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Patvirtinu, kad mano, Evelinos Sabastijanskaités, baigiamasis projektas tema ,,Balzaminiy tuopy
(Populus balsamifera L.) pumpury i$trauky gamyba, biologiskai aktyviy junginiy kiekio jvertinimas
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literatiiros nuorodose. [statymy nenumatyty piniginiy sumy uz §j darbg niekam nesu moke¢jes.

AS suprantu, kad iSaiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno

technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardg ir pavardg jraSyti ranka) (paraSas)



Sabastijanskaité, Evelina. Balzaminiy tuopy (Populus balsamifera L.) pumpury iStrauky gamyba,
biologiskai aktyviy junginiy kiekio jvertinimas ir biologinio aktyvumo tyrimas. Baigiamasis magistro
projektas / vadové prof. dr. Kristina Ramanauskiené; Kauno technologijos universitetas, Cheminés
technologijos fakultetas; Lietuvos sveikatos moksly fakultetas, Farmacijos fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy kryp¢iy grupé): chemija, fiziniai mokslai.

ReikSminiai Zodziai: tuopa, pumpurai, fenoliniai junginiai, flavonoidai, salicinas, p—kumaro rtgstis,
antioksidacinis aktyvumas

Kaunas, 2019. 46 p.
Santrauka

Tuopy pumpurai yra viena i§ galimy vaistiniy zaliavy, kuriy poveikis néra placiai tirtas. Siekiant
surasti vis daugiau alternatyvy jvairiems vaistams, tikslinga istirti tuopy pumpury bioaktyviuosius
junginius bei tuopy pumpury preparaty antioksidacines savybes.

Darbo tikslas: pagaminti balzaminiy tuopy (Populus balsamifera L.) pumpury istraukas ir jvertinti
biologiskai aktyviy junginiy kiekj jose bei jy biologinj aktyvuma.

Darbo uzdaviniai: pagaminti balzaminiy tuopy pumpury iStraukas taikant skirtingus ekstrahavimo
metodus ir tirpiklius; nustatyti tirpikliy daromg daromg jtakg pagaminty iStrauky kokybei; nustatyti
ekstrahavimo metodo daroma jtaka iStrauky kokybei; jvertinti iStrauky antioksidacin;j ir antibakterinj
aktyvumg; nustatyti biologiskai aktyvius junginius iStraukose, taikant efektyviosios skysciy
chromatografijos metoda.

Naudojami tyrimo metodai: bendras fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekio nustatymas atliktas
spektrofotometriniu metodu, antioksidacinis aktyvumas jvertintas taikant ABTS"" radikaly — katijony
suri§imo gebos nustatymo metoda bei deguonies radikaly suri§imo gebos nustatyto metoda (ORAC).
Antibakterinis istrauky aktyvumas nustatytas difuzijos j agara metodu in vitro. Skystosios iStraukos
gamintos taikant maceracijos ir ekstrakcijos ultragarsu metodus. Siekiant sukoncentruoti
bioaktyviuosius junginius skystosios iStraukos liofilizuotos. Bioaktyvieji junginiai iStraukose
kokybiskai ir kiekybiskai nustatyti efektyviosios skys¢iy chromatografijos.

Nustatyta, kad 70 proc (V/V) etanolis yra efektyvesnis tirpiklis nei 30 ir 50 proc. (V/V) etanoliniai
tirpikliai bei vanduo. Nustatytas didesnis bioaktyviyjy junginiy kiekis iStraukose gamintose,
naudojant ekstrahentu 70 proc. (V/V) etanolj. Ultragarsinés ekstrakcijos metu i$skiriamas panasus
bioaktyviyjy junginiy kiekis 1§ balzaminiy tuopy pumpury, kaip ir maceracijos metodu, taiau
ultragarsinés ekstrakcijos trukmé yra 30 minuciy, o maceracijos metodo — 6 valandos (vandeninés
iStraukos) arba 120 valandy (etanolinés iStraukos). Stipresniu antiradikaliniu aktyvumu pasizyméjo
liofilizuotos etanolinés iStraukos. Balzaminiy tuopy pumpury iStraukos pasizyméjo antibakteriniu
aktyvumu pries§ gramteigiamas bakterijas (S. aureus ir E. faecalis). Tirtos iStraukos buvo efektyvios
pries referencinés ir klinikinés padermés S. aureus bakterijas bei referencinés padermés E. faecalis
bakterijas. I$traukos neslopino gramneigiamy bakterijy (E. coli ir P. aeruginosa) augimo. Bazlaminiy
tuopy pumpury iStraukose nustatyti Sie junginiai: apigeninas, kavos rigstis, p-kumaro rigstis, 3,5—
dikafeoilchino riigstis, hiperozidas, katechinas, chlorogeno rtigstis, floretinas, izokvercetinas, ferulo
rugstis ir salicinas. Dominuojantis junginys — p—kumaro rugstis.
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Summary

Poplar buds are one of the alternative medicinal plants materials, whose effects have not been studied
yet. In order to find more alternatives to various synthetic drugs, it is appropriate to investigate
bioactive compounds and antioxidant properties of poplar buds extracts.

The aim of this study is to make an extraction of balsam poplar (Populus balsamifera L.) buds and
evaluate amount of bioactive compounds and biological activity in extracts.

Tasks of this study: to make an extracts of balsam poplar buds in different methods and solvents, to
determinate the influence of solvets on the quality of extracts, to determinate the influence of
extraction method on the quality of extracts, to evaluate antioxidant and antibacterial properties in
extracts, to idetified bioactive compounds in extracts, using effective liquid chromatograp atliktihy.

Methods used in this study: total phenolic content by Folin—Ciocalteu’s assay and total flavonoids
content were carried out by spectrophotometric method; antiokxidant activity was evaluated using
the ABTS™" radical — cation scavenging assay method and oxygen radical absorbance capacity assay
method (ORAC). Antibacterial activity of extracts was determined by diffusion method in vitro.
Liquid extracts were produced using maceration and ultrasonic extraction techniques. Liquid extracts
were lyophilized to concentrate the bioactive compounds. Bioactive compounds in the extracts were
quantitate by effective liquid chromatography.

