiné temperatiira ir slégis yra nedideli (temperatiira — 31,06 °C, o slégis —
7,386 MPa) [60]. Pagrindinis CO, truakumas toks, kad jis pasiZymi mazu poliSkumu, todél ne visi
reikalingi junginiai gali biiti iSekstrahuojami. Tac¢iau norint padidinti CO; poliskumg, naudojami
cheminiai modifikatoriai, tokie kaip vanduo, acetonas, metanolis, etanolis, heksanas ir
dichlormetanas [61]. Dazniausiai poliskumui padidinti pasirenkamas metanolis, kadangi jis
geriausiai padidina poliSkuma, taciau labiausiai rekomenduojama naudoti etanolj, nes jis i§ visy

modifikatoriy yra maZziausiai toksiskas [60].
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Pradedant vykdyti SKE-CO,, tiriamoji medziaga dedama j specialig ekstrakcijos cele. Celé
uzdaroma dangcCiu, kuriame jtvirtintas temperatiiros matavimo valdiklis bei slégio j¢jimo ir
i8¢jimo voztuvai, kad ekstrakcijos metu biity palaikomos nustatytos salygos. Ekstrakcijos celg,
pompos pagalba, uzpildoma superkritiniu skysciu. Po to skystis patenka j separatorius, kuriuose
atskiriami istirp¢ skystyje junginiai [62].

Superkritiniy skys¢iy ekstrakcijos privalumai [63]:

1) Superkritiniai skysc¢iai turi didelj difuzijos koeficienta ir maza klampuma, todél gali
efektyviau prasiskverbti j tiriamg medziagg ir grei¢iau atlikti masés mainus;

2) Keiciant slégj bei temperatiirg, galima pasiekti didesnj superkritiniy skysc¢iy selektyvuma;

3) Istirpe junginiai nuo tirpiklio lengvai atskiriami, todél nereikia papildomo laiko ekstrakto
sukoncentravimui, kurio metu gali buti prarandami tam tikri lakieji junginiai,

4) SKE-CO, gali bati tinkama technika termiskai labiliy junginiy tyrinéjimui, kadangi
atlickama esant Zemai temperatiirai;

5) Ekstrakcija vykdoma trumpesnj laikg lyginant su Kitais, tradiciniais, metodais;

6) SKE-CO, procesuose skystis, dazniausiai CO,, panaudojamas pakartotinai arba
perdirbamas, taip sumazinant atlieky susidaryma;

7) Ekstrakcijos metu tirpikliai naudojami nedideliais kiekiais;

8) Pagrindinis privalumas — tai, kad gaunamas aukstos kokybés grynas ekstraktas be likuciy.

Didziausias trikumas superkritiniy skysciy ekstrakcijos, kad naudojama speciali jranga,

kuri yra labai brangi [64].
1.5.3. Ekstrakcija padidintame slégyje tirpikliais (EPS)

Ekstrakcija padidintame slégyje vykdoma esant 50-200 °C temperatiirai ir 10-15 MPa
slégiui. Sis metodas panasus j superkritinés CO, ekstrakcijos metoda, kadangi tirpikliai veikiami
slégio [65]. Ekstrakcijos schema pateikta 8 paveiksle.

Slegis palaikomas visos ekstrakcijos metu tam, kad aukstoje temperattiroje tirpiklis iSlikty
skystoje biisenoje. Taip pat dé¢l slégio ekstrakcijos metu celé greit uzpildoma tirpikliu. O esant
aukStesnei temperatiirai, gaunama didesné iSeiga, kadangi padidinamas ekstrahuojamy junginiy

tirpumas bei padidéja masés mainy greitis [59].
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8 pav. Ekstrakcijos padidintame slégyje ekstraktoriaus schema [53]

Ekstrakcija padidintame slégyje daZniausiai atliekama su organiniais tirpikliais arba
vandeniu. EPS ekstrakcijos metu sunaudojamas nedidelis kiekis tirpiklio lyginant su Soksleto
ekstrakcija. Taip pat Sis ekstrakcijos buidas yra geras tuo, kad ekstrakcija vykdoma neilgai ir tai
yra visiSkai automatizuotas ekstrakcijos metodas [66]. Taciau EPS ekstrakcijos metu gali bati
prarandami junginiai, kurie neatsparts aukStesnei temperatiirai.

Siam metodui naudojama i$dZiovinta bei susmulkinta Zaliava. Tiriama medziaga dedama j
ekstrakcijos cele, kurios abiejuose galuose jtvirtinami specialts filtrai ir uzdedami celés
dangteliai. Ekstrakcijai naudojama celé turi baiti atspari aukStam slégiui. Taip pat turi biti
parinkta tokio dydZzio, kad atitikty turimos medZiagos kiekj, kadangi parinkus per didelg cele,
bus sunaudojamas didelis kiekis tirpiklio. Paruosta celé su méginiu dedama i jrengima, kaitinama
iki nustatytos temperatiiros, o po to per virSy uzpildoma tirpikliu. Vykdoma statiné fazé, kurios
metu ] tirpiklj prasiskverbia junginiai, esantys tiriamoje medziagoje. Po tam tikro (nustatyto)
laiko, celé vél pildoma tirpikliu, taip iSstumiant jau esantj tirpiklj su junginiais } specialy
surinkimo indg. Ekstrakcijos pabaigoje, cel¢je likes tirpiklis j surinkimo indg iSstumiamas
suspaustomis azoto dujomis [67]. Gautas ekstraktas garinamas rotaciniu garintuvu kol visiskai

nebelieka tirpiklio.
1.5.4. Ekstrakcija naudojant fermentus

Naudojant jprastus tirpiklius ne visi bioaktyviis junginiai gali buti iSskirti. Kai kuriose
augaly lastelése fenoliai gali buiti aptinkami kaip lastelés sienelés fenoliai susijunge su
polisacharidais, tod¢l panaudojus jprastus tirpiklius, bioaktyvis junginiai nebus iSekstrahuoti.

Kad buty i$skirti atskiri fenoliai, reikalingas lasteliy sieneliy polisacharidy skilimas, kuris gali
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jvykti panaudojus fermentus [68]. Fermentiniy preparaty pagalba lgsteliy sieneliy struktiira yra
suardoma ir tokiu biidu galima iSekstrahuoti didesn;j kiekj bioaktyviyjy junginiy [69].

Fermentai vis dazniau taikomi atliekant mokslinius tyrimus. Pagrindiné jy funkcija —
augaly lgsteliy sieneliy suardymas [70]. Taip pat jie veikia kaip katalizatoriai fermentinéje
ekstrakcijoje, atskiriantys bioaktyvius junginius i$ zaliavos.

Fermentinéje ekstrakcijoje naudojamas fermentinis preparatas Viscozyme®L yra
daugiakomponenté karbohidrazé, galinti veiksmingai hidrolizuoti augaly lasteliy sieneliy
polisacharidus. Tai naudinga skaidant rySius su polisacharidy matricomis ir tokiu biidu
iSgaunama daugiau tarplgsteliniy komponenty [71].

Fermentiné ekstrakcija turi tam tikry privalumy lyginant su kitais ekstrakcijy metodais.
Vykdant ekstrakcijg su fermentais — nenaudojami organiniai tirpikliai, kurie gali buti kenksmingi
aplinkai, taip pat fermentais pagristy procesy metu naudojamos Svelnesnés veikimo sglygos,
kurios uztikrina ekstrakto kokybe [70]. Atliekant ekstrakcijg su fermentais svarbiis veiksniai yra
fermento koncentracija, inkubacinis laikas, temperatiira ir pH. Visi Sie veiksniai gali paveikti

fermentinio apdorojimo efektyvuma [71].
1.6. Procesy optimizavimas

Optimizavimas atlieckamas siekiant iSsiaiSkinti ekstrakcijai turiniy veiksniy jtaka ir
nustatyti optimalias sglygas, kurios veikia eckstrakto iSeiga [72]. Eksperimentiniy sglygy
optimizavimui taikoma atsako pavirSiaus metodika (APM) — tai empiriné statistiné metodika,
naudojama nustatyti koreliacijai tarp jvesty kintamyjy ir atsako [73]. Optimizavimas naudojant
pavirSiaus atsako metodika ne tik suteikia galimybe perZiiiréti platy eksperimenty plang, bet ir
parodo kokj vaidmenj atlieka kiekvienas parametras [74]. Prie§ taikant APM metodika,
pirmiausia reikia pasirinkti eksperimentinj planavima, pagal kurj bus atlieckami eksperimentai.
Yra kelios eksperimentinio planavimo formos: trijy lygiy, Box-—Behnken, centriskai
kompoziciniai ir Doehlert modeliai [75]. Vienas i§ populiariausiy ir daznai naudojamy atlickant
tyrimy optimizavima — centrikai kompozicinis eksperimentinis planavimas (CKP). Sis metodas
yra daZznai taikomas, kadangi atlieckant minimaly eksperimenty skai€iy, gaunami statistiSkai
tikslts rezultatai [73].

Kei¢iamy kintamyjy poveikis pavaizduojamas sudarant pavirSiaus atsako metodikos
grafikg [75]. Jei optimizavimas atlieckamas kei¢iant du parametrus — bréZziamas kvadratas, o jei

tris — kubas (zr. 9 pav.) [72].
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9 pav. Centriskai kompozicinis eksperimenty planavimas, skirtas (a) dviejy ir (b) trijy

kintamyjy optimizavimui

CKP turi Sias charakteristikas:
1) Visi veiksniai tiriami penkiais lygiais (-a, -1, 0, +1, + a);
2) Eksperimenty skai¢ius turi atitikti skai¢iy, apskai¢iuotg pagal formule:

N=k’+2k+c, (1)

Cia: k — veiksniy kiekis; cp — centrinio taSko pasikartojimy skaicius.

3) a vertés priklauso nuo kintamyjy skaiciaus ir gali buti apskai¢iuotos pagal formule:

q=2 kP 2)
Pagrindiniai pavirSiaus atsako metodikos taikymo optimizavimui etapai:
1) Nepriklausomy kintamyjy, kurie turi didele jtakg tyrimui, pasirinkimas;
2) Eksperimentinio plano pasirinkimas ir eksperimenty atlikimas;
3) Gauty ecksperimentiniy duomeny statistinis — matematinis apdorojimas, pritaikant

daugianario funkcija;
4) Modelio tinkamumo jvertinimas;
5) Kiekvieno kintamojo optimaliy verciy parinkimas.
Norint nustatyti kritinj taSkg (minimumg, maksimuma), bitina, kad daugianaré funkcija
turéty kvadratines reikSmes:
y = Bo + X Bixi + Xioq Bux? + Xhicic) Bijxix; + € 3)

Cia: y — atsako kintamasis; k — kintamujy skai¢ius; Py — pastovus narys; B; — kvadratiniai

parametro koeficientai; x; — nepriklausomi kintamieji; € — eksperimentinés klaidos narys [75].
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1. Tiriamasis objektas ir jo apdirbimas

Tiriamasis objektas — gervuogés (Rubus subgen. Rubus). Uogos buvo gautos i§ jmonés
UAB ,,FUDO. Gervuogés apdorotos su létaeige sulCiaspaude (,,Hurom HH — 2G*, Piety Koréja)
ir taip gautos i§spaudos, kurios dziovinamos 35 °C temperatiiroje su maisto produkty dziovykle
(,SFD 1205 WH* SENCOR). I8dziovintos i$spaudos susmulkintos su laboratoriniu cikloniniu
malinu (,,Retch®, Vokietija). Susmulkinimui naudojamas 0,2 mm dydzio akuéiy sietelis.

IS uogy gauty iSspaudy iSeiga nustatyta 33,69 %, o sul¢iy — 66,31 %.
2.2. Medziagos ir cheminiai reagentai

Tyrimams naudotos medziagos: diatominé Zzemé (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA,
JAV), mikrokristaliné celiuliozé (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, JAV).

Tirpikliai, naudojami tyrimams atlikti: metanolis (CH3OH), etanolis (C,HsOH) (Stumbras,
Kaunas, Lietuva), heksanas (CgH14), acetonas (C3HgO), distiliuotas vanduo, CO, dujos (99,9%,
Gaschema, Jonava, Lietuva).

Naudoti reagentai: Folin-Ciocalteu (Sigma—Aldrich, Buchs, Sveicarija), ABTS™ (Sigma—
Aldrich, Steinheim, Vokietija), azobis (Sigma— Aldrich, Steinheim, Vokietija), fluoresceinas
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija), TROLOX (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija), natrio
chloridas (NaCl) (Lach—Ner, Brno, Cekija), natrio karbonatas (Na;COs) (Sigma—Aldrich, Tokyo,
Japonija), kalio persulfatas (K,S;0g) (Lach-Ner, Brno, Cekija), dihidrofosfatas (KH,PO,)
(Panreac, Barselona, Ispanija), kalio chloridas (KCI) (Lach-Ner, Brno, Cekija),
natriohidrofosfato—dodekahidratas (Na;HPO,x12H,0) (Merck KGaA, Darmstadt, Vokietija),
galo ragstis (C7HgOs) (Sigma—Aldrich, Steinheim, Vokietija), Vyscozyme L (Novozymes,
Bagsvaerd, Danija).

2.3. Gervuogiuy iSspaudy cheminés sudéties nustatymas
2.3.1. Drégmeés kiekio nustatymas

Drégmeés kiekiui nustatyti buvo remiamasi LST 1SO 712:2000 [76]. Biuksai prie$ tyrimg
iSkaitinami iki pastovios mases. I biuksus 0,0002 g tikslumu pasveriama 3-5 g gervuogiy
i$spaudy ir gerai i¥maiSius dZiovinama dziovinimo krosneléje ,, VENTICELL*, esant 100105 °C
temperatiirai. Pirmg kartg bandinys pasveriamas po 3 valandy, o po to svérimai kartojami kas 6
valandas, kol pakartotiny svérimy rezultatai skiriasi 0,001-0,005 g. Prie§ sveriant biuksai 30
minuciy vésinami eksikatoriuje.

Bandinio drégmeés kiekis, iSreikStas procentais, skai¢iuojamas pagal formule:
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x =222, 100, % (4)

mi—m
Cia: m — biukso svoris, g; My — biukso svoris su bandiniu iki dZiovinimo, g; my — biukso

svoris su bandiniu po dziovinimo, g.
2.3.2. Baltymy kiekio nustatymas

Baltymy kiekis nustatytas Kjeldalio metodu, remiantis LST 1SO 20483:2006 [77].
Atliekant tyrimg Siuo metodu, analitinémis svarstyklémis 0,0002 g tikslumu pasveriama 1 g
gervuogiy iSspaudy j Kjeldalio kolbg. Pasvérus Zaliava, | kolbg jpilama 20 ml koncentruotos
H,SO, ir jdedama katalizatoriaus tableté (tabletés sudétis: K,SO4; CuSO4-5H,0; TiO,). Kolba
kaitinama elektriniu kaitintuvu (68-72 °C temperatiiroje), kol tirpalas pasidaro skaidrus. Po
kaitinimo kolbos atvésinamos.

Naudojant automatine distiliavimo jranga, gautas mineralizato tirpalas distiliuvojamas 5
minutes vandens garais. I$siskyr¢ amoniako garai kondensuojami grjztamajame Saldytuve ir
surenkami distiliato surinkimo kolbutéje. | distiliatg jlasinus TaSiro indikatoriy, titruojama 0,1 N
HCI, kol Zalsva bandinio spalva pasikeicia j violeting.

Taip pat atlickamas kontrolinis bandinys, tik vietoje mineralizato | distiliacijos kolba
pilama 20 ml koncentruotos H,SO,.

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

‘= 1,4-0,1;7(1V1—V0)’% (5)

Cia: 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,1 N HCI; V1 — 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas i$
distilivojamo mineralizato i$siskyrusiam amoniakui sujungti, ml; Vo — 0,AN HCI, sunaudotas
tuS¢iajam méginiui nutitruoti, ml; m — bandinio kiekis, g; 0,1 — druskos rtgsties, naudotos
titravimui, normalingumas.