In this study, 70 percent (V/V) ethanol is a more effective solvent than 30 and 50 percent (V/V)
ethanol solvents and water. A higher amount of bioactive compounds in extracts was found using 70
percent ethanol as solvent. Amount of bioactive compounds from balsam poplar buds extracts using
ultrasonic extraction method is a similar as using maceration method, although ultrasonic extraction
time is 30 minutes and the maceration method is 6 hours (aqueous extracts) and 120 hours (ethanol
extracts). Lyophilized ethanol extracts exhibited stronger antiradical activity. Extracts of balsam
poplar buds had antibacterial activity against gam—positive bacteria (reference and clinical strains of
S. aureus and reference strain of E. faecalis). Extracts did not inhibit the growth of gram-negative
bacteria (E. coli and P. aeruginosa). The following compounds have been identified in the extracts:
apigenin, coffein acid, p-coumaric acid, 3,5 — dicaffeoylquinic acid, hyperoside, catechin,
chlorogenic acid, phloretine, isoquercetine, ferulic acid and salicin. The dominant compound is p—
coumaric acid.
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Santrumpos
NVNU — nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo;
ROS - reaktyviosios deguonies formos (angl. reactive oxygen species);
UV — ultravioletiné spinduliuoté;
DNR — deoksiribonukleoriigstis;
SAR - struktiiros—aktyvumo rysys;
TROLOX - 6-hidroksi—2,5,7,8-tetrametilchroman—2—karboksirtigstis;
TEAC — TROLOX ekvivalento antioksidaciné geba (angl. Trolox equivalent antioxidant capatity);
ABTS™ — 2,2°-azino-bhis(3—etilbenzotiazolino—6-sulfoninés rugsties) diamoniné druskos radikalas;
ORAC — deguonies radikaly absorbcijos geba (angl. oxygen radical absorbance capacity);
DMSO - dimetilsulfoksidas (angl. dimethyl sulfoxide);
DPPH - 2,2—difenil-1-pikrihidrazilo radikalas;

HPLC - auksSto efektyvumo skyséiy chromatografija (angl. high performance liquid
chromatography);

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate buffered saline);
GRE — galo riigsties ekvivalentas;

RE — rutino ekvivalentas;

TE — TROLOX ekvivalentas;

AV — absorbcijos vienetai.



Ivadas

Vykstant klimato kaitai aktyvéja jvairios Zzmoniy ligos. Kartu su jomis auga jvairiy vaistiniy
medZiagy, galindiy nuslopinti vienokia ar kitokia liga, poreikis. Siuo metu rinkoje yra begalé jvairiy
nesteroidiniy vaisty nuo uzdegimo (NVNU), kuriy vartojimas pastaruoju metu pasaulyje ir Lietuvoje
vis didéja. Tokie sintetiniai ,,kovotojai su ligomis ilgainiui pakenkia Zzmogaus organy funkcijoms ir
sveikatai, tod¢l Siuo metu mokslininkai ypatinga démesj skiria natiiraliems preparatams,
iSgaunamiems i§ pacios gamtos.

NVNU turi jtakos virSkinamojo trakto sutrikimams, kelia grésmg¢ Sirdies ir kraujagysliy sistemai. Dél
didelés NVNU sukeliamy komplikacijy rizikos, siekiama ieSkoti naujy augaliniy Saltiniy, kuriy
vartojimas esant uzdegiminiams procesams galimai sukelia mazesnius nepageidaujamus poveikius.
Viena i8 potencialiy augaliniy Zaliavy — tuopy pumpurai.

Liaudies medicinoje tuopy pumpurai naudojami gana seniai. Jie pasizymi prieSuzdegiminiu,
antimikrobiniu poveikiu, taip pat malSina skausmg, skatina diurez¢ bei zaizdy gijimg. Tuopy
pumpurai gali buti vartojami kar§¢iavimui mazinti, sergant kvépavimo sistemos ligomis, ypac
perSalus, taip pat gydant virSkinamojo trakto negalavimus, nemigg. Vartojant augalinius vaistus,
galima reguliuoti medZiagy apykaitos procesus bei organizmo homeostaze, koordinuoti imuning
sistemg. Augaly gydomosios savybés priklauso nuo to, kiek ir kokiy biologiSkai veikliyjy junginiy
jie sukaupia. Zinoma, kad tuopy pumpuruose gausu fenoliniy riig§éiy, flavonoidy, salicilo rigsties
dariniy, taip pat eteriniy aliejy, rauginiy medziagy, mineraly, dervy, glikozidy, antibiotiniy
medziagy, organiniy ragsciy, vasky, jvairiy vitaminy [1]. Tyrimais nustatyta, kad fenoliniai
junginiai ir flavonoidai gerina medziagy apykaita, mazina Sirdies ir kraujagysliy ligy, diabeto,
nutukimo ir vézio rizika [2].

Tuopy pumpurai yra viena i§ galimy vaistiniy zaliavy, kuriy poveikis néra placiai tirtas. Siekiant
surasti vis daugiau alternatyvy jvairiems sintetiniams vaistams, tikslinga nustatyti tuopy pumpuruose
esancius bioaktyviuosius junginius bei istirti tuopy pumpury iStrauky antioksidacines ir antibakterines
savybes.

Darbo tikslas: pagaminti balzaminiy tuopy (Populus balsamifera L.) pumpury istraukas ir jvertinti
biologiskai aktyviy junginiy kiekj jose bei jy biologinj aktyvuma.

Darbo uzdaviniai:

1. Pagaminti balzaminiy tuopy pumpury istraukas taikant skirtingus ekstrahavimo metodus ir
tirpiklius.

Nustatyti tirpikliy daromg jtakg pagaminty iStrauky kokybei.

Nustatyti ekstrahavimo metodo daroma jtaka iStrauky kokybei.

Ivertinti iStrauky antioksidacinj ir antibakterinj aktyvuma.

a bk wn

Nustatyti biologiSkai aktyvius junginius iStraukose, taikant efektyviosios skysc¢iy
chromatografijos metoda.



1. Literatiros apZvalga
1.1. Tuopy rasys ir paplitimas

Tuopy rii§iy pasaulyje yra daugiau nei §imtas. Sie medziai labiausiai paplite vidutiniy platumy ir
subtropiniuose regionuose (rytiné, vakariné ir pietiné Europos dalis, vakary Azija, Siaurés Afrika) [1].
Lietuvoje Sis medis labiausiai paplites viduringje ir pietin¢je dalyje, daznai auginama parkuose,
pakelése, formuojant aléjas. Lietuvoje auga tik kelios tuopy rasys — baltoji tuopa (lot. Populus alba),
kvapioji tuopa (lot. Populus suaveolens), balzaminé tuopa (lot. Populus balsamifera), lieknoji tuopa
(lot. Populus bolleana), juodoji tuopa (lot. Populus nigra), piramidiné tuopa (lot. Populus
pyramidalis), pilkoji tuopa (lot. Populus x canescens) ir drebulé (lot. Populus tremula) [3].

1.1.1. Balzaminés tuopos apibiidinimas

Balzaminé tuopa — magnolijiiny skyriaus, magnolijainiy klasés, gluosniaziedziy eilés, gluosniniy
Seimos tuopy genties augalas (1 lentelé) [1, 4].

1 lentelé. Augalo klasifikacija [1, 4]

Karalysté Augalai (lot. Plantae)

Pokaralysté | Papartiinai (lot. Tracheophyta)

Skyrius Magnolijunai (lot. Magnoliophyta)

Klasé Magnolijainiai (lot. Magnoliopsida)
Poklasis DilenijaziedZiai (lot. Dilleniidae)

Eilé Gluosniaziedziai (lot. Salicales)

Seima Gluosniniai (lot. Salicaceae)

Gentis Tuopa (lot. Populus)

Rasis Balzaminé tuopa (lot. Populus balsamifera)

Sis medis, priklausomai nuo rasies, gali uzaugti iki 25 - 35 metry auks&io, kamieno skersmuo gali
siekti 2,5 m. Sakos paprastai biina nukrypusios j vir§y [3]. Balzaminiy tuopy Zievé tamsiai pilka,
sueizéjusi, lapai tamsiai zali, odiski, kiauSiniski, kotuoti.

1 pav. Balzaminiy tuopy isdZiovinti pumpurai

Kaip vaistiné zaliava dazniausiai naudojami tuopy pumpurai, kurie yra rudi, kiausiniski, smailiomis
virSunémis, lipnis, bei skleidzia stipry kvapa (1 pav.) [3]. Tuopa yra dvinamis medis — turi vyriskus
ir moteriSkus Ziedus, kurie telkiasi Zirginéliuose. Medzio vaisiai — mazos dézutés talpinancios séklas,
kurios taip pat telkiasi Zirginéliuose.
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1.1.2. Tuopy pumpury panaudojimas medicinoje

Liaudies medicinoje tuopy pumpurai naudojami gana seniai. Jy preparatai pasizymi
prieSuzdegiminiu, antimikrobiniu poveikiu, taip pat malSina skausmg, skatina diureze bei Zaizdy
gijimg [5]. Tuopy pumpurai gali biiti vartojami kar§¢iavimui mazinti, sergant kvépavimo sistemos
ligomis, ypac perSalus, taip pat gydant virSkinamojo trakto negalavimus, nemigg. I§ iSdziovinty
pumpury padarytomis vandeninémis iStraukomis ir tepalais gydomos Zaizdos, podagra, hemorojus,
nudegimai, reumatas. Tuopy pumpury tepalu gali biiti gydomas trichomonozinis kolpitas, jvairiis
odos grybeliniai susirgimai, taip pat alopecijos, nes tuopy pumpury preparatai skatina plauky augima.
Pumpury spiritiné iStrauka naudojama maliarijos, tuberkuliozés, skorbuto, cistito ir kai kuriy §lapimo
puslés sutrikimy gydymui [6].

IS tuopy pumpury galima gaminti jvairius uzpilus, vandenines bei spiritines iStraukas, nuovirus ar
tepalus. Vaistinése galima aptikti homeopatiniy vaisty, kuriy sudétyje dazniausiai biina i§ drebulés
pumpury, $vieziy $akeliy ir lapy i§skirtos veikliosios medziagos. Sie vaistai skirti priesinés liaukos ir
Slapimo puslés ligy simptomams lengvinti, inksty funkcijai gerinti, lengvo apatiniy Slapimo taky
uzdegimo papildomam pagalbiniam gydymui po veiksmingos specifinés terapijos [7]. Preparaty
indikacijos pagristos tik homeopatijos principais.

Tuopy pumpury preparaty negalima vartoti vaikams, jaunesniems nei 12 mety, perSalimo atveju ir
esant kar§¢iavimui, kadangi salicilaty junginiai esantys tuopy pumpury preparatuose gali sukelti Reje
sindromg — ligg pasireiskian¢ia smegeny ir kepeny Igsteliy suirimu. Siy preparaty negalima vartoti
néstumo ir zindymo metu, esant alergijai salicilatams ar sergant astma, taip pat nerekomenduojama
vartoti nepasitarus su gydytoju, esant inksty bei kepeny funkcijos sutrikimams [7].

1.1.3. Kaupiamos medziagos tuopy pumpuruose

Tuopy pumpuruose randama daug salicilo riigSties dariniy, taip pat apie 6 proc. eteriniy aliejy,
rauginiy medziagy, apie 0,25 proc. flavonoidy, mineraly, dervy, glikozidy (populinas ir salicinas),
antibiotiniy medZziagy, organiniy rags¢iy (galo ir obuoliy rigstys), vasky, jvairiy vitaminy [8].
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Kofeino rugstis p-kumaro rtgstis Cinamono riigstis Ferulino rugstis

2 pav. Dazniausiai aptinkamos fenolinés riigstys tuopy pumpuruose
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Pagrindiniai junginiai aptinkami tuopy pumpuruose yra fenolinés riigstys: salicinas, kofeino riigstis,
para-kumaro raigstis, ferulino ir izoferulino rugstys, di-O-metilkofeino riigstis, cinamono rugstis;
flavonoidai: pinobanksinas, pinobanksino 5-metilo eteris ir pinocebrinas (2 pav.) [1].

1.2. Fenoliniai junginiai ir antioksidacinis aktyvumas

Fenoliniai junginiai yra nattrals antriniai augaly metabolitai, randami augaluose, vaisiuose, uogose
ar darzovése [9, 10]. Nepaisant to, kad antriniai metabolitai tiesiogiai nedalyvauja fotsintezéje ar
augaly kvépavime, jie yra svarbiis augalams, nes Sie junginiai atsakingi uz augaly apsauga — apsaugo
augala nuo oksidanty ir ultravioletinés spinduliuotés [4].

2 lentelé. Fenoliniy junginiy klasifikavimas [4]

Fenoliniy junginiy klasé Struktira
Paprastieji fenoliai, benzochinonai C6
Hidroksibenzoinés riigstys C6-C1
Hidroksicinamono riigitys, fenilpropanoidai C6-C3
Acetofenonai, fenilacetato riigstys C6-C2
Ksantonai C6-C1-C6
Stilbenai, antrachinonai C6-C2-C6
Flavonoidai, izoflavonoidai C6-C3-C6
Lignanai, neolignanai (C6-C3)2
Ligninai (C6-C3)n
Kondensuoti taninai (proantocianidinai ar flavolanai) | (C6—-C3-C6);,

Fenoliniy junginiy jvairové labai didelé, pradedant paprastomis molekulémis, tokiomis kaip
vanilinas, galo rigstis, kofeino rtigstis ir baigiant sudétingais polifenoliais, tokiais kaip stilbenai (pvz.
cinamono ragstis) ir flavonoidai (pvz. rutinas) [11]. Fenoliniai junginiai randami prijungti prie mono
ir polisacharidy, prie kuriy prisijungusios viena ar kelios fenolinés grupés, taip pat Sie junginiai gali
buti randami kaip esteriy ar metilo esteriy dariniai [9]. Fenoliniai junginiai susideda i§ aromatinio
ziedo, prisijungusio vieng arba daugiau hidroksilo pakaity. Siuo metu zinoma daugiau kaip 8000
fenoliniy junginiy. Pagal savo struktiirg jie skirstomi j kelias klases (2 lentelé) [4]. Pagrindiniai
fenoliniai junginiai randami augaluose yra fenolinés riigstys, flavonoidai ir taninai [9].