Baltyminiy medZiagy kiekis skaiiuojamas padauginus nustatyta azoto kiekj 1§

perskai¢iavimo koeficiento 6,25.
2.3.3. Riebaly kiekio nustatymas

Riebaly kiekis nustatytas Soksleto metodu, remiantis LST ISO 1443:2000 [78]. Tiriamas
i8dziovintas bandinys (gautas po drégmés kiekio nustatymo), 3—5 g gervuogiy iSspaudy be
nuostoliy perneSama ant popierinio filtro. Filtras su bandiniu kruops¢iai susukamas. ParuoStas
bandinys pasveriamas 0,0002 g tikslumu ir sudedamas j Soksleto aparatg. Ekstrakcija vykdoma
su tirpikliu — heksanu, 6 valandas.

Pasibaigus ekstrakcijai, bandiniai iSimami i§ ekstraktoriaus ir laikomi traukos spintoje kol

iSgaruoja tirpiklio likuciai. Po to bandiniai dar dZiovinami 100105 °C temperatiiroje 30 min ir
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pasveriami. Riebaly kiekis apskai¢iuojamas pagal tai, kiek po ekstrakcijos sumazéja filtro su
tiriama medziaga masé.
Bandinio riebaly kiekis, iSreikStas procentais, apskaic¢iuojamas pagal formulg:
x =22-100,% (6)
Cia: a — suvynioto | filtra bandinio svoris prie§ ekstrakcija, g; b — suvynioto j filtra

bandinio svoris po ekstrakcijos, g; m — analizei paimto méginio mas¢, g.
2.3.4. Mineraliniy medZiagy kiekio nustatymas

Mineraliniy medziagy kiekis nustatytas remiantis LST ISO 2171:2007 [79]. Porcelianinis
tiglis iSkaitinamas dziovinimo krosnel¢je iki pastovaus svorio. | tigli pasveriama 2—5 g gervuogiy
i$spaudy 0,0002 g tikslumu. Tiglis su bandiniu apanglinamas ant elektrinés plytelés, kol visiskai
neberiiksta diimai. Po apanglinimo tiglis su medziaga perkeliamas i mufelj, kurio vidaus
temperatiira siekia 600-650 °C. Deginama 1516 valandy ir stebima, kad paskutiniai du svérimy
rezultatai skirtysi tik 0,0001 — 0,0005 g.

Peleny kiekis, iSreikStas procentais, apskaiciuojamas pagal formule:

my

x ==22.100,% )

mi—m

Cia: m — tiglio svoris, g; m; — tiglio svoris su bandiniu, g; m, — tiglio svoris su pelenais, g.
2.4. Eksperimentinio plano sudarymas

Funkcionaliyjy ingredienty i§gavimui 1§ gervuogiy iSspaudy buvo atlikti jvairts ekstrakcijy
metodai, kuriy metu gauti ekstraktai, praturtinti junginiais. Ekstrakty gamybos bei tyrimy
schema pateikta 10 paveiksle.

Pirmiausia su gervuogiy iSspaudomis buvo atlikta Soksleto ekstrakcija, kurios metu
naudotas tirpiklis heksanas. Ekstrakcija vykdyta 6872 °C temperatiiroje 360 minuéiy.

Tyrimo metu atliktas superkritinés ekstrakcijos CO; ir ekstrakcijos padidintame slégyje su
etanoliu parametry optimizavimas.

Atlikta superkritiné ekstrakcija CO,, jos metu taikytos optimalios sglygos: 64 °C
temperatira, 54,8 MPa, 171 min. Po SKE-CO; gauta liekana toliau ekstrahuojama naudojant
ekstrakcija padidintame slégyje su etanoliu. Ekstrakcija vykdyta optimaliomis salygomis — 90 °C
temperatiiroje, 3x15 min. Po ekstrakcijos gauta liekana dar ekstrahuojama tuo paciu metodu, tik
naudojant tirpiklj — vandenj, 130 °C temperatiiroje, 3x10 min.

Su SKE-CO; liekana dar atliktas maceravimas ir purtymas purtykléje su 70 % etanoliu. Po

Sios ekstrakcijos gauta liekana apdorojama taikant fermentine hidrolize, kad biity iSgaunami
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bioaktyviis junginiai, kurie nebuvo isskirti taikant kitus ekstrakcijos metodus. Fermentinés
hidrolizés metu naudojamas fermentinis preparatas Viscozyme L.

Ekstrakty, gauty po Soksleto, SKE-CO,, ekstrakcijy padidintame slégyje su etanoliu,
vandeniu ir po maceravimo bei purtymo purtykléje, nustatytas oksidacinis stabilumas, taikant
Oksipres ir Rancimat metodus. Ekstrakto, gauto po SKE-CO,, nustatytas peroksidy skaicius.

Naudojant chromatografinius metodus, nustatyta lipofiliniy ekstrakty (po SKE-CO; ir po
Soksleto) riebaly riigs¢iy sudétis. Visuose ekstraktuose, iSskyrus ekstrakta, gauta po fermentinés
hidrolizés, preliminariai identifikuoti bioaktyvis junginiai. Taip pat atlikta antocianiny analizé
gervuogiy iSspaudose ir jy ekstraktuose po ekstrakcijos padidintame slégyje su etanoliu bei
vandeniu.

Po ivykdyty ekstrakcijy, gauty liekany ir ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas
Folin Ciocalteu's, ABTS™ ir ORAC metodais. Tiriant kieta frakcija — taikyta QUENCHER

procediira, o ekstraktus — tradiciné tyrimy procediira.
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2.5. Soksleto ekstrakcija

Soksleto ekstrakcija buvo atlikta remiantis Luque de Castro (1998) metodika [54]
naudojant automatinj Soksleto ekstraktoriy (Behr Labor-Technik, Disseldorf, Vokietija).
Pradedant ekstrakcija, pirmiausia pasveriama 20 g susmulkinty gervuogiy iSspaudy ir kruopsciai
suvyniojama | filtrinj popieriy. Paruosti bandiniai pasveriami ir dedami j soksleto ekstraktoriy.
Ekstrakcija vyksta 6 valandas, 68-72 °C temperatiiroje, naudojant tirpiklj — heksana. Pasibaigus
ekstrakcijai, gautas ekstraktas garinamas rotaciniu garintuvu (Biuchi labortechnik AG, Konztanz,
Sveicarija), o po to, kad biity visiskai pasalintas tirpiklis, ekstraktas prapu¢iamas azoto dujomis.
Gauti ekstraktai pasveriami, paskaic¢iuojamos iSeigos (g/100 g) ir saugomi Saldiklyje rudo stiklo
buteliukuose.

Gauta liekana i§dziovinama iki pastovios masés 40 °C temperatiiroje ir saugoma sausoje

vietoje, sandariai uzdarytuose maiseliuose.
2.6. Superkritiné ekstrakcija CO, (SKE-CO,)

SKE-CO; atliekama naudojant 99,9 % grynumo CO, dujas (Gaschema, Jonava, Lietuva)
su ekstrakcijos sistema ,, Helix ““ (Applied Separation, Allen—town, PA, JAV).

Susmulkinty gervuogiy i$spaudy pasveriama 20 g ir dedama | ekstrakcijos cele. Celés
galuose jtvirtinamas absorbentas — vata. Ekstrakcijos metu CO, dujy srautas 2 L/min.
Superkritiné ekstrakcija CO, buvo vykdoma vienomis salygomis, pasirinktomis iSanalizavus
literatiirg [80] ir dvejomis optimizuotomis sglygomis:

1. 60 °C temperatiira, 120 min, 45 MPa slégis;

2. 64 °C temperatiira, 171 min, 54,8 MPa slégis;

3. 75 °C temperatiira, 126 min, 54,7 MPa slégis;

Ekstrakcijos metu vykdomos statiné bei dinaminé fazés. Pirmiausia vykdoma statiné — 10
min, o po to dinaminé. Gautas ekstraktas surenkamas j skaidraus stiklo buteliukus. PO
ekstrakcijos buteliukas su ekstraktu paliekamas kambario temperattiroje, kad nugaruoty ekstrakte
likes CO,. Turint tuscio buteliuko svorj ir buteliuko su ekstraktu svorj, apskai¢iuojama iseiga
g/100 g. Ekstraktas laikomas tamsiuose stikliniuose buteliukuose Saldiklyje, o liekana —

sandariuose maiseliuose tamsioje sausoje vietoje.
2.7. Ekstrakcija padidintame slégyje (EPS)

Kadangi CO; tirpina tik mazai polines ir nepolines medziagas, tai poliniy medziagy
iSekstrahavimui pasirinkta atlikti ekstrakcija padidintame slégyje. EPS buvo atlikta naudojant

ASE 350 (Dionex Corporation, Sunnyvale, JAV) jranga.
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Atliekant ekstrakcijg, buvo naudota medziaga po SKE-CO, ekstrakcijos, tirpikliai —
etanolis ir vanduo. Vykdant ekstrakcijg su etanoliu, nustatytos optimalios salygos: temperatiira
90 °C ir vykdoma 3 ciklai po 15 minu¢iy. O vykdant ekstrakcija su vandeniu, sglygos pasirinktos
i§ literatiiros — 130 °C temperatiira, 3 ciklai po 10 minuciy [80].

Pasibaigus ekstrakcijai, organiniai tirpikliai pasalinami naudojant rotacinj garintuva, o
vandeniniai ekstraktai — liofilizuojami. Gauti ekstraktai laikomi Saldiklyje tamsiuose

buteliukuose.
2.8. SKE-CO; ir EPS ekstrakcijy optimizavimas

Siy ekstrakcijy optimalios salygos nustatytos atlikus matematinj centriskai kompozicinj
eksperimenty planavimg atsako pavirSiaus metodu, naudojant statisting programg Design —
Expert 7.0.0 (,,Stat-Ease Inc“, Mineapolis, MN, JAV). Tyrimy duomenys iSanalizuoti
dispersinés ir koreliacinés — regresinés analizés metodais. Optimizuojant SKE-CO, atlikta
dvidesimt cikly, 0 EPS — trylika cikly skirtingomis sglygomis, su trimis pakartojimais. Visi
pasirinkti nepriklausomi parametrai uzkoduoti trimis lygiais (-1, 0, +1). Pasirinkti veiksniai
optimizuojami, kad biity gaunama kuo didesné ekstrakto iseiga. SKE-CO, ir EPS optimizavimo

nepriklausomi Kintamieji pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. SKE-CO, ir EPS pasirinkti nepriklausomi kintamieji optimizavimui

Nepriklausomi Vienetai SKE-CO;

kintamieji -1 0 1
Slégis (p) MPa 25 40 55
Temperatiira (T) °C 50 65 80
Laikas (t) min 60 120 180
Nepriklausomi Vienetali EPS

kintamieji -1 0 1
Temperatiira (T) °C 50 70 90
Laikas (t) min 5 10 15

Modelio adekvatumas nustatytas jvertinant koeficienty reikSminguma, regresijos
koeficienta (R?) ir Fierio kriterijy (F), gauta dispersinéje analizéje ,, ANOVA®. Pavirsiaus atsako
metodas ir kontiiry plotai sukurti naudojant kvadratinj daugianarj. Nepriklausomas kintamasis su
maziausiu atsako efektu laikomas centringje tasko vertéje, o kity kintamyjy lygiai eksperimento

svyravimo metu kei¢iami.
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2.9. Maceravimas ir purtymas purtykléje

Sis metodas atliktas pagal Rodriguez — Saona ir kt. (2001) metodika su neZymiais
pakeitimais [81]. Tyrimas atliekamas su liekana po 11 SKE-CO, ekstrakcijos. Ekstrakcijos metu
naudojamas tirpiklis — misinys: 70 % etanolis ir 30 % dist. H,0.

Pradedant tyrimg, pirmiausia pasveriama zaliava ] kuging kolbg ir uzpilama i§ anksto
paruostu tirpikliu. Zaliavos ir tirpiklio santykis 1:6. Misinys suplakamas ir dedamas j purtykle,
kurioje purtoma 6 valandas. Praéjus laikui, nufiltruojama, lickana vél uzpilama tirpikliu
(santykiu 1:3) ir purtoma dar 6 val. Pasibaigus purtymosi laikui, nufiltruojama. Gauti filtratai
garinami rotaciniu garintuvu kol i§garuoja etanolis, o po to liofilizuojama, kad biity pasalintas
likes vanduo. Gautas ekstraktas laikomas Saldiklyje iki kol bus analizuojamas. Liekana po

ekstrakcijos iSdziovinama ir laitkoma sandariuose maiseliuose.
2.10. Fermentiné hidrolizé

Metodas atliktas pagal Kapasakalidis ir kt. (2009) metodika su pakeitimais [82]. Tyrimui
naudojama kieta lickana po maceravimo ir purtymo purtykléje su 70 % etanoliu. Pasveriama 5 g
medziagos, sudedama ] kiginius uzsukamus mégintuvélius, uzpilama vandeniniu tirpalu
(buferiu, kurio pH=4,8) ir su pipete pridedama 500 pl fermentinio preparato (Viscozyme L). Dar
tokiu pat budu paruoSiamas bandinys, tik i ji nepridedama fermento. Fermentiné hidrolize
vykdoma 6 valandas, 50 °C temperatiiroje, 250 aps/min grei¢iu. Po to, fermentiné hidrolizé
inaktyvuojama 10 min laikant 100 °C temperatiiros vandenyje. Po inaktyvavimo at$aldoma.

Taip pat padaromi kontroliniai méginiai. Vienam naudojamas tik vandeninis tirpalas (t.y.
buferis, kurio pH=4,8), o kitam — vandeninis tirpalas ir fermentinis preparatas.

Po fermentinés hidrolizés méginiai centrifuguojami 400 aps/min greic¢iu, 10 minuciy.
Gautos kieta ir vandenin¢ fazés atskiriamos. Vandenin¢ fazé¢ liofilizuojama, o kieta fazé¢ —
iSdziovinama. Apskai¢iuojamos ekstrakcijos iSeigos g/100 g fermentuojamos zaliavos. Gautas

ekstraktas bei likutis saugomi tamsaus stiklo buteliukuose Saldiklyje.
2.10.1. Fermento aktyvumo nustatymas

Fermento aktyvumas nustatytas remiantis Ghose ir kt. (1987) aprasyta metodika [83].
Metodas pagrjstas reakcijos sustabdymu. Po tam tikro nustatyto laiko reakcija sustabdoma
(paveikiant kar$¢iu) ir matuojamas susiformavusio produkto kiekis.

0,5 ml tiriamo fermento 10 karty praskiedziama 0,05 M natrio citrato buferiu, kurio
pH=4,8 ir sildoma 50 °C temperatiiros vandenyje. | gautg tirpalg pilama 0,5 ml substrato (2 %
KMC istirpinta natrio citrato buferyje), iSmaiSoma ir $ildoma 30 min, 50 °C temperatiiroje.

Pasibaigus reakcijos laikui, pilama 3 ml DNS ir dar 5 min pavirinama. Po virimo — atvésinama.
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ISmatuojama gauto tirpalo absorbcija 540 nm bangos ilgyje ir nustatoma gliukozés koncentracija
tirpale. Dar paruo$iami tirpalai: gliukozés standartas (0,5 ml substrato tirpalas Sildomas 30 min,
50 °C temperatiiroje, po to jpilama 3 ml DNS ir 1 ml gliukozés standarto, verdama 5 min),
tus¢ias fermento bandinys (0,5 ml substrato tirpalas Sildomas 30 min, 50 °C temperatiiroje,
jpilama 3 ml DNS ir 1 ml fermento tirpalo, verdama 5 min), tus¢ias bandinys (0,5 ml substrato
tirpalas Sildomas 30 min 50 °C, pilama 3 ml DNS ir 1 ml citrato buferio, verdama 5 min). Visy
atvésinty méginiy iSmatuojama absorbcija. Vienas fermento aktyvumo vienetas lygus fermento
kiekiui, kuris hidrolizuodamas KMC reakcijos metu isSlaisvina 1 umol gliukozés per 1 minutg.

Nustatytas fermento aktyvumas buvo lygus 0,09 IU/ml.
2.11. Ekstrakty bei kietos frakcijos antioksidaciniy savybiy tyrimai

Prie§ atliekant antioksidacinio aktyvumo tyrimus pasirinkta modeliné sistema, pagal kurig
padaromi skiediniai su skirtingomis koncentracijomis, o ne tiriami gryni koncentruoti ekstraktai
ar gryna kieta frakcija.

Koncentruoty ekstrakty skiediniy paruo$imui, ekstraktai tirpinami distiliuotame vandenyje
arba metanolyje, priklausomai nuo to, kur tirpsta.

Kai tiriama kieta frakcija, skiediniai daromi su mikrokristaline celiulioze. Tai atliekama
pagal modifikuotg Gokmen ir kt. (2009) metodika [84].

Absorbcijai matuoti buvo naudojamas spektrofotometras ,,Spectronic Genesys 8.
2.11.1. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)

Metodas atliekamas pagal modifikuotg Singleton, Orthofer ir Lamuela-Raventos (1999)
[85] metodika. Gauti rezultatai isreiSkiami galo rugsties ekvivalentais (mg GRE/g bandinio).
Metodas yra paremtas Folin — Ciocalteu s reagento ir fenoliniy junginiy spalvine reakcija bei
susidariusios spalvos intensyvumo matavimu, naudojant spektrofotometra, taip nustatant
fenoliniy junginiy kiekj.

Prie$ atliekant tyrima, Folin — Ciocalteu s reagentas praskiedziamas distiliuotu vandeniu,
santykiu 1:9.

Tiriant skystus ekstraktus, su automatine pipete paimama 150 pl bandinio arba metanolio
(kontrolinis bandinys) ir sumaiSoma su 750 ul Folin — Ciocalteu ‘s tirpalu. Po 3 min dar jpilama
600 ul NayCOg tirpalo (75 g/1). Paruosti bandiniai padedami j tamsig vietg ir laikomi 2 valandas.
Praéjus laikui, matuojama absorbcija, esant 760 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis:
y=0,0104x+0,00185; R? = 0,9987.

Atlieckant QUENCHER procedirg, pasveriama 10 mg bandinio arba 10 mg

mikrokristalinés celiuliozés (kontrolinis bandinys) ir sumaiSoma su 150 pl distiliuotu H,0O,
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750 pl Folin — Ciocalteu s tirpalu bei 600 pl Na,COs tirpalu (75 g/l). Paruosti bandiniai purtomi
2 valandas tamsoje, centrifuguojami (4500 aps/min, 5 min) ir matuojama absorbcija, esant 760
nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreives lygtis: y=0,012x+0,0329; R?*=0,9958.

Galo rugsties kalibracinei kreivei paruosti pasveriama 10 mg mikrokristalinés celiuliozés,
jpilama 150 pl galo ragsties tirpalo (0-80 pg/ml distiliuoto H,O) arba distiliuoto H,O
(kontroliniam bandiniui). Po to sumaisoma su 750 pl Folin — Ciocalteu’s tirpalu ir 600 pl
Na,COs tirpalu. Bandiniai kaip ir QUENCHER procediiroje purtomi 2 valandas, centrifuguojami

ir matuojama absorbcija, esant 760 nm bangos ilgiui.
2.11.2. ABTS™ laisvyjy radikaly sujungimo metodas

Sis metodas atlieckamas pagal pakeista Re ir kt. (1999) metodika [86] ir isreiskiama
Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (mg TE/g bandinio).

Pirmiausia pasiruoSiamas fosfatinis buferinis tirpalas (PBS): 1 | distiliuoto H,O istirpinama
8,18 g NaCl, 0,27 g KH,PO,, 1,42 g Na,HPO, ir 0,15 g KCI (pH = 7,4). ABTS™ radikalas
gaunamas sumaisius 50 ml ABTS™ tirpalo (2 mmol/I PBS) su 200 pl K,S,0g tirpalu (70 mmol/l
dist. H,0) ir gautg mis$inj laikant kambario temperatiiroje tamsioje vietoje 15-16 val. Darbinis
ABTS™ tirpalas ruoSiamas sumaiSant koncentruota miSinj su PBS buferiniu tirpalu iki
0,700+0,003 absorbcijos vertés, esant 734 nm bangos ilgiui.

Tiriant skystus ekstraktus, paimama 25 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys)
ir sumaisoma su 1500 pl darbiniu ABTS™ tirpalu. Sumaisyti bandiniai laikomi 2 val tamsoje ir
po to matuojama jy absorbcija, esant 734 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis:
y=0,0638x-1,3042; R? = 0,9977.

Atlieckant QUENCHER procediirg, pasveriama 10 mg bandinio arba 10 mg
mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui), maiSoma su 25 pl metanolio ir 1500 pl
darbinio ABTS™ tirpalo. Paruosti bandiniai purtomi tamsoje 2 val, centrifuguojami (4500
aps/min, 5 min) ir matuojama absorbcija, esant 734 nm bangos ilgiui. Kalibracinés kreivés lygtis:
y=0,0507x-0,3271; R? = 0,9970.

Kalibracinei kreivei paruosti pasveriama 10 mg mikrokristalinés celiuliozés, sumaiSoma su
25 pl Trolokso tirpalo (0—1000 umol/l metanolio) arba metanolio (kontroliniam bandiniui) ir dar
jpilama 1500 pl darbinio ABTS™ tirpalo. Viska sumaisius, bandiniai purtomi 2 val tamsoje,

centrifuguojami ir matuojama absorbcija prie 734 nm bangos ilgio.
2.11.3. Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymas (ORAC)

ORAC metodas atliekamas pagal Prior ir kt. (2003) metodikag [87] su nedideliais

pakeitimais ir iSreiSkiama Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (mg TE/g bandinio).
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Eksperimentas pagrjstas peroksido radikaly sujungimu, kurj generuoja azobis (AAPh). Analizei
ruosiami skirtingy koncentracijy fluoresceino tirpalai:

1. S; tirpalas: 0,045 g fluoresceino milteliy tirpinama 100 ml PBS. Tirpinama ultragarso
voneléje, kol visiSkai nelieka fluoresceino milteliy.

2. S, tirpalas: paimama 0,5 ml S; tirpalo ir 100 ml matavimo kolboje uzpilama iki zymés
PBS tirpalu.

3. Ss tirpalas: paimama 0,8 ml S; tirpalo ir 50 ml matavimo kolbutéje uzpilama iki zymés
PBS tirpalu.

Tiriant skystus ekstraktus, 25 pl bandinio arba metanolio (tu$¢ias bandinys) ir 150 pl
fluoresceino tirpalo Ss supilama j 96 3ulinéliy juoda nepermatoma lékstele. Inkubuojama 37 °C
temperatiiroje 15 min. Po inkubacijos, su daugiakanale pipete j Sulinélius pripilama po 25 pl
AAPh tirpalo (240 mmol/l). Tada lékstelé dedama j spektrofotometrg (FLUOstar Omega reader
BMG Labtech, Offenburg, Vokietija). Fluorescencija matuojama 120 cikly (vienas ciklas trunka
1,1 min). Plotas, esantis po kalibracine kreive (AUC) kiekvienam bandiniui apskai¢iuojamas
integruojant santykine fluoresceino kreive. Kalibracines kreivés lygtis: y=0,1394x—0,7395; R? =
0,9926.

AUC apskaiciuojamas pagal formule:

AUC =1+ ZEPX (8)
0

Cia: fy — pradiné fluoresceino verté (0 min); f; — fluoresceino verté tam tikra laika.

Atlickant QUENCHER procediirg, pasveriama 10 mg bandinio arba 10 mg
mikrokristalinés celiuliozés (kontrolinis bandinys), jpilama 150 ul PBS tirpalo ir 900 pl
fluoresceino tirpalo Sz. SumaiSyti bandiniai, purtomi 1 val tamsoje, centrifuguojama (4500
aps/min, 5 min). Bandiniai atsargiai iSimami i$ centrifugos, kad nesusimai$yty. Su pipete
kruops¢iai paimamas Optiskai skaidrus skystis (175 pl) ir supilamas j 96 Sulinéliy juoda
nepermatoma lékstele. Inkubuojama 37 °C temperatiiroje 15 min. Po to supilama AAPh tirpalas
(25 ul). Fluorescencija matuojama 150 cikly (ciklo trukmé 1,1 min). Kalibracinés kreivés lygtis:
y=0,1302x+2,7856; R2 = 0,9870.

Kalibracinés kreiveés sudarymui buvo naudoti jvairiy koncentracijy trolokso tirpalai (0-500

pmol/l PBS).
2.12. Riebaly oksidacinio stabilumo nustatymo tyrimai
2.12.1. Peroksidy skaiciaus nustatymas jodometriniu metodu
Metodas atliekamas remiantis LST EN ISO 3960:2010 [88]. Nustacius peroksidy skaiciy,

galima suzinoti, kiek tiriamuose riebaluose yra junginiy (peroksidy ar j juos panasiy riebaly
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oksidacijos produkty), kuriuos oksiduoja jodidas, kai atliekama analizé. Sis rodiklis parodo
riebaly sugedimo laipsnj, todé¢l laikomas svarbiu kokybés rodikliu.

Riebaly bandinys pasveriamas 5+0,005 g ir tirpinamas chloroformo bei ledinés acto
rugsties tirpale (2:3), ir dar jpilama 0,5 ml sotaus KJ tirpalo. Gautas miSinys maiSomas 1 min, po
to praskiedziamas 30 ml dist. H,O ir titruojamas 0,01 N natrio tiosulfato tirpalu. Titravimui
naudojamas indikatorius — 1% krakmolo kleisteris. Titruojama iki kol visiskai iSnyksta mélyna
spalva.

LygiagreCiai atlickama kontroliné analizé, tik jau nereikia riebaly. Peroksidy kiekis
iSreiSkiamas mekv aktyvaus deguonies/Kg aliejaus ir apskai¢iuojamas pagal formule:

PS = (V—V1):N-1000 (9)

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

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

Gervuogiy iSspaudy ekstrakty poveikis majonezo ir aliejaus oksidaciniam stabilumui buvo
isbandytas instrumentiniu metodu Oksipres. Sis metodas atlickamas naudojant ,,ML Oxipres*
(Mikrolab Aarhus, Hgjbjerg, Denmark) prietaisg pagal Trojakova ir kt. (1999) metodika [89].
Pasveriama 0,001 g tikslumu 6 g (majonezui), 5 g (aliejui) bandinio ir patalpinama ] reakcijos
cele. Tiriamas aliejaus stabilumas oksidacijai esant aukstai temperattirai ir deguonies slegiui.
Oksidacinio stabilumo tyrimui naudota temperatiira 120 °C (majonezui) ir 110 °C (aliejui), o
deguonies slégis — 0,5 MPa (5 bar). ,,ML Oxipres* prietaisas automatiSkai nubrézia deguonies
slegio kitimo kreive bei nustato indukcinj perioda (IP), kuris parodo riebaly patvarumag

oksidacijai, valandomis (11 pav.).
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11 pav. Oksipresu uzrasyta oksidacijos kinetiné kreivé ir nustatytas indukcinis periodas
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2.12.3. Riebaly oksidacinio stabilumo nustatymas Rancimat metodu

Metodas atliekamas naudojant Metrohm 873 Biodiesel Rancimat (Metrohm Ltd., Herisau,
Switzerland) prietaisa pagal Jain ir kt. (2010) metodika [90]. Atlikus §j metoda, galima pamatyti
peroksidacijos proceso pabaigg.

Tiriami bandiniai su skirtingais gervuogiy iSspaudy ekstraktais majoneze ir grynas aliejus.
] reakcijos mégintuvélj pasveriamas bandinys 6+0,001 g (majonezui), 50,001 g (aliejui).
Meégintuveliai uzdaromi specialiais dangteliais, kurie sujungti su oro padavimo zarnelémis ir jau
uzdaryti mégintuveliai sudedami | Rancimat jrengimg. Lakieji junginiai, iSsiskiriantys skilimo
proceso metu, surenkami stiklinélése, pripildytose 60 ml distiliuoto vandens ir uzfiksuojamas
vandens laidumas. Reakcijai vykstant, prietaisas automatiSkai nubrézia kreivg bei nustato
indukcinj perioda (12 pav.), kuris nustatomas kaip laiko intervalas, kai laidumas nepadidéja [91].
Reakcijai atlikti buvo naudojama 120 °C (majonezui), 110 °C (aliejui) temperatiira, 0,5 MPa

slegis ir 20 L/val dujy srautas.
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12 pav. Rancimatu uzrasyta oksidacijos kinetiné kreivé ir nustatytas indukcinis periodas
2.13. Riebaly rugsciy sudéties nustatymas dujy chromatografijos metodu

Metodas atliktas remiantis Moreda ir kt. (2001) metodika [92]. Atliekant tyrimg nustatomi
riebaly riigsciy metilo esteriai, kurie turi nuo 8 iki 24 anglies atomy granding.

Trigliceridy esterinimui ir laisvy riig8¢iy apmuilinimui j 50 ml apvaliadugneg kolba pilama
0,5 g aliejaus ir 4 ml metanolinio NaOH (0,5 N), po to kaitinama su grjztamuoju Saldytuvu, kol
visiskai nebesimato riebaly fazés.

Po riebaly esterifikavimo, per griztamojo Saldytuvo virSy jpilama 5 ml 24% boro

trifluorido/ metanolio komplekso ir verdama 2 min, po to atvésinama iki kambario temperattros.
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I atvésintg bandinj jpilama 5 ml n—heksano ir 5 ml NaCl. Viskas gerai sumaiSoma. Palickama
stovéti, kol susidaro sluoksniai. VirSutiné heksano fazé atskiriama ir laikoma iki kol bus
analizuojama. Analizei imama 100 pl heksano fazés ir praskiedziama 900 pl heksanu.

Tyrimas atliekamas dujiniu chromatografu HRGC 5300 (Mega Series, Carlo Erba, Milan,
Italija) naudojant liepsnos jonizacinj detektoriy su poline SPTM-2560 kolonéle (Supelco,
Bellefonte, PA, JAV). InZektoriaus (bandinio jleidimo kameros) temperatira 220 °C, o
detektoriaus — 240 °C. Jleisto bandinio kiekis — 1 pl. Junginiams identifikuoti naudotas etaloninis
37 riebaly rugs¢iy misinys (SupelcoTM). Ragsciy metilo esteriai identifikuojami pagal iSlaikymo
laikus, o procentiné¢ riebaly riugSciy sudétis apskaiCiuojama smailiy plotus lyginant su

etaloniniais smailiy plotais.

2.14. Preliminari ekstrakty analizé ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos —
masiy spektrometrijos metodu (UESCh-Q-TOF)

Ekstrakty analizé naudojant ultraefektyviosios skys¢iy chromatografija atlikta pagal V.
Kraujalytés (2013) pasitilyta metodikg [93] su nezymiais pakeitimais. Ekstrakty analizé atlikta
naudojant Waters Acquity sistema (Waters, Milford, JAV), kuri buvo sujungta su hibridiniu
kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru (angl. Q-TOF) (Bruker Daltonic, Brémenas,
Vokietija). Su atvirksciy faziy analitine kolonéle Acquity BEH C18 atliktas anali¢iy skirstymas,
Amide 2,1x100 mm, sorbento daleliy dydis — 1,7 um (Waters, Milford, JAV), kuria buvo
palaikoma 40 °C temperatiira. Eliuenty sistema: A — 0,4 % skruzdziy rugstis (v/v), B — 100 %
acetonitrilas. Judrios fazés tékmés greitis — 0,4 ml/min, jleidziamas tiris — 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 reZimu, kurio parametrai buvo kontroliuojami HyStar
programine jranga. Chromatografiniy smailiy preliminarus identifikavimas atliktas lyginant su

literatiiros duomenimis ir duomeny bazése esancia informacija (ChemSpider, Metlin).
2.15. Antocianiny analizé
2.15.1. Bendras antocianiny kiekis

Metodas atliktas remiantis Giusti ir kt. (2001) metodika [94]. Pradedant tyrimg pirmiausia
paruosiami buferiniai tirpalai. Buferinis tirpalas, kurio pH=1 (kalio chloridas, 0,025 M) —j 11
matavimo kolbg pasveriama 1,86 g KCI ir jpilama distiliuoto H>O iki mazdaug 980 ml,
matuojamas pH, kurio paklaida gali biiti 0,05, reguliuojama su HCI. Nustacius tinkamg pH,

distiliuotu H,O praskiedziama iki zymés. Buferinis tirpalas, kurio pH=4,5 (natrio acetatas, 0,4
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M) — i 1 1 matavimo kolbg pasveriama 54,43 g CH3CO;Na-3H0 ir jpilama distiliuoto H,O iki
mazdaug 960 ml. Matuojamas pH ir po to iki zymés praskiedziama su vandeniu.