1.2.1. Flavonoidai

Flavonoidai yra didziausia fenoliniy junginiy grupé. Jie sudaro daugiau nei du trec¢dalius visy fenoliy,
randamy augaluose. Flavonoidai yra mazos molekulinés masés junginiai, kuriems budingas C6-
C3-C6 anglies atomy issidestymas bei prie jo prijungti jvairiis pakaitai. Sie junginiai sudaryti i3
dviejy aromatiniy ziedy, sujungty trijy anglies atomy tilteliu, kuris daZnai yra heterociklinio Ziedo

formos (3 pav.) [4].
o L]
L

3 pav. Flavonoidy struktiira. A ir B — aromatiniai Ziedai sujungti heterocikliniu ziedu C [4]
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D¢l savo antioksidaciniy savybiy flavonoidai yra neatsiejama maisto mokslo, farmacijos, medicinos
bei kosmetikos pramonés dalis. Sie junginiai pasizymi antioksidaciniu, prie$uzdegiminiu,
antimutageniniu, antivirusiniu, antibakteriniu, hepatoprotekciniu, kardioprotekciniu,
antitromboziniu, antialerginiu ir prie§véziniu poveikiu. Taip pat geba moduliuoti pagrindines Igsteliy
fermenty funkcijas, yra stipris inhibitoriai tokiems fermentams, kaip ksantino oksidaz¢ (XO),
ciklooksigenazé (COX), lipoksigenazé bei fosfoinozino 3—kinazé[12-15].

Flavonoidai gali biuiti klasifikuojami pagal biosinteting kilmg¢. Pradinis daugumos flavonoidy
biosintezés etapas yra vienos p—kumaroil-CoA molekulés (Sikimato kilmés, B ziedo) kondensacija
su trimis malonil-CoA molekulémis (poliketidy kilmés, A Ziedas), kurios metu gaunamas chalkonas.
Si reakcija atlickama dalyvaujant fermentui chalkono sintazei (CHS) [13]. Véliau chalkonas
izomerizuojamas | flavanong padedant fermentui chalkono flavanono izomerazei (CHI). IS Siy
tarpiniy junginiy biosintezés kelias skiriasi j keleta Saky, kurios nulemia skirtingg flavonoidy klas¢
[16].

Dél skirtingos flavonoidy struktiiros isskiriamos tokios $iy junginiy klasés (4 pav.):

e flavonoliai — kvercetinas, kemferolis, myricetinas;

e flavanonai — naringeninas, hesperetinas;

e flavanoliai — katechinas, epikatechinas, epigalokatechinas;
e izoflavonai — genisteinas, daidzeinas;

e flavonai — luteoninas, apigeninas, tangeretinas;

e antocianidinai — cianidinas, pelargonidinas, malvidinas.

Taip pat gali buti skiriami kiti junginiai, pavyzdZziui, biflavonoidai (ginkgetinas), prenilflavonoidai,
flavonglikanai (silibinas), glikozidiniy esteriy flavonoidai, chalkonai ir proantocianai [4, 17].

C g
OH ”
R (6]

Flavonai Flavonoliai Flavanoliai Flavanonai
‘ic)H)/‘C
o+
S ‘ O |
O i
OH o]

Izoflavonai Antocianidinai Chalkonai
4 pav. Flavonoidy klasifikacija ir chemingé struktiira
Dél savo antioksidaciniy ir prieSuzdegiminiy savybiy flavonoidai susije su Sirdies ir kraujagysliy ligy
prevencija, nes $ie junginiai gali sumazinti aterosklerozés rizikg bei pagerinti kraujagysliy sieneliy

kokybe. Taip pat atlikta nemazai tyrimy, kad flavonoidai gali padéti apsisaugoti nuo
neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip Alzheimerio ir Parkinsono ligos [17, 18].
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1.2.2. Fenolinés ragstys

Fenolinés ragstys — viena i§ fenoliniy junginiy klasiy — atsiranda augaluose kaip esteriai arba
glikozidai, konjuguoti su kitais nattraliais junginiais, tokiais kaip flavonoidai, alkoholiai, hidroksi
riebaly rigstys, steroliai ir gliukozidai. Nors tyrimy apie fenoliniy rigs¢iy vaidmen]j augaluose yra
nedaug, visgi istirta, kad Sie junginiai susij¢ su jvairiomis augaly funkcijomis: maistiniy medziagy
jsisavinimu, baltymy sinteze, fermenty aktyvumy, fotosinteze, struktiiriniais komponentais bel
alelopatija [19].

Fenolinés rigstys arba fenolkarboksirtigstys yra fenoliai, sudaryti i§ fenolinio ziedo ir maziausiai
vienos prijungtos organinés karboksirtigsties. Pagrindiniai, natiraliai atsirandantys fenoliniy riigs¢iy
tipai yra hidroksibenzoinés ir hidroksicinamono riigstys [10]. Dauguma fenoliniy riig§¢iy yra susietos
su esteriais, eteriais ar acetatinémis jungtimis, taip pat randamos prijungtos prie struktiiriniy augalo
komponenty (celiuliozés, baltymy, lignino), prie didesniy polifenoliy (flavonoidy) arba prie mazesniy
organiniy molekuliy (gliukozés, chinino, maleino ar vyno rags¢iy) [19]. Fenoliniy riigs¢iy dariniai
randami visuose augaluose ir augalinés kilmés maisto produktuose (vaisiuose, darzovése, griaduose),
bet tik nedidelé junginiy dalis egzistuoja laisva forma [20].

1.2.3. Antioksidacinis aktyvumas

Laisvieji radikalai ir reaktyviosios deguonies formos (ROS) yra labai reaktyvios molekulés, kurios
generuoja jprastinius lasteliy procesus, aplinkos sukeliamg stresa, UV spinduliuote. ROS reaguoja su
lasteliniais komponentais, kenkianc¢iais DNR molekulei. Padidéjusi ROS gamyba organizme gali
sukelti uzdegiminius procesus, ankstyvo sen¢jimo sutrikimus, jskaitant vézio, diabeto ir
aterosklerozés sukélimg [21]. Daugelyje organizmy yra susiformavusi antioksidaciné sistema,
apsauganti lgsteles nuo oksidacinio streso, taciau jei ROS kiekis yra per didelis, organizmui su
oksidaciniu stresu susidoroti yra sunkiau, todél ieSkoma vis naujy antioksidanty Saltiniy 1§ gamtos.

Fenoliniai junginiai pasizymi antioksidaciniu aktyvumu dél gebéjimo Salinti laisvuosius radikalus,
atiduoti vandenilio atomus ar elektronus arba chelatinius metaly katijonus. Yra du pagrindiniai
mechanizmai, kuriais antioksidantai inaktyvina laisvuosius radikalus ir vykdo elektrony perdavima.
Pirmuoju mechanizmu laisvasis radikalas (R") gali paSalinti vandenilio atomg i$ antioksidanto
(ArOH), kuris tampa radikaliniu. Kuo mazesné yra O—H rysio disociacijos energija, tuo lengviau
vyksta laisvojo radikalo inaktyvinimo reakcija.