Atitinkamy nustatyty koncentracijy bandiniai uzpilami buferiniais tirpalais: tieck pH=1, tiek
pH=4,5 ir matuojama absorbcija, esant 520 nm ir 700 nm bangos ilgiams. Apskai¢iuojama

antocianino pigmento (AP) koncentracija:

. . .103
AP =200 mg)l (10)
Cia: A:(A520nm — A?OOnm)le.O — (A520nm — A?OOnm)pH4.5; MW (molekulinis SVOI’iS):449,2

g/mol; DF — praskiedimo faktorius; 1 — kiuvetés ilgis; €=26900 (moliariné absorbcija).
2.15.2. Antocianiny kokybiné ir kiekybiné analizé

Antocianiny analizé atlikta remiantis Grunovaités ir kt. (2016) pateikta metodika [95].
Antocianiny ekstrakcija: 2 g gervuogiy iSspaudy supilama j plac¢iadugne kolba, uzpilama 20 ml
CH3;OH/H,0 (50:50), kuriame yra 0,1 M HCI. Misinio ekstrakcija vykdoma 5 min ultragarso
voneléje ir 30 min intensyviai maiSant magnetine maisykle (90 aps/min). Gauta istrauka buvo
filtruota per popierinj filtrg ir centrifuguota 2200 aps/min grei¢iu 5 min, 4 °C temperatiiroje.
Liekana pakartotinai tuo paciu budu buvo ekstrahuota 2 kartus. Supernatantas surenkamas ir
koncentruojamas rotaciniame garintuve 25 °C temperatiiroje, veliau praskiedZziamas 25 ml
matavimo kolbutéje iki Zymés CH3OH, kuriame yra 0,1 M HCI. MiSinys filtruojamas per 15 mm
Svirksto filtrg ir saugomas gintaro spalvos buteliukuose —18 °C temperatiroje. Prie§ atliekant
chromatografing analize¢ 1 ml gauto koncentrato buvo iSgarinta iki sausumo azoto dujomis.
Gautas turinys (arba tiriamasis ekstraktas) buvo praskiestas ESCh grynumo metanoliu ir
nufiltruotas.

Kiekybiné analizé buvo atlikta Waters Acquity sistema. Anali¢iy skirstymas atliktas
atvirks§ciy faziy analitine kolonéle Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm, sorbento daleliy dydis — 1,7
um (Waters, Milford, JAV), kuria buvo palaikoma 40 °C temperatiira. Eliuenty sistema: A — 1 %
skruzdziy ragstis (v/v), B — 100 % acetonitrilas. Eliucijos trukmé — 17 min. Detekcija 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 literattiros duomenimis.

Kalibraciné kreivé sudaryta pagal cianidin-3-gliukozido standarto (y = 0,006876x +
518,6046; R* = 0,996) skirtingy koncentracijy (20-100 pg/ml) tirpalus. Junginiy koncentracijos

47



paskaiCiuotos pagal tiesing ploty regresija (koreliacijg) sudaryta QuantAnalysis kompiuterine

programa ir iSreikstos mg/100 g SM.
2.16.Rezultaty statistiné analizé

Eksperimentiniai duomenys apdoroti naudojant statistinius duomeny analizés paketus
ANOVA ir Microsoft Office Excel. Visi eksperimentai kartoti po kelis kartus, o duomenys

iSreiksti vidurkiais = SN.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Gervuogiy iSspaudy cheminé sudétis

Nustatyti pagrindiniai gervuogiy iSspaudy cheminiai komponentai: drégmés kiekis — 3,62
2/100 g, baltymy kiekis — 12,83 g/100 g, riebaly kiekis — 13,56 g/100 g ir mineraliniy medziagy
kiekis — 2,41 g/100 g. Gauti rezultatai palyginti su kity mokslininky gautais rezultatais (zr. 6
lentelé), iStyrus iSdZiovintas gervuogiy iSspaudas [96] bei Sviezias uogas [25]. IS pateikty
rezultaty matoma, kad iSspaudy nustatytos vertés su literatiiroje pateiktomis skiriasi nedaug.

Lyginant gervuogiy iSspaudy ir Svieziy uogy cheminius komponentus, matomas daug
didesnis skirtumas. SvieZiose uogose randamas didelis kiekis drégmeés (87,92 g/100 g), tadiau
mazesnis kiekis baltymy (1,27 g/100 g), riebaly (0,42 g/100 g) bei mineraliniy medziagy (0,21
0/100 g).

6 lentelé. Gervuogiy uogy ir i§spaudy cheminé sudétis, g/100 g

Komponentas Nustatytas kiekis [25, 96] [25]
Drégmés Kiekis 3,62+0,17 5,24+0,19 87,92+0,59
Baltymy kiekis 12,83+0,32 14,31+0,36 1,27+0,06
Riebaly kiekis 13,56+0,55 11,35+0,58 0,42+0,05

Mineraliniy
2,41+0,49 1,62+0,05 0,21+0,02
medZziagy kiekis

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN.

Rezultaty skirtumams jtakos gali turéti ne tik atliekami procesai, kurie pakeicia zaliavos
fizikines ar chemines savybes, bet ir klimatas, dirvoZemis, auginimo bei kitos salygos.
IS pateikty rezultaty galima matyti, kad gervuogiy iSspaudos yra puikus maistiniy

medZiagy Saltinis, kuris gali biiti panaudojamas naujy maisto produkty gamybai.
3.2. Gervuogiy iSspaudy superkritinés ekstrakcijos CO, optimizavimas

Funkcionaliyjy komponenty i8skyrimui taikyta superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu,
kurios metu iSskiriami lipofiliniai junginiai. Vykdant gervuogiy SKE—CO, ekstrakcija buvo
taikytos sglygos, pasirinktos i$ literatiiros: 60 °C, 120 min, 45 MPa. Kadangi atlikta literatiiros
analizé parod¢, kad gervuogiy iSspaudos mazai istirtos, tai buvo nuspresta padaryti superkritinés
CO; ekstrakcijos optimizavima, kad biity gauta didZiausia ekstrakto iSeiga.

Optimaliy salygy nustatymui naudojamas pavirSiaus atsako metodas kartu su centriskai
kompoziciniu planu. Eksperimentiniai duomenys apdoroti pasinaudojus programa — Design —

Expert 7.0. Buvo optimizuoti trys svarbiausi nepriklausomi kintamieji — tai slégis, laikas ir
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temperattra. Slégio intervalas keistas nuo 25 MPa iki 55 MPa, laikas — nuo 60 min iki 180 min,
o temperatiira — nuo 50 °C iki 80 °C. Optimizavimo planas sudarytas i§ 20 cikly, pateiktas 7
lenteléje. Atlikus eksperimenta pagal sudaryta plang, nustatyta, kad ekstrakty iSeiga kinta nuo
2,77 iki 9,93 g/100 g SM.

7 lentelé. SKE—CO, centriskai kompozicinio plano parametry vertés ir gautos iSeigos

Eil.  Ekstrakcijos Ekstrakcijos Ekstrakcijos ISeiga, 9/100 g
nr slegis, MPa  laikas, min  temperatira, °C Eksperimentiné Prognozuojama
1 25 60 50 5,91+0,03 5,96
2 55 60 50 7,34+0,08 7,20
3 25 180 50 7,44+0,07 7,51
4 55 180 50 8,84+0,07 8,61
5 25 60 80 2,77+0,06 3,13
6 55 60 80 8,73+0,08 8,79
7 25 180 80 4,18+0,06 4,44
8 55 180 80 9,89+0,06 9,96
9 25 120 65 7,21+0,07 6,48
10 55 120 65 9,61+0,10 9,86
11 40 60 65 7,79+0,10 7,47
12 40 180 65 8,99+0,08 8,83
13 40 120 50 7,52+0,09 7,78
14 40 120 80 7,7840,09 7,04
15 40 120 65 7,50£0,10 8,38
16 40 120 65 7,70£0,10 8,38
17 40 120 65 7,8340,08 8,38
18 40 120 65 7,9610,10 8,38
19 40 120 65 8,41+0,08 8,38
20 40 120 65 9,93+0,06 8,38

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés + SN.

Pasinaudojus dispersinés analizés metodu ,,ANOVA®, nustatytas tiesinés, kvadratinés ir
tarpusavio sagveikos koeficienty reikSmingumas. Gauti rezultatai pateikti 8 lenteléje. Pagal
nustatyta FiSerio kriterijy (10,16) ir p — reikSme (0,0006), galima teigti, kad modelis yra
reikSmingas. Ekstrakto iSeigos modelio analizé parodé¢, kad iSeigai didziausig jtakg turi slégio

tiesinis rySys, kadangi jo p — reik§mé <0,05, taip pat svarbus kintamasis — laikas, kurio p —
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reikSmé <0,05. Tuo tarpu temperatiiros p — reikSmé didesné uz 0,05, tai galima teigti, kad Sis

kintamasis néra reikSmingas didinant ekstrakto iSeiga.

8 lentele. SKE—CO, kvadratinio modelio dispersiné analizé

Kintamieji Kvadraty K?'adra.tq F —kriterijus  p-reik§mé
suma vidurkis
Modelis 52,6689 5,8521 10,1554 0,0006 reik§mingas
p — slégis 28,5610 28,5610 49,5632 <0,0001
t - laikas 4,6240 4,6240 8,0242 0,0178
T — temperatiira 1,3690 1,3690 2,3757 0,1543
pt 0,0098 0,0098 0,0170 0,8988
pT 9,7682 09,7682 16,9512 0,0021
tT 0,0265 0,0265 0,0459 0,8347
p2 0,1315 0,1315 0,2281 0,6432
t° 0,1566 0,1566 0,2718 0,6135
T? 2,6338 2,6338 4,5705 0,0582
Liekana 5,7625 0,5763
Klaidos 3,9687 0,7937 nereikSmingas
tikimybé

F — Fiserio kriterijus; p — reikSmé, jei < 0,05, tada kintamasis yra statistiSkai reikSmingas.

I$ gauty rezultaty galima matyti svarbius parametrus, dominuojanc¢ius modelyje — tai p, t,

pT. Sudaryta daugianaré regresiné lygtis, parodanti ry$j tarp proceso kintamyjy ir ekstrakto

iSeigos:

ISeiga (g/100 g SM)=8,38 + 1,69 x p+ 0,68 xt—- 0,37 x T—-0,035 xpxt+ 111 xp x
T-0,057 xtxT—0,22 x p>- 0,24 x t*- 0,98 x T?

(11)

Eksperimentinés gervuogiy iSspaudy ekstrakty iSeigos buvo analizuojamos siekiant sukurti

regresijos modelj. Prognozuojamos ekstrakto iSeigos apskaiCiuotos pagal regresijos modelj ir

palygintos su eksperimento metu gautomis iSeigomis (Zr. 13 pav.).
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13 pav. Gervuogiy iSspaudy SKE-CO; ekstrakty iSeigy, gauty apskaiciavus pagal

matematin] modelj ir iSeigy, gauty eksperimento metu, palyginimas

Optimizuojant pasirinktus kintamuosius, gauti atsako pavirSiaus grafikai (Zr. 14 pav.),
vaizduojantys kaip skirtingi kintamieji bei tam tikra jy saranka salygoja gervuogiy iSspaudy
ekstrakto iSeigg.

IS gauty tridimensiniy grafiky (3D) galima matyti kaip keiciant nepriklausomus
kintamuosius, kinta tiriamasis atsakas. 3D grafikai nubraizomi, kai vienas kintamasis
uzfiksuojamas eksperimentinio plano centre, o kiti kintamieji keiiami erdvé¢je, taip nustatant
1Seiga, kuri gali buti gaunama.

Pirmame grafike matoma kaip kinta ekstrakto iSeiga, kai temperatiira pastovi (65 °C), 0
laikas ir slégis kinta. Didesne¢ jtakg ekstrakto iSeigai daro slégis, nes jj didinant nuo 25 MPa iki
55 MPa, ekstrakto iSeiga padidéja ~35 %, o laiko pasikeitimas nuo 60 min iki 180 min ekstrakto
kiekj padidina ~15 %. Antrajame grafike pastovus parametras — laikas (120 min), o kintamieji —
temperatiira ir slégis. Kaip ir pirmajame grafike, taip ir Siame, didesn¢ jtaka iSeigai turi slégis.
Keiciantis temperatiirai nuo 50 °C iki 80 °C gervuogiy i$spaudy ekstrakto kiekis neZzymiai
pasikeité — padidéjo tik ~5 %. IS paskutinio grafiko matoma, kad esant pastoviam slégiui, laiko ir
temperatiiros jtaka ekstrakto kiekiui yra nedidele. ISanalizavus grafikus matoma, kad didZiausia

itakg ekstrakto kiekiui turi slégis, o nedidelé jtaka dél laiko ir temperatiiros poveikio.
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14 pav. Gervuogiy iSspaudy superkritinés ekstrakcijos CO» atsako pavirSiaus grafikai,

parodantys ekstrakto iSeigos priklausomybe nuo optimizuojamy kintamyjy parametry
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Pasinaudojus sudarytu matematiniu modeliu, buvo nustatytos dvejos optimalios saglygos,
kuriy metu gaunama didZiausia iSeiga: tai 54,8 MPa, 171 min, 64 °C ir 54,7 MPa, 126 min, 75
°C. 15 paveiksle pateiktos skirtingy optimaliy sglygy kinetinés kreivés, vaizduojancios ekstrakto

1Seigos priklausomybe nuo laiko.

12.00
—@— 54,8 MPa, 171 min,
10.00 64.C
—@— 54,7 MPa, 126 min,
8.00 75 C
X
S 6.00
‘D
))11)
4.00
2.00
0.00
0 15 30 45 60 75 90 105120135150165180195210225240255270285
Laikas, min

15 pav. Gervuogiy ekstrakto kinetin¢ kreivé SKE—-CO; optimaliomis sglygomis

Pagal nustatytas optimalias salygas atliktos ekstrakcijos su didesniu Zaliavos kiekiu ir
nustatytos iSeigos. Taip pat nustatyty optimaliy salygy iSeigos palygintos su iSeiga, kuri gauta

atlikus ekstrakcijg literatiiroje apraSytomis sglygomis. Rezultatai pateikti 9 lenteléje.

9 lentelé. SKE-CO, ekstrakcijos metu gautos iSeigos

Salygos ISeiga, g/ 100 g SM
60 °C, 120 min, 45 MPa 8,21+0,12
64 °C, 171 min, 54,8 MPa 9,93+0,13
75 °C, 126 min, 54,7 MPa 9,75+0,10

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés + SN.

IS pateikty rezultaty matoma, kad didziausia iSeiga (9,93 g/100 g SM) gauta atlikus
ekstrakcija optimaliomis salygomis 64 °C, 171 min, 54,8 MPa. Kitomis optimaliomis
ekstrakcijos saglygomis gauta iSeiga skiriasi nedaug, taciau yra mazesné (9,75 g/100 g SM). Tai
gali turéti jtakos Siek tiek maZesnis slégis, kuris, kaip jau buvo minéta, daro didZiausig jtaka
ekstrakto iSeigai ir trumpesnis ekstrakcijos laikas. MaZiausia iSeiga gauta atlikus ekstrakcijg su

literatiiroje aprasytomis sglygomis — 8,21 g/100 g SM.
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Atlikus §j tyrima, jrodyta, kad pasinaudojus atsako pavirSiaus metodu kartu su centriskai

kompoziciniu planu, galima gauti didesn¢ ekstrakto iSeiga.
3.3. Gervuogiy iSspaudy ekstrakcijos padidintame slégyje optimizavimas

Po atlikto SKE-CO, ekstrakcijos optimizavimo, atlikus antioksidacinio aktyvumo tyrimus
(zr. 3.5 skyriy), buvo matoma, kad didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo lickana po 11
SKE-CO,. Todé¢l pasirinkta Sig liekang apdoroti taikant ekstrakcijg padidintame slégyje
tirpikliais, naudojant didesnio poliSkumo tirpiklius — etanolj ir vandenj, kad bty iSekstrahuoti
like medziagoje junginiai.

Kadangi ekstrakcijos efektyvuma salygoja ekstrakcijos trukmé ir temperatira, tai buvo
atliktas $iy parametry optimizavimas, naudojant tirpiklj — etanolj. EPS optimizavimui kaip ir
SKE-CO; naudota APM su CKP. Optimizavimo tikslas — gauti kuo didesne ekstrakto iSeiga.

Planas, pagal kurj atliktas optimizavimas ir gautos iSeigos pateiktos 10 lenteléje.