R+ ArOH — RH + ARO’

Pagal antrgjj mechanizmg antioksidantas gali duoti elektrong laisvajam radikalui, kuris tampa
katijoniniu radikalu. Kuo mazesné potenciné jonizacija, tuo lengvesnis elektrono perdavimas, ko
pasekoje antioksidacinis aktyvumas yra didesnis.

R+ ArOH - RH-+ARO'*

Fenoliy struktiira yra esminis radikaly Salinimo veiksnys, kuris apibiidinamas kaip struktiiros-
aktyvumo rySys (SAR) [9]. PavyzdZiui, fenoliniy ragsciy antioksidacinis aktyvumas priklauso nuo
hidroksilo grupiy skaiiaus ir jy padéties karboksilo funkcinés grupés atzvilgiu.
Monohidroksibenzoinés rugstys, turinios —OH grupg orto ar para padétyse, nepasiZymi
antioksidaciniu aktyvumu, nors $i salyga netinka m—hidroksibenzoinéms riig§tims. Fenoliniy riigsciy
antioksidacinis aktyvumas did¢ja, didéjant hidroksilinimo laipsniui, pavyzdziui trihidroksilinta galo

14



ragstis pasizymi auks$tu antioksidaciniu aktyvumu. Taciau hidroksilo grupiy, esan¢iy 3-0je ir 5-oje
padétyse, pakeitimas metilo grupémis (pvz., siringo riigStyje) antioksidacinj aktyvumag sumazina [10].

Flavonoidams didel;j antioksidacinj aktyvumg suteikia gretimy hidroksilo grupiy vandenilio atomai,
esantys jvairiose A, B ir C ziedy padétyse, benzeno ziedo dvigubose jungtyse ir dviguboje -C=0
funkcinés grupés jungtyje. Sig savybe galima stebéti kvercetino ir katechino junginiuose. Abu
junginiai turi panasy hidroksilo grupiy skai¢iy tose paciose pozicijose, taciau kvercetinas taip pat turi
2,3-dviguba rysj C ziede ir 4-okso grupe (5 pav.).

OH
OH

(+)-Catechin Quercetin

5 pav. Katechino ir kvercetino struktiiros palyginimas. Pilkai pazyméti kvercetino dvigubasis rySys ir 0kso
grupé, dél kuriy kvercetinas pasizymi didesnémis antioksidacinémis savybémis, lyginant su katechinu [9]

Sios struktiiros pranaumas jvertinamas pagal TEAC (angl. Trolox equivalent antioxidant capatity)
verte, lyginant su prisotintu heterocikliniu katechino ziedu, kurio antioksidacinis aktyvumas pagal
TEAC yra perpus mazesnis [9].

1.3. Tuopuy pumpury iStrauky gamybos biidai
1.3.1. Zaliavos paruo§imas

Tuopy pumpurai (lot. Populi gemmae) renkami ankstyva pavasarj — dazniausiai kovo ir balandzio
meénesiais, kol pumpurai dar nepradéjo sprogti. Pumpurai renkami kartu su $akelémis, kurios
nupjaunamos, po to suriSamos j Sluoteles ir dziovinamos vésioje, gerai védinamoje patalpoje, Saltose
palépése 1 — 2 mén. Nuo nupjauty Sakeliy nuskabytus pumpurus galima dziovinti specialiose
dziovyklése ne aukstesnéje kaip 35 °C temperatiiroje, daznai vartant [6].

Vaistinei Zaliavai tinka tik lapiniai pumpurai, kurie yra maZesni, minkStesni, pailgesni uz Ziedinius
pumpurus, taip pat stipriau laikosi ant Sakelés. Perlauzus lapin; pumpurg matyti gelsvi lapeliai su
gelsva, dervinga medziaga tarp jy. Gerai i8dZiovinti pumpurai spaudZiant tarp pirSty traska, bet
nesubyra. I§dzitive pumpurai yra gelsvai rudi, su kvapia, lipnia mase viduje, kartoko skonio [6].

1.3.2. Fenoliniy junginiy ekstrakcija

Ekstrakcijos metodo naudojimas Zinomas jau nuo seno. EgiptieCiai, finikie¢iai, graikai, roménai ir
netgi majai ar actekai turéjo savus medziagy iSgavimo ir distiliavimo buidus, kuriuos naudojo kvepaly,
maisto ar kosmetikos gamyboje. Siandien be ekstrakcijos nejsivaizduojama daugelis pramonés $aky,
pavyzdziui, maisto, chemijos ar farmacijos pramoneése ekstrakcija naudojama daugelio produkty
gamybos etapuose. I§ augaliniy Zzaliavy dazniausiai ekstrahuojami fenoliniai junginiai, todél svarbu,
kad ekstrakcijos metodas biity pritaikytas tiek zaliavos rasiai, tiek fenoliniams junginiams, kuriuos
norima iSekstrahuoti.
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Fenoliniy junginiy ekstrakcija i§ augaliniy zaliavy priklauso nuo daugelio ekstrakcijos salygy:

e fenoliniy junginiy esan¢iy augalinéje zaliavoje cheminés prigimties;

e taikomo ekstrahavimo metodo, nes tam tikriems junginiams gali netikti vienas ar kitas
ekstrahavimo metodas;

e méginiy daleliy dydzio — augaliné zaliava gali biiti nesmulkinta arba smulkinta, ekstrakcijos
iSeiga taip pat priklauso nuo zaliavos sumalimo laipsnio;

e laikymo laiko ir salygy — Zzaliava gali buti Sviezia arba dziovinta, taip pat svarbu Zinoti
kokiomis sglygomis buvo laikoma ir kiek laiko ji buvo dziovinama ar laikoma;

e Dbalastiniy medziagy buvimo [20].

Cheminis fenoliy randamy augaluose pobudis gali biiti nuo paprasty iki labai polimerizuoty
medziagy, tarp kuriy yra jvairios fenoliniy rigsciy, fenilpropanoidy, antociany ir taniny proporcijos.
Fenoliniai junginiai taip pat gali egzistuoti kaip kompleksai su angliavandeniais, proteinais ir Kitais
augaly komponentais, kai kurie didelés molekulinés mases fenoliai ir jy kompleksai gali biiti sunkiai
tirptis. Tokiu atveju augaliniy zaliavy fenoliniai ekstraktai dazniausiai yra jvairiy klasiy fenoliy
misinys, kuris tirpus naudojamoje tirpiklio sistemoje ekstrakcijos metu [22].

Fenoliniy junginiy tirpumas priklauso nuo naudojamo tirpiklio poliSkumo, fenoliy polimerizacijos
laipsnio, fenoliy sgveikos su kitais maisto komponentais ir netirpiy kompleksy susidarymo [23]. Dél
Siy salygy néra vieno ekstrahavimo metodo tinkamo visiems fenoliniams junginiams. Dazniausiai
naudojami tirpikliai fenoliams ekstrahuoti yra metanolis, etanolis, acetonas, vanduo, etilacetatas, kiek
maziau propanolis ir dimetilformamidas [22, 23].