10 lentelé. Eksperimentinis EPSgion planas ir gautos bei prognozuojamos iseigos

Ekstrakcijos Ekstrakcijos laikas, ISeiga, g/100 g iSspaudy

=il temperatiira,°C  min (po 3 ciklus) Eksperimentiné  Prognozuojama
1 50 5 25,21+0,19° 25,43
2 50 15 27,02+0,67° 26,86
3 90 5 27,28+0,27° 27,56
4 90 15 29,09+0,96" 29,00
5 70 5 27,07+0,29° 26,50
6 70 15 27,84+0,37% 27,93
7 50 10 25,82+0,41° 26,15
8 90 10 27,99+0,27° 28,28
9 70 10 27,25+0,13° 27,21
10 70 10 27,41%0,37° 27,21
11 70 10 27,1+0,07° 27,21
12 70 10 27,22+0,09° 27,21
13 70 10 27,37+0,31° 27,21

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £ SN. Skirtingos maZzosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo

reik§mingus verciy skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Atlikus modelio dispersing analiz¢ (11 lentelé), gautas F — kriterijus (63,71) ir p — reikSmé
(<0,0001) parodeé, kad modelis yra reikSmingas. Taip pat nustatyta, kad ekstrakto iSeigai turi

jtakos abu optimizuojami kintamieji.
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11 lentelé. EPSgion modelio dispersiné analizé

) o Kvadraty Kvadraty F- p-
Kintamieji ) ] L
suma vidurkis kriterijus  reikSmé
Modelis 29,73 14,87 63,71 <0,0001  reikSmingas
t — laikas 9,23 9,23 39,56 < 0,0001
T — temperatiira 20,50 20,50 87,86 <0,0001
Liekana 6,30 0,23 - —
Klaidos
2,03 0,34 1,67 0,1779  nereikSmingas
tikimybé

F — Fiserio kriterijus; p — reik8meé, jei < 0,05, tada kintamasis yra statistiskai reik§mingas.

Pagal turimus dispersinés analizés rezultatus, sudaryta daugianaré regresine lygtis:

[Beiga (g/100 g SM)=27,21+ 0,72 xt+ 1,07 x T (12)

Pagal gauta regresing lygtj apskaiciuotos iSeigos skirtingomis ekstrakcijos saglygomis buvo

palygintos su iSeigomis, gautomis atlickant eksperimentg. Gauti rezultatai pateikti 16 paveiksle.
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16 pav. Gervuogiy iSspaudy EPSgion ekstrakty iSeigy, gauty apskaiciavus pagal

matematin] model;j ir iSeigy, gauty eksperimento metu, palyginimas
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Atliekant EPS optimizavimg, buvo gautas atsako pavirSiaus grafikas (Zr. 17 pav.), kuris
parodo kokia priklausomybé tarp ekstrakto iSeigos ir optimizuojamy parametry. IS grafiko
matyti, kad iSeigai didele jtaka daro abu kintamieji, taciau temperatiros jtaka Siek tiek didesné

nei laiko.
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17 pav. EPSgon atsako pavirsiaus grafikas, rodantis iSeigos priklausomybe nuo

temperatiros ir laiko

Po optimizavimo, ekstrakcija buvo atlikta su didesniu kiekiu iSspaudy optimaliomis
salygomis, o po to likutis buvo dar ekstrahuojamas vandeniu 130 °C, 3 ciklus po 10 min, kad
buty iSekstrahuotos likusios tirpios medziagos. Ekstrakcija su vandeniu buvo vykdyta todél, kad
vanduo yra poliSkiausias tirpiklis i§ visy naudojamy tirpikliy Siame tyrime.

Pagal turimus iSeigos priklausomybés nuo laiko ir temperattiros, rezultatus (10 lentelé, 17
pav.) matoma, kad didziausia iSeiga gaunama kai yra maksimalus ekstrakcijos laikas ir
maksimali temperatiira. Viso eksperimentinio plano metu iSeiga svyravo nuo 25,21 iki 29,09
g/100 g. Nustatyta, jog esant vienodam ekstrakcijos laikui, taciau keliant temperatiirg, iSeiga
didé¢ja. Taip pat esant vienodai temperatiirai, tac¢iau ilginant laika, iSeiga gaunama didesné.

Atsako pavirSiaus grafikas leidZia nuspresti kokiomis salygomis vykdyti ekstrakcija, kad
biity gaunama vienoda ar labai panaSi iSeiga. Pagal atlikta eksperimenta galima matyti, kad
ekstrakcijos metu nustacius auksSta temperatiirg ir atliekant trumpg laika, buvo gauta labai panasi

ekstrakto iSeiga kaip ir atliekant ekstrakcijg, naudojant Zemga temperatiirg, taciau ilgg laika.
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3.4. Gervuogiy iSspaudy ekstrakcija taikant tradicinius, auksto slégio ir fermentinius

metodus, bei iSeigu palyginimas

Norint i8skirti funkcionaliuosius komponentus, gervuogiy iSspaudos buvo apdorojamos
skirtingais ekstrakcijy metodais. Taikant superkriting ekstrakcija CO,, kaip jau buvo minéta
skyriuje 3.2., tirlama medziaga buvo ekstrahuojama trimis skirtingomis sglygomis: I SKE-CO,,
I SKE-CO; ir Il SKE-CO,. Su liekana po Il SKE-CO, pirmiausia buvo atlikta ekstrakcija su
etanoliu (EPSgion), 0 po to dar su vandeniu (EPSy0). Taip pat dar buvo atlikta Soksleto
ekstrakcija (su heksanu), maceravimas ir purtymas purtykléje (su 70 % etanoliu), bei ekstrakcija,
naudojant fermentg. Soksleto ekstrakcija atlikta naudojant neapdorotas gervuogiy iSspaudas,
maceravimas — gervuogiy isspaudas po Il SKE-CO,, o ekstrakcija, naudojant fermentg atlikta su
gervuogiy iSspaudomis po maceravimo ir purtymo purtykléje. Medziagos buvo ekstrahuojamos
su skirtingais tirpikliais, kad buity iSgaunamas kuo didesnis kiekis funkcionaliyjy komponenty,
kadangi su skirtingo poliskumo tirpikliais iSekstrahuojami skirtingi junginiai. Vykdant
ekstrakcijas auksSto slégio metodais, i§ augaly iSskiriama iki 50 % lipofiliniy ir hidrofiliniy
ekstrakty. Siekiant padidinti bioaktyviyjy junginiy iSekstrahavima, taikomi ekstrakcijos metodai
su fermentais.

Ekstrakcijy metu gautos iSeigos pateiktos 18 paveiksle.

SOK 9,53

Tradicmiai
ekstrakcijos
metodai

MAC 122,07

| SKE-CO2

Il SKE-CO2

1l SKE-CO2

Auksto slégio
ekstrakcijos
metodai

EPS EtOH 129,24

EPS H20

18 pav. Skirtingy ekstrakcijy metu gautos iseigos (g/100 g SM)

Inovatyvus
ekstrakeijos
metodas
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Lyginant iSeigas pagal naudotus tirpiklius, matoma, kad naudojant nepolinius ar mazo
poliskumo tirpiklius, iSeigos tarpusavyje gautos panasios. Taciau ekstrakcijy metu su nepoliniais
tirpikliais gautos iSeigos yra mazesnés uz nustatytas iSeigas, kurios gautos vykdant ekstrakcijas
su poliniais tirpikliais.

Ivertinus gervuogiy iSspaudy ekstrakty iSeigas pagal naudojamg ekstrakcijos metoda
matomas didesnis skirtumas. Taikant tradicinius ekstrakcijos metodus, iSeiga net du kartus
didesné po maceravimo ir purtymo purtykléje (22,07+0,85 g/100 g SM) uz gauty iSeiga po
Soksleto ekstrakcijos. Atlickant auk$to slégio ekstrakcijas, efektyviausias metodas buvo
ekstrakcija padidintame slégyje su etanoliu, kadangi buvo gauta didziausia gervuogiy iSspaudy
ekstrakto iSeiga. Pritaikius inovatyvy ekstrakcijos metoda (ekstrakcijg su fermentu), iSeiga
nustatyta 11,15+0,95 g/100 g SM.

Palyginus visas ekstrakty iSeigas nustatyta, kad didziausia ekstrakty iSeiga gauta atlikus
90 °C temperatiiroje, 3 ciklus po 15 min ekstrakcijg padidintame slégyje su etanoliu, kuri buvo
lygi 29,24+1,03 g/100 g SM. Sick tick maZesnis kiekis ekstrakto gautas po maceravimo ir
purtymo purtykléje (22,07+0,85 g/100 g SM), kurios metu kaip tirpiklis buvo naudojamas
etanolio ir vandens miSinys. PanaSios iSeigos gautos atlikus Soksleto ekstrakcija su heksanu
(9,53£0,21 ¢g/100 g SM), 1l SKE-CO, (9,93+0,13 g/100 g SM) ir 111 SKE-CO (9,75+0,10 g/100
g SM). Maziausias kiekis ekstrakto gautas po EPSn20 (7,94+0,88 g/100 g SM).

Pagal pateiktus rezultatus, galima teigti, kad ekstrakty iSeigai jtakos turi skirtingi tirpikliai,
parinkti ekstrakcijai. Taip pat mokslingje literatiiroje teigiama, kad ekstrakto kiekis didéja keliant
temperatiira, taCiau pagal atlikta SKE-CO; optimizavima (Zr. 3.2. skyriy) matoma, kad Sio
tyrimo metu iSeigai temperatiira jtakos neturéjo, kadangi esant didesnei temperatirai gauta
mazesné iSeiga. Taciau tai gali biiti aiSkinama taip, kad aukStesnéje temperatiiroje gali suskilti
flavonoidy glikozidai, todél gali sumazéti ir bendras jy kiekis [97].

Reategui ir kt. (2014) atliko superkriting ekstrakcija CO, su gervuogiy iSspaudomis
skirtingomis salygomis ir iSeiga buvo gauta 7,13-9,48 % atitinkamai pagal tai, kokiomis
salygomis buvo vykdyta ekstrakcija. Temperatiira taikyta 40-50 °C, o slégis — 15-20 MPa.
Didinant tiek temperatiira, tiek slégj iSeiga didéjo [96]. Siame darbe atlikto tyrimo metu gauta
iSeiga optimaliomis salygomis buvo Siek tiek didesné.

Mokslinéje literatiiroje aprasyta Soksleto ekstrakcija atlikta 50 °C temperatiiroje naudojant
tirpiklj — etanolj. Gauta iSeiga 14,58 % [96]. Lyginant su rezultatais, gautais tiriamojo darbo
metu matoma, kad literatiiroje pateikta iSeiga yra didesné. Tam gal¢jo turéti jtakos pasirinktas
tirpiklis ir Zemesné ekstrakcijos temperatiira. Taciau Machado ir kt. (2015) atlikus Soksleto

ekstrakcijg (5 val) su metanoliu ir etanoliu, atitinkamai iSeigos buvo gautos 5,25 % ir 5,51 % [4].
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Sie rezultatai rodo, kad pasirinktas tirpiklis neturéjo didelés jtakos iSeigoms ir matoma, kad
Siame darbe nustatyta iSeiga yra didesné. Itakos galéjo turéti vykdomos ekstrakcijos laikas.

Reéategui ir kt. (2014) taip pat atliko maceravima, kurio metu kaip tirpiklis naudotas
etanolis. Gauta iSeiga (10,72 %) yra maZesné uz nustatytg Siame darbe (22,07 %) [96]. Machado
ir kt. (2015) atlikus maceravima, iSeiga buvo gauta 5,02 % [4]. O tai yra keturis kartus mazesné
iSeiga uz nustatytg Sio tyrimo metu. Tai galéjo salygoti tirpiklio pasirinkimas, kadangi vanduo
yra labiau polinis tirpiklis, tai vandens ir etanolio misinys padeda iSekstrahuoti daugiau poliniy
junginiy.

Machado ir kt. (2015) ekstrakcijg padidintame slégyje atliko jvairiomis sglygomis, tadiau
pasirinkta palyginti tik iSeigas, gautas atliktus ekstrakcijg su panasiomis sglygomis kaip Siame
darbe. EPS su vandeniu buvo atlikta 100 °C temperatiiroje ir gauta iSeiga nustatyta 6,39 %, kuri
yra mazesné uz S$iame tyrime nustatyta (7,94 %), taciau nedaug skiriasi. O ekstrakcija su
etanoliu, atlikta 80 °C temperatiiroje, nebuvo tokia efektyvi (4,23 %) lyginant su gautais
rezultatais (29,24 %) [4].

Apie atlikta gervuogiy ar gervuogiy iSspaudy ekstrakcija su fermentais literatiroje
informacijos nepavyko rasti, todél rezultatai palyginti su avietémis. Laroze ir kt. (2010) atliko
avieiy iSspaudy ekstrakcijg su 12 skirtingy fermenty. Ekstrakcijos temperatiira taikyta 50 °C
kaip ir Siame tyrime, tik mokslinéje literatiiroje aprasytas metodas vykdytas ilgesnj laikg (18
valandy). Ekstrakty iSeigos kinta nuo 4,17 iki 12,19 g/100 g SM atitinkamai pagal tai koks
naudotas fermentas. Vykdant ekstrakcija su fermentu Viscozyme iSeiga nustatyta 7,7 g/100 g SM.
Si aviediy isspaudy ekstrakto iSeiga gauta maZesné uZ gervuogiy i$spaudy ekstrakto nustatyta
1Seigg (11,15 g/100 g SM). Tai jtakos gali turéti skirtinga naudojama zaliava, skirtingas
ekstrakcijos metodas ar fermento koncentracija [98].

3.5.Gervuogiy iSspaudy antioksidaciniy savybiy jvertinimas
3.5.1.Gervuogiy sulciy ir ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Ekstrakty, gauty atlikus skirtingas ekstrakcijas, antioksidacinis aktyvumas nustatytas
naudojant ABTS™ laisvyjy radikaly sujungimo metoda ir deguonies radikaly absorbcijos
pajégumo (ORAC) metoda. O pasinaudojus Folin — Ciocalteu’s metodu, nustatytas bendras
fenoliniy junginiy kiekis (BFJK). Antioksidacinis aktyvumas iSreiksStas ekstrakto masei ir sausos
medZiagos masei, kadangi gali buti ekstrakty, kuriy iSekstrahuojamas kiekis didelis, o
antioksidacinis aktyvumas — mazas. Toks rySys gali buti ir prieSingas — kai iSeiga gaunama maza,
o0 antioksidacinis aktyvumas — didelis. Nustatyti antioksidacinio aktyvumo rezultatai pateikti 12

lenteléje.
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12 lentelé. Ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas

ABTS™ ORAC
Bandiniai
mg GRE/g ekstrakto mg GRE/g SM  mg TE/g ekstrakto mg TE/g SM mg TE/g ekstrakto mg TE/g SM
Sultys 1,70+0,03° — 5,55+0,06° - 6,18+0,14° -
Tradiciniai ekstrakcijos metodai
SOK 18,62+0,19' 1,77+0,02° — — 11,05+0,64 1,05+0,06°
MAC 117,40+0,40" 23,34+0,08' 489,20+0,85" 97,25+0,17" 428,22+4,16" 85,03+0,83°
Auksto slégio ekstrakcijos metodai
| SKE-CO, 6,86+1,02° 0,31+0,08° — — — —
Il SKE-CO, 15,02+0,11° 1,49+0,01° 11,30+0,25° 1,12+0,02° 37,27+1,68° 3,70+0,17°
111 SKE-CO; 9,48+0,02° 0,92+0,01° 8,09+0,12° 0,79+0,01° 35,81+0,48° 3,49+0,05"
EPSewoH 10,33+0,07° 2,72+0,02° 62,10+2,24° 16,36+0,59¢ 42,41+2,07° 22,31+1,09°
EPSh20 160,42+0,11' 9,38+0,01" 636,54+1,22" 37,24%0,07° 359,36+3,60° 4,20+0,04°
Inovatyvus ekstrakcijos metodas
FERM (buferis) 14,51+0,02° 1,29+0,01° 54,61+2,71° 4,87+0,10° — —
FERM (buferis
29,06+0,23¢ 1,92+0,02f 126,96+1,11f 8,37+0,07° - -

ir fermentas)

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



Ivertinus gervuogiy ekstrakty antioksidacines savybes matoma, kad bendras fenoliniy
junginiy kiekis svyruoja nuo 0,31 iki 23,34 mg GRE/g SM. Didziausias BFJK (23,34 mg GRE/ g
SM) nustatytas ekstraktuose, kurie gauti naudojant poliniy tirpikliy miSinj (etanolio ir vandens).
Taip pat nemazas kiekis (9,38 mg GRE/g SM) fenoliniy junginiy nustatytas ekstrakte, gautame
po ekstrakcijos padidintame slégyje su vandeniu. PanaSiomis antioksidacinémis savybémis
pasizyméjo ekstraktai po II SKE-CO, ir po ekstrakcijos su fermentais, vykdytos su buferiu,
kuriy kiekiai atitinkamai buvo 1,49 mg GRE/g SM ir 1,29 mg GRE/g SM. Maziausias kiekis
(0,31 mg GRE/g SM) nustatytas po | SKE-CO,. Palyginimui buvo istirtos ir gervuogiy sultys,
kurios pasiZzyméjo maziausiu fenoliniy junginiy kiekiu — 1,70 mg GRE/g ekstrakto.

Tiriant ekstraktus ABTS™ laisvyjy radikaly sujungimo metodu, ekstrakty aktyvumo
tendencija panasi kaip ir nustatant BFJK. Didziausiu aktyvumu (97,25 mg TE/g SM) pasiZyméjo
ekstraktai po maceravimo ir purtymo purtykléje, o maziausiu (0,79 mg TE/g SM) — po 111 SKE-
CO; ekstrakcijos.

Matuojant ekstrakty ORAC vertes, didesniu deguonies radikaly absorbcijos pajégumu
pasizyméjo ekstraktai, gauti po maceravimo ir purtymo purtykléje (85,03 mg TE/g SM) ir po
ekstrakcijos padidintame slégyje su etanoliu (22,31 mg TE/g SM). Mazos ORAC vertés
nustatytos ekstraktuose, gautuose po ekstrakcijy su nepoliniais ar mazai poliniais tirpikliais.

Vertinant antioksidacinj aktyvuma buvo tiriami ekstraktai po ekstrakcijos su fermentais, 18
kuriy vienas ekstraktas buvo gautas naudojant fermentg ir buferj, o kitas — naudojant tik buferj.
Toks tyrimas atliktas norint iSsiaiSkinti ar fermento panaudojimas padeda isskirti daugiau
fenoliniy junginiy bei padidinti ekstrakto antioksidacinj aktyvuma. Gauti rezultatai parode, kad
fermento panaudojimas daro teigiamg jtakg BFJK ir antioksidaciniam aktyvumui.

Pagal nustatyta ekstrakty antioksidacin; aktyvumag matyti, kad didZiausiu aktyvumu
pasizymi ekstraktai, i§gauti naudojant polinius tirpiklius. Tokie ekstraktai galéty buti puikus
natiiraliy antioksidanty Saltinis. O maZziausiu aktyvumu pasiZymi ekstraktai, kurie gauti po III
SKE-CO; ekstrakcijos. Mazesnés antioksidacinio aktyvumo vertés galéjo biiti gaunamos todél,
kad ekstrakcijos metu naudota aukSta temperatiira, kuri gali lemti dalies bioaktyviy junginiy

skilima.
3.5.2. I§spaudy ir kietos frakcijos antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Atlikus ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinima, buvo nuspresta nustatyti ir pradinés
zaliavos (gervuogiy iSspaudy) bei kietos frakcijos, gautos po skirtingy ekstrakcijos metody,
antioksidacinj aktyvuma, kadangi ne visi junginiai iSekstrahuojami. Tam tikri junginiai, turintys
antioksidaciniy savybiy, gali biiti stipriu rySiu susijunge su kitais junginiais, o tai sudaro

sunkumy norint juos iSskirti i§ tiriamos medziagos. Kietos frakcijos antioksidacinis aktyvumas
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nustatytas BFJK, ABTS™ ir ORAC metodais, taikant QUENCHER procediira. Si procediira
parodo kuris ekstrakcijos metodas yra efektyviausias. Gauti rezultatai pateikti 13 lenteléje.

Istyrus gervuogiy iSspaudy antioksidacinj aktyvuma prie$ ekstrakcijas ir po jy nustatyta,
kad iSspaudose lieka nemazas kiekis bioaktyviy junginiy.

Pateikti rezultatai rodo, kad neapdorotose gervuogiy iSspaudose BFJK yra 72,79 mg TE/g.
Po ekstrakcijy didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis lieka iSspaudose po Soksleto
ekstrakcijos (55,10 mg GRE/g SM) ir po superkritinés ekstrakcijos CO, (44,49-52,21 mg GRE/g
SM). Geriausiai fenoliniai junginiai iSekstrahuojami vykdant ekstrakcijg su fermentu (6,21 mg
GRE/g SM) ir atliekant ekstrakcija padidintame slégyje su vandeniu (7,82 mg GRE/g SM),
kadangi po $iy ekstrakcijy gautoje kietoje frakcijoje BFJK yra maziausias.

Nustatant antioksidacinj aktyvuma radikaly sujungimo metodu ABTS™, neapdoroty
gervuogiy i8spaudy aktyvumas buvo 382,25 mg TE/g, o liekanos po II SKE-CO;, — 387,82 mg
TE/g SM. IS Siy rezultaty matoma, kad ivykdZius superkriting ekstrakcija CO,, iSspaudy
aktyvumas padidéjo. Tai galéjo turéti jtakos lipofiliskos frakcijos i§gavimas, po kurio liekanoje
padidéjo hidrofiliskos frakcijos kiekis. Vykdant I SKE-CO,, Il SKE-CO, ir Soksleto
ekstrakcija su heksanu, liekanos aktyvumas neZymiai sumazéja (356,63 mg TE/g SM, 351,34 mg
TE/g SM ir 337,44 mg TE/g SM) lyginant su neapdorota Zaliava. Didesnis pokytis tiriant
aktyvuma pastebimas taikant ekstrakcija padidintame slégyje. Kuo poliskesnis tirpiklis naudotas,
tuo mazesnis antioksidacinis aktyvumas liekanoje (EPSgion=202,07 mg TE/g SM, EPS20=90,90
mg TE/g SM). ABTS™ metodu nustatyta maziausig antioksidacinj aktyvuma turéjo i$spaudos,
gautos po ekstrakcijos su fermentu (33,28 mg TE/g SM), kadangi fermentai padidina junginiy
18gavimg ir taip sumazeja jy kiekis kietoje frakcijoje.

Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo (ORAC) rezultatai gauti panasis kaip ir pries tai
aprasyti. Siuo metodu tiriant kieta frakcija didZiausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas
liekanoje po SKE-CO, — 124,11 mg TE/g SM, kuris buvo nedaug didesnis uz neapdoroty
18spaudy aktyvuma (122,81 mg TE/g SM). O maziausias aktyvumas nustatytas kietoje frakcijoje,
ekstrahuotoje su poliniais tirpikliais bei jy miSiniu.

Taigi, 1§ gauty rezultaty matoma, kad didziausig antioksidacinj aktyvumg turi iSspaudos,
gautos po ekstrakcijy su nepoliniais tirpikliais. Jvykdzius ekstrakcijas su poliniais tirpikliais,
18spaudose sumazejo junginiy, pasizyminciy antioksidaciniu aktyvumu, taciau vis tiek dar liko
nemazas kiekis. Taip gali biiti dél stipriy antioksidanty rySiy augalo matricoje. Geriausiai
aktyvumas kietoje frakcijoje sumazinamas panaudojus ekstrakcija su fermentais, kadangi
fermentai pasizymi lagsteliy sieneliy bei membrany ardymo savybémis, o tai salygoja geresnj

bioaktyviy junginiy iSskyrima [99].
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13 lentelé. Kietos frakcijos antioksidaciniy savybiy jvertinimas

BFJK ABTS™ ORAC
Bandiniai
mg GRE/g mg GRE/g SM mg TE/g mg TE/g SM mg TE/g mg TE/g SM
Iispaudos 72,79+1,15' 72,79+1,15' 382,25+1,48¢ 382,25+1,48' 122,81+5,06° 122,81+5,06°
Tradiciniai ekstrakcijos metodai
SOK 60,90+0,18" 55,10+0,16" 372,98+1,54' 337,44+1,39' 112,04+3,87° 101,36+3,50°
MAC 16,51+0,19° 13,22+0,15° 175,75+1,92¢ 140,81+1,53¢ 17,87+5,60° 14,32+4,49
Auksto slégio ekstrakcijos metodai
| SKE-CO, 52,33+0,83' 48,030,76' 388,52+5,91" 356,63+5,43" 112,74+6,55° 103,48+6,02°
Il SKE-CO, 57,961,129 52,21+1,01° 430,58+3,02' 387,82+2,72! 137,52+6,50° 124,11+5,86°
111 SKE-CO; 49,30+2,16° 44,49+1,95° 389,30+1,24" 351,34+1,12¢ 106,96+1,71° 96,42+1,10°
EPSEwoH 31,83+0,77° 23,44+0,57° 274,32+2 15° 202,07+1,58° 60,43+3,37" 44,51+2 48°
EPSh20 8,30+0,43 7,82+0,40° 96,55+1,24° 90,90+1,17° 21,91+0,95 20,63+0,90
Inovatyvus ekstrakcijos metodas
FERM (buferis) 14,10+0,44" 11,66+0,23" 106,05+3,43° 99,07+3,29° — —
FERM (buferis ir
7,12+0,13? 6,21+0,10° 36,42+0,64% 33,28+0,59° - -
fermentas)

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés + SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reikSmingus verciy skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).
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3.6.Gervuogiy iSspaudy ekstrakty oksidacinis stabilumas

Siekiant jvertinti aliejaus kokybe, svarbu istirti oksidacing buseng, kadangi oksidacijos
procesai riebaluose ar aliejuose yra viena i§ pagrindiniy maisto produkty maistingumo bei
organoleptiniy savybiy pablogéjimo priezas¢iy. Oksidacijos procesas gali bti suskirstytas i dvi
fazes — tai pirmiausia riebaly riigStys reaguoja su deguonimi, susidarant peroksidams Kkaip
bekvapiams junginiams, kurie véliau skyla j lakiuosius aldehidus ar kitus junginius, atsakingus

uz karty aromatg bei skonj [100].
3.6.1. Peroksidy skailiaus nustatymas

Vienas 1§ populiariausiy ir dazniausiai naudojamy metody maisto produkty oksidacijos
jvertinimui — peroksidy skaiGiaus nustatymas. Sis skaiGius parodo kiek susidaro pirminiy
oksidacijos produkty — hidroperoksidy [101].

Peroksidy kiekiui nustatyti buvo naudojamas gervuogiy ekstraktas, gautas atlikus 11 SKE—
CO; ekstrakcija. Nustatytas PS gervuogiy iSspaudy aliejuje lygus 6,38+0,16 mekv Oy/kg (3,19
mmol O,/kg). Olga Radocaj ir kt. (2014) nustaté gervuogiy (Rubus fruticosus L.) iSspaudy
aliejuje esantj peroksidy skaiéiy, kuris buvo lygus 3,73+0,17 mmol O,/kg. Mokslinéje
literatliroje pateiktame tyrime aliejus buvo gautas ekstrahuojant gervuogiy iSspaudas 8 val
heksanu [36]. Nors buvo skirtingomis saglygomis gauti ekstraktai — rezultatai labai panasts kaip
ir Siame darbe nustatyti. Taciau Dimi¢ ir kt. (2012) taip pat pateikeé peroksidy skaiciaus
(8,89+0,12 mmol Oy/kg) rezultatus, gautus atlikus tyrimg su gervuogiy (Rubus fruticosus L.)
iSspaudomis, tokiomis pat salygomis kaip apraSyta Olga Radocaj ir kt. (2014) pateiktame
straipsnyje, tik buvo naudojamos uogos, uzaugintos skirtingose vietovése [24]. Rezultatai buvo
gauti skirtingi, nors ir uogos buvo tiriamos taikant vienodg metoda.

IS apraSyty rezultaty matoma, kad peroksidy kiekiui ekstraktuose jtakos gali turéti ne tik
skirtingos ekstrakcijos salygos, bet ir skirtingos uzauginimo vietos. Nors gaunami rezultatai
skiriasi, taciau svarbiausia, kad patenka i ribas, skirtas nerafinuotiems aliejams, kurios nurodytos
CODEX STAN 210 (15 mekv O,/kg), todél galima teigti, kad toks aliejus gali bati naudojamas
pramonéje [102].

3.6.2. Ekstrakty oksidacinis stabilumas, vertinant Oksipres ir Rancimat metodais

Gervuogiy i8spaudy ekstrakty, kaip antioksidanty, veikimas buvo matuojamas
instrumentiniais Oksipres ir Rancimat metodais, o rezultatai iSreiksti indukciniu periodu (IP) (zr.
14 lentelé). Skirtingi ekstraktai tiriami jy idéjus 0,5 %, 1 %, 2 % koncentracijomis | majoneza
(Kédainiy ,,Be konservanty“) ir matuojama kaip veikiamas majonezo oksidacinis stabilumas (zr.

19 pav.).
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Oksipres metodas yra labai patogus norint jvertinti oksidacinj stabilumg, kadangi atliekant
§1 metoda nereikia naudoti jokiy cheminiy medziagy. Oksipres aparatas matuoja slégio pokycius,
kurie atsiranda dél deguonies absorbcijos, sunaudojamos riebaly oksidacijai [103]. Deguonies
slégio pokytis reakcijos inde, indukcijos periodo pabaigoje, rodantis greita hidroperoksidy
(pirminiy oksidacijos produkty) susiformavima, gali bati pakankamai tiksliai iSmatuotas.

Rancimat metodas dazniausiai naudojamas taip pat oksidaciniam stabilumui nustatyti ir yra
pagristas elektrinio laidumo padidé¢jimu dél lakiyjy dikarboksiriig§¢iy susidarymo riebaly

oksidacijos metu [104].

14 lentelé. Majonezo su gervuogiy iSspaudy ekstraktais indukciniai periodai

_ Rancimat
Ekstraktas Oksipres metodu IP, val
metodu IP, val
0,5 % konc. 1 % konc. 2 % konc. 2 % konc.
Majonezas (kontrolé) 1,19+0,072 1,19+0,072 1,19+0,072 1,38+0,04°
Majonezast+ekstraktas b b b
1,42+0,08 1,88+0,07° 2,04+0,01 2,62+0,03
po Soksleto
Majonezas+ekstraktas d g d
2,51+0,06 2,750,02 3,93+0,08° 4,35+0,05
po EPSH20
Majonezas+ekstraktas
2,27+0,02° 2,43+0,02° 3,25+0,04° 4,03+0,02°
po EPSeton
Majonezas+ekstraktas b d d
1,61+0,03 2,69+0,03 3,63+0,02 4,15+0,03°

po maceravimo

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo

reik§mingus veréiy skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Stabilizuojant emulsijas geriausiomis savybémis pasizymeéjo ekstraktai, gauti po EPSp20
ekstrakcijos, jy indukcinis periodas nustatytas didziausias: IPgs=2,51 val, IP1=2,75 val, 1P,=3,93
val. Kitas ekstraktas, pasizymintis geromis stabilizavimo savybémis — tai ekstraktas po
maceravimo ir purtymo purtykléje, kurio IP (IPos=1,61 val, IP;=2,69 val, 1P,=3,63 val) nedaug
skyrési nuo ekstrakto po EPSpyo. Nors emulsijos, paruoStos i§ majonezo ir ekstrakto po
maceravimo IPys buvo gautas mazesnis uz emulsijos, paruostos i§ majonezo ir ekstrakto po
EPSkgton IPo 5, taGiau palyginus $iy dviejy emulsijy IP; ir IP,, matoma, kad geresnés stabilizavimo
savybés ekstrakto po maceravimo. Maziausig stabilizuojant] poveikj turi ekstraktai po Soksleto,
kuriy IP (IPos=1,42 val, IP;=1,88 val, IP,=2,04 val) buvo panasis j kontrolinio bandinio —

majonezo IP (1,19 val). Stabilumo poveikio skirtumai gali buti aiskinami taip, kad polinis
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ekstraktas po EPSyyo geriau iStirpinamas majoneze ir taip polinés antioksidacinés molekulés

geriau istirpsta vandens fazéje [105].
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19 pav. Emulsijy oksidacinis stabilumas Oksipres metodu

IS gauty rezultaty Oksipres metodu matoma, kad visi ekstraktai veikia kaip
stabilizuojantys, o stabilizavimo poveikis did¢jo didinant ekstrakto koncentracija, todél tiriant
oksidacinj stabilumg Rancimat metodu, buvo nustatomas stabilumas tik su 2 % ekstrakto
koncentracija.