1.3.3. Maceravimas

Vienas seniausiy ir ilgiausiai naudojamy ekstrakcijos metody yra ekstrakcija organiniais tirpikliais,
dar kitaip vadinama maceracija. Tai metodas, kuomet augaliné Zaliava yra uzpilama tam tikru tirpikliu
ir laitkoma pagal salygas (dazniausiai kambario temperatiiroje) arba maiSoma ant magnetinés
maiSyklés palaikant tam tikrg temperatiirg. Proceso metu augalingje Zaliavoje esantys bioaktyvieji
junginiai pereina ] tirpiklj, o gautas ekstraktas véliau filtruojamas, valomas ir i§ jo, tam tikrais
metodais, isskiriami bioaktyvieji junginiai [24].

Sis ekstrakcijos metodas yra pigus, nes nereikalauja jokios ypatingos jrangos, taciau laiko atzvilgiu
tai gana ilgas procesas, dél ilgai vykstancios junginiy difuzijos, todél maceracija vis maziau
naudojama jvairiuose tyrimuose. Taip pat §is metodas turi ir kity trikumy, pavyzdziui, iSnaudojama
daug tirpiklio, kadangi kai kurios zaliavos linkusios jj sugerti arba tirpiklis lakus ir daug jo nugaruoja;
taip pat zaliava nepilnai iSsiekstrahuoja, bei kartu su bioaktyviaisiais junginiais daznai iSgaunami ir
didelés molekulinés masés junginiai, tokie kaip baltymai, riebalai, gleivés, pektinai ir kitos medziagos
[25].

1.3.4. Ekstrakcija ultragarsu

Ekstrakcija ultragarsu remiasi garso bangy taikymu, kurios migruoja per eile suspaudimo ir retyjy
tankinimo cikly, sukelty tirpiklio terpés. Siy cikly metu susidaro nedideli gary pripildyti burbuliukai,
kurie periodiskai didéja iki tam tikro skersmens ir sprogsta, paver¢iant garso bangas | mechaning
energija. Si energija suardo lasteliy sienele ir palengvina bioaktyviy junginiy gavyba. Mazy
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burbuliuky susidarymas skystyje apibréziamas kaip kavitacija. Kavitacija sukuria didelés spartos
tarpusavio susidiirimus ir mikroturbulencija, kurie pagerina ekstrakcijos efektyvuma [26].

Zemo daznio ultragarsas (<200 kHz) i$saukia didelius, bet nestabilius burbulus, kurie sprogsta
suspaudimo ciklo metu, atpalaiduodami didelius Silumos ir smiginiy bangy kiekius. Tai sukuria
auksta lokalizuotg temperatiira (apie 5000 K), o auksto daznio ultragarsas (>1 MHz) sukuria
nedidelius, bet stabilesnius burbulus, kurie atsidaro ir uzsidaro, sukurdami lokalizuotus
mikrostruktirinius efektus. Kaip bebiity, aukSta temepratira ir slégis, geneuojami i§ Zemo daznio
bangy sukelty nestabiliy burbuly, yra naudingesni, nes tokie procesai ardo Iasteliy strukturas ir
lengvina fenoliniy junginiy ekstrahavimg [26, 27].

Ultragarso taikymas ekstrakcijoje yra paprastas, ekonomiskas ir efektyvesnis uz kitus tradicinius
isgavimo metodus d¢l didelés ekstrakcijos iSeigos ir neilgo ekstrakcijos laiko. Si ekstrakcija gali biti
atlickama naudojant ultragarso vonele, zonda, ploksteles ar vamzdinius jtaisus. Ta¢iau ekstrahavimo
efektyvumas priklauso nuo daugelio parametry:

e ultragarso daznio;

e ultragarso galios;

e ultragarso intensyvumo;

e ultragarso jtaiso/zondo dydzio;

e pasirinkty ekstrakcijos tirpikliy;

o ekstrahavimo laiko;

e pasirinktos ekstrahavimo temperatiros [27].

Be to, ultragarsin¢ ekstrakcija gali biiti kombinuojama su kitomis technologijomis, pavyzdziui, su
mikrobangy krosnelémis, siekiant didesnés junginiy iSeigos, jei molekulés yra atsparios kar$ciui [28].

Kadangi mechaninis ultragarso poveikis pagreitina ekstrahavimo procesa, daznai organiniy tirpikliy
naudojimas tampa nereikalingu. Tai reiskia, kad ekstrakcijai ultragarsu daznai kaip ekstrahavimo
terpé naudojamas vanduo, kuris yra nebrangi, nepavojinga, lengvai prieinama ir ekologiska medziaga
[29]. Taciau be organiniy tirpikliy taip pat apsieiti negalima. Specifiniams bioaktyviems junginiams
geriausius rezultatus galima pasieksi ekstrahuojant ultragarsu naudojant lakius tirpiklius. Norint
pasirinkti tinkamg tirpiklj, reikia atsizvelgti | Zaliava ar ji Sviezia ar dziovinta, smulkinta ar ne, ir
tikslines medziagas, kurias norima ekstrahuoti (ar tai lipofilinés ar hidrofilinés medziagos) [27, 29].

Ekstrakcija ultragarsu §iuo metu yra vienas i8 perspektyviausiy ekstrakcijos metody, ypac¢ fenoliniams
junginiams, kadangi atliekant ekstrakcijg Siuo metodu galima stebéti ir reguliuoti temperatiirg. Taciau
Sis metodas turi ir trikumy — ultragarsas gali pakeisti molekuliy erdving orientacija, savybes,
struktiiring konformacijg ir netgi suardyti molekuliy granding j atskirus fragmentus [30].

1.3.5. Kiti ekstrakcijos budai

Superkritiniy skys¢iy ekstrakcija yra procesas, kurio metu vienas komponentas (ekstrahentas)
atskiriamas nuo kito (matricos) naudojant superkritinius skyscius kaip ektrahuojancius tirpiklius.
Paprastai ekstrahavimas vyksta i§ kietos matricos, bet taip pat gali buti ekstrahuojama ir i§ skysciy.
Ekstrakcija superkritiniais skysciais gali biiti naudojama kaip meéginio paruo§imo etapas analitiniais
tikslais arba svarbesniais tikslais, pavyzdziui, atskirti nepageidaujamg medziaga nuo produkto (pvz.
kofeino pasalinimas) arba surinkti norimg produkta (pvz. eterinius aliejus) [31]. Superkritiniai
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skysc¢iai gali sukelti reakcijas, kurias sunku ar net nejmanoma pasiekti jprastiniuose tirpikliuose.
Ekstrakcija superkritiniais skysciais yra greitas procesas, kuris uztrunka nuo 10 iki 60 minuciy.