Rancimat metodu nustatytos indukciniy periody vertés kinta nuo 2,62 iki 4,35 valandy.
Gauti rezultatai pateikti 14 lenteléje ir 20 paveiksle. Trumpiausias IP majonezo su ekstraktu po
Soksleto, o ilgiausias — su ekstraktu po ekstrakcijos padidintame slégyje su vandeniu. Emulsijos
su ekstraktu po EPSgion indukcinis periodas nustatytas 4,03 val, o su ekstraktu po maceravimo —
4,15 val. Rancimat metodu nustatyty rezultaty panasumas iSliko toks pat, kaip ir Oksipres
metodu, kadangi maziausiai stabili emulsija su ekstraktu po Soksleto (2,62 val) , o geriausiu
stabilumu pasizyméjo emulsija su ekstraktu, gautu po EPSyy0 (4,35 val).

Taip pat Oksipres metodu buvo tiriamas grynas ekstraktas po Il SKE-CO; ekstrakcijos
110 °C temperatiiroje. Jo indukcinis periodas nustatytas 8,04+0,01 valandos. Palyginus su
nerafinuotu rapsy (,,Obeliy®) aliejumi buvo matoma, kad gervuogiy iSspaudy lipofilinis
ekstraktas yra stabilesnis uz aliejy (IP=4,10+0,02 val). Taciau tokiomis pat saglygomis ekstrakta
tiriant Rancimat metodu IP nustatytas tik 0,09+0,02 valandos, o tai rodo, kad ekstraktas greit

oksiduojasi.
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20 pav. Emulsijy oksidacinis stabilumas Rancimat metodu

Mokslingje literatiiroje nebuvo rasta apraSyty tyrimy apie gervuogiy iSspaudy ekstrakty
oksidacinio stabilumo nustatyma, todél rezultatai palyginti su tos pacios Seimos uogomis —
avietémis (Rubus idaeus L.). Kryzeviciaté ir kt. (2016) nustaté avieCiy iSspaudy aliejaus (po
SKE-CO,) oksidacinj stabilumg Oksipres ir Rancimat metodais [106]. AvieCiy iS§spaudy aliejaus
indukcinis periodas Oksipres metodu buvo 5,15 val, o nustatytas gervuogiy iSspaudy aliejaus —
8,04+0,01 val. I§ Siy rezultaty matoma, kad gervuogiy aliejus yra stabilesnis uz avieciy, taciau
palyginus su kontrolinio aliejaus IP (4,10£0,02 val), akivaizdu, kad tiek gervuogiy iSspaudy
aliejus, tiek avieciy iSspaudy aliejus turi didesnj oksidacinj stabiluma.

Avieciy iSspaudy aliejaus indukcinis periodas, gautas Rancimat metodu, buvo lygus 0,02
val. Nors gervuogiy iSspaudy aliejaus IP (0,09+0,02 val) nustatytas Siek tiek didesnis, taciau
nedaug skiriasi. Palyginus Siuos uogy i$spaudy aliejaus indukcinius periodus su nerafinuoto
saulégrazy aliejaus IP (3,82 val) pateiktu literatiiroje [106], matoma, kad tiriamy bei literatiiroje
apraSyty uogy stabilumas Rancimat metodu nustatytas mazesnis. Labiausiai tikétina, kad
nedidelis uogy iSspaudy indukcinis periodas gaunamas dél kity junginiy, kurie ekstrahuojami
kartu su triacilgliceroliais.

Tiek Oksipres, tiek Rancimat metodais nustatyti indukciniai periodai rodo, kad tiriamieji
ekstraktai daro teigiamg jtaka produktui, taip pagerindami kokybe ir prailgindami galiojimo

trukme.
3.7. Riebaly ragsciy sudétis

Riebaly riig§¢iy sudétis — tai vienas i§ pagrindiniy rodikliy, apibiidinanc¢iy aliejaus maisting

verte. Pagal dvigubuosius rysius RR skirstomos i: SRR — tokias, kurios neturi dvigubyjy rysiy,
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MNRR - turi vieng dvigubg ry$j ir PNRR — tokios, kuriy struktiroje yra 2-6 dvigubosios
jungtys. Polinesociosios riebaly rugstys dar skirstomos j -3 ir -6 RR, pagal tai, prie kurio
anglies atomo yra pirma dviguba jungtis [107]. ®—3 riebaly ragstims priklauso linoleno r., kuri
gali biiti metabolizuojama ] eikozapentaeno r. (EPA) ir dekozaheksaeno r. (DHA). O @6 PNRR
priklauso linolo r. ir jos pagrindinis metabolitas — arachidono r. [108]. Sios riebaly rigstys néra
sintetinamos organizme, todél turi patekti j organizmg su maistu [109, 110]. Mitybos
rekomendacijose daug démesio skiriama RR ir ypa¢ pabréziama, kad turéty biti vartojama
maziau so¢iyjy RR ir daugiau — MNRR, PNRR [111]. Daug atlikty moksliniy tyrimy jrodé, kad
RR vaidmuo daugelyje biocheminiy procesy yra reikSmingas, kadangi gali sumazinti vézio,
Sirdies ir kraujagysliy ligy, diabeto, osteoporozés rizikg [107, 112].

Gervuogiy iSspaudy ekstraktuose nustatytos 6 skirtingos riebaly ragstys (Zr. 15 lentelé).
RR sudétis tirta trijuose skirtinguose ekstraktuose: po Soksleto ekstrakcijos, po Il SKE-CO; ir
po Il SKE-CO, ekstrakcijos. Visuose ekstraktuose nustatytos vienodos RR, kuriy kiekiai labai
panasiis. Pagrindinés ir labiausiai dominuojancios RR — tai linolo r., oleino r. ir linoleno r. Jos
sudaro net ~92 % bendro visy riebaly riig§ciy kiekio. Didziausias kiekis ekstraktuose nustatytas
polinesociosios RR (w—6) — linolo riigsties (C18:2). Jos kiekis sudaro nuo 64,06+0,01 iki
65,45+0,06 %. Antra RR pagal kiekj yra mononesocioji RR — oleino r. (C18:1), kurios kiekis
kinta nuo 13,18+0,02 iki 15,74+0,16 %. Dar viena riebaly rugstis, esanti trecia pagal kiek],
ekstraktuose — polinesocioji RR (®-3) linoleno r. (C18:3), kurios nustatyta 11,43-13,60 %. Be
Siy trijy pagrindiniy RR, dar nustatytos sociosios riebaly ragstys: palmitino r. (C16:0), kurios
kiekis 4,77-4,82 %, stearino r. (C18:0) — 2,29-2,93 % ir arachidino r. (C20:0), kurios kiekis

maziausias — svyravo nuo 0,72 iki 0,77 %.

15 lentelé. Riebaly rugstys ir jy kiekiai gervuogiy iSspaudy ekstraktuose, %

Riebaly riigstis Po SOK Po Il SKE-CO; Po Il SKE-CO,
Palmitino rigstis (C16:0) 4,82+0,07° 4.,87+0,06° 4,77+0,07°
Stearino riigitis(C18:0) 2,93+0,01° 2,90+0,14° 2,29+0,01°
Oleino rigstis (C18:1) 15,74+0,16° 14,53+0,01° 13,18+0,02°
Linolo rigstis (C18:2) 64,31+0,18" 64,06+0,01" 65,45+0,06'
Arachidino riigstis (C20:0) 0,77+0,04° 0,76+0,04° 0,72+0,08°
Linoleno riigitis (C18:3) 11,43+0,02° 12,87+0,06° 13,60+0,08°

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés £ SN. Skirtingos mazosios raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo

reik§mingus verciy skirtumus (ANOVA ir Tukey*s kriterijus,(p < 0.05).

Nors literatiiroje daugiausia pateikti riebaly rigs¢iy sudéties tyrimai su gervuogiy uogomis,

taCiau yra ir keli atlikti tyrimai su gervuogiy iSspaudomis. Yihua ir kt. (2006) nustaté, kad

69



gervuogiy iSspaudy ekstraktuose yra Sios riebaly ragstys: palmitino (C16:0) — 4,45-5,73 %,
stearino (C18:0) — 1,98-2,58 %, oleino (C18:1) — 13,6-16,3 %, linolo (C18:2) — 61,0-66,1 % ir
linoleno (C18:3) — 9,7-16,0 %. Pagrindinés trys riigStys sudaré 92,0-93,3 % [113]. Bada ir kt.
(2014) taip pat iStyré gervuogiy iSspaudose esancias riebaly riigstis, tarp kuriy dominuojancios
buvo tos pacios trys pagrindinés RR, kurios sudaré ~92 % visy riebaly ragséiy kiekio [114].
Wajs-Bonikowska ir kiti (2017) nustaté, kad gervuogiy aliejuje RR ir jy kiekiai yra tokie:
palmitino (C16:0) — 3,7-4,2 %, margarino (C17:0) — 0,1 %, stearino (C18:0) — 2,1-4,7 %, oleino
(C18:1) — 12,1-13,9 %, linolo (C18:2) — 42,3-47,3 %, linoleno (C18:3) — 10,6-15,4 %,
arachidino (C20:0) — 0,5-0,6 % [11]. Siame darbe aprasyti rezultatai sutampa su literatiiroje
pateiktais rezultatais. Nors riebaly riig§¢iy sudétis bei kiekiai Siek tiek skiriasi, ta¢iau pagrindinés
dominuojancios RR visuose aprasytuose rezultatuose yra tos pacios: linolo r., oleino r. ir linoleno
r. Kadangi Sios riigStys yra nesociosios ir turi dviguby jung€iy, tai jos yra maziau atsparios
temperatiiros, $viesos ir deguonies poveikiui, todél aliejus gali lengviau oksiduotis. Pagrindiniy
RR, esanc¢iy gervuogiy iSspaudy ekstraktuose, struktiirinés formulés pateiktos 21 paveiksle.
Gervuogiy iSspaudy ekstraktuose esanciai RR sudéciai bei kiekiui jtakos gali turéti skirtingos
auginimo salygos, laikymo salygos, uogy riisis ir skirtingi RR nustatymo metodai.

Taigi, 1§ pateikty rezultaty matoma, kad gervuogiy iSspaudos yra puikus MNRR oleino,
PNRR (@-6) linolo ir PNRR (®»-3) linoleno saltinis.

(0]
a) ‘
HO N
(0]
! JJ\/ )
HO™ S N N =~ ~
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21 pav. Gervuogiy isspaudy ekstraktuose esanc¢ios pagrindinés riebaly rugstys: a) Linolo

r.; b) Oleino r.; ¢) Linoleno r.

3.8. Preliminarus bioaktyviy junginiy identifikavimas taikant ultraefektyviaja
skys€iy chromatografija

Naudojant UESCh—Q-TOF atlikta preliminari bioaktyviyjy junginiy fitocheminé sudéties
analizé gervuogiy iSspaudy ekstraktuose po Soksleto ekstrakcijos, SKE-CO,, ekstrakcijos
padidintame slégyje su etanoliu, vandeniu ir po maceravimo bei purtymo purtyklé¢je.
Ekstraktuose esanciy junginiy identifikavimas atliktas pagal molekuling jonine formule ir

tiksling moline masg¢ lyginant su duomenimis, esanciais duomeny bazése (Metlin, ChemSpider)
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ir mokslinéje literatiiroje. Ekstraktuose po Soksleto ir po SKE-CO; junginiy nebuvo nustatyta.
16 lenteléje pateikti gauti rezultatai atlikus analize.

Pagal pateiktus rezultatus matoma, kad gervuogiy iSspaudy ekstraktuose buvo nustatyta 18
skirtingy junginiy. Junginio (1) molekuliniam jonui [M-H]™ m/z=387,1144 priskirta formulé
Ci13H23013 ir junginys nustatytas kaip 2—hidroksiheptano r. Susidar¢s molekulinis jonas [M-H]~
m/z=179,0561 atitiko formule¢ CgH110¢ ir junginys identifikuotas kaip gliukozé (2). Junginiy (3),
(4), (5) molekuliniai jonai [M-H]™ m/z=133,0142, m/z=225,0616, m/z=191,0197 atitiko formules
C4Hs0s, C7H130g, CgH7O7 ir buvo identifikuoti kaip obuoliy, gliukoheptono bei citriny rigsys.
Analizuojant junginius (6), (7) nustatyti susidar¢ jonai [M-H]™ m/z=111,0088, m/z=173,0092,
kuriems atitinkamai priskiriamos formulés CsH3O3 ir CgHsOg, identifikuotos kaip 3—furoiné
rugstis ir dehidroaskorbo riigstis. Junginiy (8), (9) formulés CgH;1506, CoH170g ir molekuliniai
jonai [M-H]™ m/z=207,0874, m/z=253,0929 identifikuoti kaip etil-p-D-gliukopiranozidas bei
galaktozilglicerolis. Taip pat buvo nustatyta galo ragstis (10), 1-hidroksipenktano-1,2,5-
trikarboksilatas (11) ir kamferolio gliukozidas (12), kuriy molekuliniai jonai [M-H]™
m/z=169,0142, m/z=219,0510, m/z=447,0931 ir atitiko molekulines formules C;HsO0s, CgH1107,
C21H1901;1. Junginiy (13) ir (14) molekuliniai jonai [M-H]™ m/z=465,1038 ir m/z=300,9990
atitiko molekulines formules C,;H2,01, bei C14HsOg ir buvo identifikuoti kaip epikatechin-7-O-
gliukuronidas ir elago rtigstis. Analizuojant junginius (15), (16), (17), (18) nustatyti susidare
jonai [M-H]™ m/z=187,0976, m/z=811,4478, m/z=665,3906 ir m/z=603,3902, kuriems
atitinkamai priskiriamos formulés CgH1504, C42Hg7015, C36Hs57011 ir CasHss0g. Visi Sie junginiai
identifikuoti atitinkamai kaip heksano ragstis, biogenin-3-O-celobiozidas, B-D-gliukopiranozé ir
epipapirifero rugstis.

Ekstraktuose po ekstrakcijos padidintame slégyje su etanoliu buvo nustatyta daugiausiai
junginiy — 15, o maziausiu kiekiu junginiy pasizyméjo ekstraktas, gautas po ekstrakcijos
padidintame slégyje su vandeniu. IS visy identifikuoty junginiy, keturi junginiai buvo aptikti
visuose tirtuose ekstraktuose — tai gliukozé (179,0561 m/z CgH1106), obuoliy ragstis (133,0142
m/z C4Hs0s), 3—furoiné riagstis (111,0088 m/z CsH3O03) ir biogenin-3-O-celobiozidas (811,4478
m/z C42Hg7015).
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16 lentelé. Gervuogiy iS§spaudy ekstraktuose nustatyti junginiai

Smailés Junginys RT, min  MS [M-H]" m/z Formulé [M-H] Po EPSgon PO EPSho PO MAC
nr.

1 2-hidroksiheptanorr. 0,3 387,1144 C13H23013 + +
2 Gliukozé 0,3 179,0561 CesH1106 + + +
3 Obuoliy r. 0,4 133,0142 C4Hs0s + + +
4 Gliukoheptono r. 0,4 225,0616 C7H130s + +
5 Citriny r. 0,5 191,0197 CeH-0O4 + + +
6 3—furoiné rugstis 0,5 111,0088 CsH303 +

7 Dehidroaskorbo r. 0,6 173,0092 CsHs06 + + +
8 Etil-B-D-gliukopiranozidas 0,9 207,0874 CgH1506 +

9 Galaktozilglicerolis 0,9 253,0929 CyH170g +

10 Galor. 0,9 169,0142 C7Hs05 +

11 1-hidroksipentano-1,2,5-trikarboksilatas 1,5 219,0510 CsH1104 + +
12 Kamferolio gliukozidas 1,7 447,0931 C21H19011 + +
13 Epikatechin-7-O-gliukuronidas 1,8 465,1038 Cx1H2101, + +
14 Elagor. 2,3 300,9990 C14Hs0g +

15 Heksanor. 2,8 187,0976 CoH1504 +

16 Biogenin-3-O-celobiozidas 3,8 811,4478 C42He7015 + +
17 B-D-gliukopiranozé 4,4 665,3906 CasHs57011 +

18 Epipapiriferor. 51 603,3902 C3zsHs508 +
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3.9. Gervuogiy iSspaudy ir ekstrakty antocianiny analizé

3.9.1. Bendras antocianiny kiekis gervuogiy iSspaudy -ekstraktuose ir gervuogiy

sultyse

Atliekant antocianiny analiz¢ buvo nustatytas bendras antocianiny kiekis ekstraktuose po
maceravimo ir purtymo purtykléje, bei po ekstrakcijos padidintame slégyje su etanoliu ir
vandeniu (Zr. 18 lentelé). Didziausig kiekj antocianiny turéjo ekstraktas, gautas po maceravimo ir
purtymo (165,23 mg/100 g SM), maZesnis kiekis nustatytas ekstrakte po ekstrakcijos
padidintame slégyje su etanoliu (130,70 mg/100 g SM). Po EPSy,o ekstrakcijos gautame
ekstrakte antocianiny kiekis nustatytas tik 8,63 mg/100 g SM. Ekstrakcija padidintame slégyje su
etanoliu ir maceravimas buvo atlikti su vienoda zaliava (liekana po superkritinés ekstrakcijos
CO,), taciau gauti bendro antocianiny kiekio rezultatai parodé, kad EPSgon pritaikymas
ekstraktuose sumazina antocianiny kiekj lyginant su maceravimo pritaikymu. Jtakos galéjo turéti
naudojama temperatiira, kadangi maceravimo ir purtymo metu buvo naudojama 20 °C
temperatiira, o EPSgon ekstrakcijos metu — 90 °C. Mokslinéje literatiiroje teigiama, kad aukstoje
temperatiiroje gali suskilti dalis antocianiny ir taip sumazéti bendras jy kiekis [115]. Liekana,
gauta po EPSgon buvo apdorota taikant EPSpyo ekstrakcija 130 °C temperatiiroje. Kadangi
18spaudos jau buvo apdorotos taikant kelias ekstrakcijas ir dar naudojant vis didesn¢ temperatiirg,

tai ir bendras antocianiny kiekis buvo gautas maziausias.

17 lentelé. Bendras antocianiny kiekis gervuogiy iSspaudy ekstraktuose

Ekstraktas mg/g ekstrakto mg/100 g SM

Po EPSkton 4,47+0,05 130,70+1,34°

Po EPSh20 1,09+0,03° 8,63+0,24°
Po MAC 7,49+0,02° 165,23+0,46°

Nurodytos vidutinés penkiy pakartojimy vertés = SN. Skirtingos mazosios raidés prie skaiciy tame paciame stulpelyje nurodo

reik§mingus ver&iy skirtumus (ANOVA ir Tukeys kriterijus,(p < 0.05).

Mokslingje literatiiroje pateikti bendro antocianiny kiekio rezultatai labai jvairis.
Yamashita ir kt. (2017) gervuogiy iSspaudy vandeniniame ekstrakte nustaté 718,47 mg/100 g SM
[116]. Pantelidis ir kt. (2007) skirtingose gervuogiy uogy veislése pateiké bendrg antocianiny
kiekj, kuris kinta nuo 125,6 iki 152,2 mg/100 g Svieziy uogy [117]. Vuli¢ ir kt. (2011) istyré
ekstraktus, paruoStus su metanolio vandeniniu tirpalu ir nustaté bendrg antocianiny kiekj 149,12
mg/100 g uogy iSspaudy [118]. Patras ir kt. (2009) iStyré, kad gervuogése antocianiny kiekis yra
net 1004,90 mg/100 SM. Didelis bendro antocianiny kiekio svyravimas gervuogiy ekstraktuose
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yra daugiausiai d¢él genetiniy ir aplinkos veiksniy, tokiy kaip veislé, sunokimas, auginimo
salygos. Taip pat jtakos turi pasirinktas apdorojimo biidas [119].

Vertinant bendra antocianiny kiekj gervuogiy iSspaudy ekstraktuose, buvo istirtos ir
gervuogiy sultys. Nustatytas bendras antocianiny kiekis — 1432,76+0,31 mg/L. Wang ir kt.
(2007) aprasé bendra antocianiny kiekj gervuogiy sultyse, kuris buvo lygus 400,77 mg/L [31].
Pateiktas kiekis literattiroje yra daug mazesnis uz $io tyrimo metu nustatyta kiekj. Kaip jau buvo

minéta, jtakos rezultatams gali turéti genetiniai ir aplinkos veiksniai.
3.9.2. Antocianiny kokybiné ir kiekybiné analizé

Ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu buvo nustatyti antocianinai gervuogiy
iSspaudose bei iSspaudy EPSgion, EPSH20 ekstraktuose. ISskirty junginiy identifikavimas atliktas
pagal molekuling mase ir formule lyginant su duomenimis, pateiktais komercinese duomeny
bazése bei mokslinéje literattiroje.

IS 17 lenteléje ir 22 paveiksle pateikty rezultaty matoma, kad i$ viso buvo identifikuoti 7
antocianinai. Smailés (1) molekuliniam jonui [M-H]" m/z=449,1087 priskirta molekuliné formulé
C21H2104; ir junginys identifikuotas kaip cianidin-3-galaktozidas. Smailés (2) molekulinis jonas
[M-H]" m/z=291,0862 atitiko formule C;sHis0¢ ir junginys buvo nustatytas delfinidin-3-
galaktozidas. Smailé (3) atitiko molekuling formule Cz;H21019, molekulinj jong [M-H]
m/z=433,1128 ir buvo identifikuota kaip cianidin-3-O-ramnozidas. Smailés (4) molekulinis jonas
[M-H]" m/z=449,1071 atitiko C»H» 011 formulg. Junginys nustatytas kaip cianidin-3-
gliukozidas. Smailés (5), (6) ir (7) atitiko molekulinius jonus [M-H]" m/z=535,1081,
m/z=435,0554, m/z=593,1499 bei molekulines formules C4H23014, C19H15012 ir Cy7H2901s.
Junginiai atitinkamai identifikuoti kaip cianidin-3-O-malonilgliukozidas, delfinidin-3-ksilozidas

ir cianidin-3-dioksalilgliukozidas.

18 lentelé. Gervuogiy iSspaudose ir ekstraktuose nustatyti antocianinai

Smailés . Formulé MS [M-H] mg/100 g SM
Junginys )
nr. [M-H] m/z ISspaudos EPSkwon EPSH20
1 CI-3-GA Cy1H2:011 449,1087 111,61+0,07 — —
2 DE-3-GA C15H1506 291,0862 2,17+0,02 - -
3 Cl-3-O-RA  Cy1H210q9 433,1128 1,38+0,01 - -
4 CI-3-GL Co1H2:011 449,1071 9,91+0,02 8,03+0,02 0,27+0,03
5 CI-3-O-MG Co4H23014 535,1081 4 52+0,03 — —
6 DE-3-KS C19H15012 435,0554 1,16+0,01 — —
7 CI-3-DG Co7H29015 593,1499 2,91+0,01 — —

Cl — cianidinas; GA — galaktozidas; RA — ramnozidas; GL — gliukozidas; MG — malonilgliukozidas; KS — ksilozidas; DG —

dioksalilgliukozidas; DE — delfinidinas.
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22 pav. Gervuogiy iSspaudy ir ekstrakty chromatogramos

Pagal cianidin-3-gliukozido standartg atlikta kiekybiné analizé. Nustatyta, kad gervuogiy
iSspaudose pagrindinis antocianinas yra cianidin-3-galaktozidas, kuris sudaro net 85 % visy
nustatyty antocianiny kiekio. [vertinus antocianinus gervuogiy iSspaudy ekstraktuose po EPSgion
ir po EPSyyo identifikuotas tik vienas antocianinas — tai cianidin-3-gliukozidas. Po EPSgion
gautas kiekis 8,03£0,02 mg/100 g SM, o po EPSyy0 — 0,27£0,03 mg/100 g SM. I§ gauty
rezultaty (Zr. 18 lentelé) matoma, kad taikant ekstrakcijas, cianidin-3-gliukozido kiekis mazéjo.

Mokslingje literatiroje nepavyko rasti nustatyty antocianiny gervuogiy iSspaudose, todél
rezultatai palyginti su gervuogiy uogomis. Stefanut ir kt. (2013) nustaté, kad didziausias kiekis
buvo rastas cianidin-3-gliukozido (90,72 %), o mazi kiekiai — cianidin-3-ksilozido (3,44 %),
cianidin-3-malonilgliukozido (2,97 %) ir cianidin-3-dioksalilgliukozido (2,04 %) [120]. Taciau
Genskowsky ir kt. (2016) gervuogése nustatyti antocianiny kiekiai skyrési. Siame aprasytame
tyrime dominuojantis antocianinas buvo delfinidin-3-gliukozidas [121]. Remiantis Niculescu ir
kt. (2013) pateiktais duomenimis, nustatyti antocianinai buvo cianidin-3-gliukozidas, cianidin-3-

arabinozidas, malvidin-3-acetilmonogliukozidas ir cianidin-3-monogliukozidas, bet Siy junginiy
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kiekiai nebuvo nustatyti [122]. Fan Chiang ir kt. (2005) antocianinus istyré 51-ame bandinyje,
kurie 18 i§ jy buvo skirtingy gervuogiy veisliy ir 20 pasirinkimy i§ 5 skirtingy geografiniy
vietoviy, bei 3 sezony. Viso tyrimo metu nustatyti antocianinai: cianidin-3-gliukozidas, cianidin-
3-rutinozidas, cianidin-3-ksilozidas, cianidin-3-malonilgliukozidas ir cianidin-3-
dioksalilgliukozidas. Atitinkamai pagal tiriamg bandinj buvo nustatyti skirtingi antocianinai bei
ju kiekiai, tad¢iau dazniausiai dominuojantis antocianinas — cianidin-3-gliukozidas [123]. Pagal
mokslingje literatiiroje pateiktus rezultatus ir pagal nustatytus Sio tyrimo metu, matoma, kad
antocianiny sudétis labai skirtinga. Nors daug tyréjy nustaté, kad pagrindinis antocianinas
gervuogése yra cianidin-3-gliukozidas, taCiau yra ir prieSingai gauty rezultaty. Skirtingus
rezultatus gali lemti jvairls veiksniai, tokie kaip uogy veislé, uogy sunokimo lygis, auginimo

salygos, vietové, tyrimy metodai ir daug kity veiksniy [124].
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ISVADOS

Ivertinus gervuogiy iSspaudy chemine sudétj, nustatyta, kad iSspaudose drégmés kiekis
yra 3,62 g/100 g, baltymy — 12,83 g/100 g, riebaly — 13,56 g/100 g, o mineraliniy
medziagy — 2,41 g/100 g.

. Naudojant pavirSiaus atsako metodg atliktas superkritinés CO, ekstrakcijos parametry
(slégio, temperatiiros ir laiko) optimizavimas. Nustatyta, kad didziausia ekstrakty iSeiga
(9,93 g/100 g SM) gaunama esant 54,8 MPa slégiui, 64 °C temperatiirai ir 171 min
ekstrakcijos trukmei. Nustatyta, kad didziausig jtaka iSeigai turi pasirinktas slégis.
Liekana, gauta po superkritineés CO; ekstrakcijos, apdorota taikant ekstrakcija
padidintame slégyje su etanoliu. Siam procesui atliktas parametry (temperatiiros ir
laiko) optimizavimas ir nustatytos optimalios salygos (90 °C temperatiira, 3x15 min
ekstrakcijos laikas), kurias vykdant gaunama didziausia gervuogiy iSspaudy ekstrakty
1Seiga (29,24 g/100 g SM).

. Apdorojant gervuogiy iSspaudas skirtingais ekstrakcijy metodais, buvo palygintos
gautos iSeigos, kuriy vertés svyravo nuo 7,94 ¢/100 g SM iki 29,24 g/100 g SM ir
nustatyta, kad didziausios ekstrakty iSeigos gautos po ekstrakcijos padidintame slégyje
su etanoliu (29,24 g/100 g SM) ir po maceravimo bei purtymo purtykléje (22,07 g/100
g SM). Maziausia iSeiga gauta atlikus ekstrakcija padidintame slégyje su vandeniu
(7,94 g/100 g SM).

Taikant Folin Ciocalteu‘s, ABTS™ ir ORAC metodus, nustatytas gervuogiy isspaudy
ekstrakty antioksidacinis aktyvumas. Gauti rezultatai parode, kad didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizymi ekstraktai, gauti po maceravimo ir purtymo
purtykléje bei po ekstrakcijos padidintame slégyje, naudojant polinius tirpiklius. Taip
pat buvo jvertintas kietos frakcijos prie$ ekstrakcijas ir po jy antioksidacinis aktyvumas
naudojant tokius pat metodus, tik pritaikant QUENCHER procediirg. Nustatyta, kad
aktyviausia liekana, gauta po superkritinés ekstrakcijos CO; ir po Soksleto ekstrakcijos,
kuriose naudojami nepoliniai tirpikliai.

Lipofiliniame ekstrakte po superkritinés ekstrakcijos CO; nustatytas peroksidy skaicius
(6,38 mekv Oy/kg), kuris nevirsija leistinos nerafinuotiems aliejams (15 mekv O,/kg)
ribos, todél toks ekstraktas gali buti naudojamas atliekant tolimesnius tyrimus. Taikant
Oksipres ir Rancimat metodus, buvo matuojamas gervuogiy iSspaudy ekstrakty
oksidacinis stabilumas. Nustatyta, kad visi ekstraktai pasizymi stabilizuojanciomis
savybémis, o didziausiu stabilumu pasizymi ekstraktas, gautas po ekstrakcijos

padidintame slégyje su vandeniu.
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7.

10.

Dujy chromatografijos metodu nustatytos riebaly riigstys, esancios gervuogiy iSspaudy
lipofiliniuose ekstraktuose. I$ viso identifikuotos 6 riebaly rtgstys, i$ kuriy pagrindinés
buvo linolo, linoleno ir oleino. Sios riigitys sudaro ~92 % bendro visy riebaly riigiciy
kiekio.

Ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu atliktas bioaktyviyjy junginiy
identifikavimas. Gervuogiy iSspaudy lipofiliniuose ekstraktuose junginiy nebuvo
identifikuota, o likusiuose ekstraktuose i§ viso buvo nustatyta 18 junginiy. Didziausiu
kiekiu junginiy pasizymeéjo ekstraktas po ekstrakcijos padidintame slégyje su etanoliu,
0 maziausiu — ekstraktas po ekstrakcijos padidintame slégyje su vandeniu. Visuose
ekstraktuose buvo nustatyti $ie junginiai: gliukozé, obuoliy rugstis, 3—furoiné ragstis ir
biogenin-3-O-celobiozidas.

Atlikta antocianiny analiz¢é gervuogiy iSspaudose ir ekstraktuose. [Sspaudose nustatyti 7
antocianinai, i§ kuriy pagrindinis antocianinas — cianidin-3-galaktozidas, kuris sudaro
85 % visy nustatyty antocianiny Kiekio. Ekstraktuose identifikuotas tik cianidin-3-
gliukozidas. Palyginus ekstraktus pagal nustatyta bendra antocianiny kiekj, nustatyta,
kad didziausias kiekis randamas ekstrakte po maceravimo ir purtymo purtykléje
(165,23 mg/100 g SM), o maziausias — po ekstrakcijos padidintame slégyje su
vandeniu (8,63 mg/100 g SM).

Siame darbe atliktais tyrimais jrodyta, kad gervuogiy i§spaudos yra puikus bioaktyviy
junginiy Saltinis. Taikant auksto slégio ir fermentinio biorafinavimo procesus, galima
i§skirti  ekstraktus, pasizymincius dideliu fenoliniy junginiy kiekiu ir aukstu

antioksidaciniu aktyvumu.
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Nuosirdziai dékoju magistro baigiamojo projekto vadovui prof. dr. Petrui Rimantui
Venskutoniui uz temos idéja, pagalbg ir konsultacijas moksliniais klausimais, bei nuolatinj
skatinimg tobuléti. Dékoju doc. dr. A. Pukalskui uz pagalbg atlickant bioaktyviyjy junginiy
identifikavimo analizg, lekt. dr. M. Pukalskienei — uz konsultacijas, patarimus ir kantrybe
analizuojant antocianinus, lekt. dr. V. Kitrytei — uz konsultacijas ir patarimus iskilus jvairiems
moksliniams klausimams.
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