Dazniausiai naudojamas ekstrahentas yra CO2 dujos, kartais modifikuojamos bendry tirpikliy, tokiy
kaip etanolio ir metanolio. Superkritinés CO- ekstrakcijos salygos yra kritiné 31°C temperatiira ir 74
bary slégis. Salygos gali Siek tiek keistis pridéjus modifikatorius. Superkritiné CO> ekstrakcija
sukuria anglies dioksido faziy pokyc€ius, naudojant temperatiirg ir slégj. CO2 yra Zinomas kaip
,,derinamas tirpiklis®, todél jis yra labai universalus. Skirtingai nuo kity procesy, superkritiné CO-
ekstrakcijos procesas nepalieka tirpikliy likuéiy [32]. Be to, CO tirpiklis yra netoksiskas, nedegus,
bekvapis, beskonis, inertiSkas ir nebrangus. D¢l naudojamos Zemos kritinés temperatiiros Sis
ekstrakcijos metodas yra tinkamas maisto, kosmetikos, kvepaly, eteriniy aliejy bei maisto pramonei,
kuomet reikia i§skyrinéti termolabilius junginius. DidZiausias metodo triikumas yra labai brangi ir ne
kiekvienam prieinama jranga.

Perkoliacijos metodu gaminamam ekstraktui augaliné Zzaliava (susmulkinta pagal poreikj)
sumaiSoma su atitinkamu kiekiu tirpiklio ir paliekama pastovéti. Po to miSinys perkeliamas i
perkoliatoriy ir paliekama filtruotis, vis patikrinant, kad ekstrahuojama medziaga visada biity
padengta tirpikliu [24]. Sis metodas yra pranasesnis nei maceravimas, nes zaliava plaunama vis nauju
tirpiklio kiekiu, todél bioaktyviyjy junginiy iSekstrahuojama daugiau, taciau metodas néra
ekonomiskas, trunka ilgai, naudojami dideli tirpikliy kiekiai [25].

1.4. Tuopuy pumpury ekstrakty kokybés vertinimo metodai

Efektyvioji skys¢iy chromatografija, pagal atskyrimo mechanizmg ar nejudancios fazés tipa,
skirstoma j: pasiskirstymo, adsorbcing chromatografija, jony mainy chromatografija,
gelchromatografija, afining ir chiraling chromatografija [33].

Efektyvioji skys¢iy chromatografija — vienas i$ pla¢iausiai naudojamy analizés metody. Vienas i§
pagrindiniy efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodo privalumy — su ta pacia jranga galima
nustatyti daug skirtingy junginiy [34]. Taip pat, privalumai nuléme platy chromatografijos pritaikyma
yra metodo jautrumas, automatizavimo paprastumas, tinka nelakiems ir termolabiliems junginiams
atskirti, lengva pritaikyti tikslesnei kiekybinei sudéciai nustatyti, galima tirti jvairias medZiagas, nuo
neorganiniy junginiy iki angliavandeniy ir baltymy [33]. Nors §i chromatografijos rasis turi daug
privalumy, taciau yra ir keli trikumai. Jranga daznai yra brangi, o su ja dirbti gali tik kvalifikuotas
personalas.

Spektrofotometrija — placiai taikomas metodas nustatant jvairiy komponenty kiekius atlickant tam
tikras spalvines reakcijas. Si spektroskopijos 3aka tiria kiek $viesos sugeria tam tikra cheminé
medziaga. Tyrimas paremtas Sviesos spindulio, kuris pereina per tiriamajj tirpala, intensyvumo
analize, prie tam tikro bangos ilgio, nes medziagos praleidZia arba sugeria Sviesg tam tikrame bangos
ilgyje [35]. Spektrofotometrija taip pat gali biiti naudojama ir kiekybinei medziagy analizei.

Fenoliniy junginiy nustatymui ekstraktuose plac¢iai naudojamas metodas su Folin—Ciocalteu reagentu.
Fenoliniai junginiai augaly ekstraktuose reaguoja su specifiniais redokso reagentais (Folin—Ciocalteu
reagentu), suformuodami mélynos spalvos kompleksinius junginius, kurie gali buti kiekybiskai
nustatyti, matuojant §viesos absorbcijg esant 760 nm bangos ilgiui. Gaunamy kompleksiniy junginiy
spalva priklauso nuo fenoliniy junginiy kiekio esancio ekstraktuose [36].
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Bendrasis flavonoidy kiekis dazniausiai nustatomas atlikus reakcija su AlClz riigscioje aplinkoje.
AICl3 rigscioje aplinkoje reaguoja su flavony ir flavonoliy C4 keto grupe ir C3/C5 hidroksi grupe,
taip susidaro spalvoti kompleksiniai junginiai, kuriuos galima iSmatuoti spektrofotometriskai, esant
415 — 420 nm bangos ilgiui. Taip pat AICIs su flavonoidais gali suformuoti nestabilius kompleksus
su orto—dihidroksilo grupémis flavonoidy A ir B zieduose [23].

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimui daZznai naudojamas ABTS™ radikaly suri§imo metodas.
ABTS™ radikalai reaguoja su antioksidacinémis savybémis pasizyminciais junginiais — taip mélyna
ABTS' tirpalo spalva blunka ir spalvos pokytj galima iSmatuoti spektrofotometrikai [37].

1.5. Tuopuy pumpury kokybés ir biologinio aktyvumo tyrimai

Tuopy pumpurai, kaip vaistiné zaliava, vis labiau vertinama, taciau tyrimy apie jy cheming sudetj,
antioksidacinj bei antibakterinj aktyvuma yra nedaug.

Dudonne‘o ir kity mokslininky atlikto tyrimo metu tuopy pumpuruose buvo nustatytas bendrasis
fenoliniy junginiy kiekis bei antioksidacinis aktyvumas. Tyrimo metu gamintas vandeninis tuopy
pumpury ekstraktas. 100 kg zaliavos buvo ekstrahuojama vandeniu 50 °C temperatiiroje, nuolat
maiSant. Po filtracijos tirpalas buvo sukoncentruotas 50 °C temperatiiroje vakuume ir i§dziovintas
naudojant iSpurskiamaja dziovykle. Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas naudojant Folin-
Ciocalteu metods, naudojant kofeino riigst] kaip standartg. Taip pat buvo atliktas antioksidacinio
aktyvumo tyrimas pagal ORAC metoda. Vandeninis tuopy pumpury ekstraktas pasizyméjo dideliu
fenoliniy junginiy kiekiu, kuris yra apie 180 mg kofeino rugsties ekvivalento/g méginio, ir
antioksidaciniu aktyvumu — 2700 umol Trolox/g, kuris yra nedidelis palyginus su anksc¢iau istirtais
vandeniniais augaly ekstraktais [1].

2016 metais Alzyre atlikto tyrimo metu mokslininkai tyré juodosios tuopos pumpury savybes.
Ekstraktai buvo ruosiami 10 g sumaltos augalinés zaliavos uzpilant 100 ml tirpiklio (heksano,
chloroformo, metanolio ar vandens) ir nuolat maisant 200 aps./min. grei¢iu, 24 valandas kambario
temperatiiroje (25 — 28 °C). Gautas tirpalas buvo nufiltruotas naudojant filtravimo popieriy, filtratas
iSgarintas rotaciniu garintuvu. Gautas sausas ekstraktas buvo iStirpintas dimetilsulfoksido tirpale
(DMSO) ir laikomas Saldytuve. Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas naudojant Folin-
Ciocalteu reagenta ir galo rgstj kaip standartg. Bendrasis flavonoidy kiekis nustatytas naudojant
AIClIs bei kateching kaip standartg. Taip pat nustatytas antioksidacinis aktyvumas naudojant DPPH
radikalg. Tyrimas parodé, kad tuopy pumpury ekstraktuose buvo didelis bendrasis fenoliniy junginiy
kiekis, kuris sieké 674,66 mg GAE/Q), taip pat nemazas flavonoidy kiekis — 162,5 mg CE/g.
Antioksidacinis aktyvumas apskaiciuotas pagal 1Cso — ekstrakto koncentracija, kurios reikia norint
suristi 50 proc. DPPH radikaly. Tai atvirk¢iai proporcingas dydis laisvyjy radikaly kiekiui.
Hidroalkoholinio tuopy pumpury ekstrakto (ICso— 220 pg/ml) verté yra panasi j beta-hidroksi riigsties
(230 pg/ml) ir askorbo ragsties (210 pg/ml) [2].

Tuopy pumpurai pasizymi antimikrobiniu poveikiu, todél antimikrobinio aktyvumo tyrimai labai
svarbils norint jrodyti pumpury veiksminguma.

JAV ir Kinijoje, 2016 metais atlikto tyrimo metu, buvo tiriamas prieSgrybelinis tuopy pumpury
poveikis pries Penicillinium italicum pelésj. Pumpurai buvo sumalami j miltelius ir véliau ekstrahuoti
petrolio eteriu, dichlormetanu, etilo acetatu, etanoliu ir vandeniu. Su gautomis penkiomis frakcijomis
buvo atliekami priesgrybelinio poveikio tyrimai [38].
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Taip pat buvo atliktas PBAF frakcijos cheminiy sudedamyjy daliy identifikavimas, spory daiginimo
ir prieSgrybelinio stabilumo tyrimai, lasteliy sieneliy ir lasteliy membrany vientisumo tyrimai, stebéti
mikroskopiniai P.italicum pasikeitimai, taip pat tirta PBAF frakcijos jtaka P.italicum pelésio
deguonies suvartojimui, sukcinato dehidrogenazés, malato dehidrogenazés bei ATPazés tyrimai.

IStyrus visas pagamintas tuopy pumpury frakcijas mokslininkai nustaté, kad didziausias
priesgrybelinis aktyvumas pries P. Italicum pelésj buvo frakcijos kuri iSekstrahuota su dichlormetanu,
taip pat frakcijos kuri buvo papildomai iSgryninta kolonélinés chromatografijos metodu naudojant 70
proc. (V/V) etanolj kaip eliuentg. Taip pat matyti, kad kuo didesné naudojama PBAF frakcijos
koncentracija, tuo didesnis pastebétas priesgrybelinis poveikis. Zvelgiant j temperatiiring
priklausomybe, Zemesnéje temperatiiroje prieSgrybelinis poveikis didesnis, taciau perkopus 35 °C
poveikis ima mazeéti. Matuojant kolonijy diametrg taip pat pastebéta, kad kuo didesné PBAF frakcijos
koncentracija tuo mazesnis grybelinés kulttros diametras [38].

PrieSuzdegiminj tuopy pumpury poveiki taip pat tyré Kinijos mokslininkai. Tuopy pumpury
fitocheminé analizé¢ buvo atliekama naudojant fenolinius ir flavonoidy kiekio matavimus, po kuriy
buvo atlickama auksto efektyvumo skys¢iy chromatografija (HPLC). Antioksidaciniy savybiy
jvertinimui buvo naudojami DPPH ir ABTS laisvyjy radikaly Salinimo budai. PrieSuzdegiminis
poveikis buvo tirtas in vitro vertinant modulinius efektus pagrindiniams uzdegiminiams citokinams
ir tarpininkams LPS/IFN-y stimuliuotose RAW 264.7 lastelése matuojant branduolinio faktoriaus
aktyvacija. Sis tyrimas parodé reik§mingus rezultatus tiriant prieSuzdegiminj tuopy pumpury poveikj
[39].

Merghache ir kiti mokslininkai tyré tuopy pumpury antibakterinj poveikj prie§ $ias bakterijas:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes (gram-—
teigiamos bakterijos); Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Acinetobacter baumanii, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae (gram—
neigiamos bakterijos). Rezultatai parodé, kad ekstraktai pasizyméjo geru antimikrobiniu aktyvumu
(sterili zona nuo 7 iki 36 mm). DidZiausia sterili zona buvo léksteléje su E. faecalis bakterijomis ir
chloroforminiu tuopy pumpury ekstraktu (36 mm) [2].
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2. Medziagos ir metodai
2.1. Tyrimo objektas
Tyrimo objektas — balzaminiy tuopy pumpury etanolinés ir vandeninés iStraukos.

Augaliné zaliava — balzaminés tuopos pumpurai (lot. Gemmae Populi balsamiferae) — buvo jsigyta
1§ Jadvygos Balvociiités ekologinio vaistazoliy iikio. Naudojama iSdziovinta zaliava.

2.2. Naudotos medziagos ir aparatiira
2.2.1. Tyrimams naudotos medZiagos ir reagentai

e Maistinis rektifikuotas etanolis, 96,3 proc. (AB ,,Vilniaus degtiné*, Lictuva);

e iSgrynintas vanduo (LSMU universitetas);

¢ iSgrynintas vanduo ESC analizei (LSMU universitetas);

e balzaminiy tuopy pumpury i$dZiovinta augaliné Zaliava (,,Jadvygos Zolés®, Lietuva);

e aliuminio trichlorido heksahidratas (AICIsx6H20) (,,Sigma—Aldrich, Vokietija);

e acto rigstis > 99,8 proc. (,,Sigma—Aldrich, Vokietija);

e rutino trihidratas (,,Sigma Aldrich, Vokietija);

e 2.2°‘-azino-bis(3-etilbenzotiazolino—6-sulfoninés riigsties) diamoniné druska (ABTS reagentas),
>98 proc. (,,Sigma — Aldrich”, Kanada);

e natrio chloridas, 99,0 — 100,5 proc. (,,Sigma—Aldrich”, Vokietija);

e monobazinis kalio fosfatas 98 — 100,5 proc. (,,Riedel-de Haén”, Vokietija);

e dinatrio fosfatas 98 — 100,5 proc. (,,Riedel-de Haén”, Vokietija);

e Kkalio chloridas >99,5 proc. Sigma—Aldrich”, Vokietija);

o kalio persulfatas 98 — 100,5 proc. (,,Riedel-de Haén”, Vokietija);

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman—2—karboksirtagstis (Trolox) (,,Sigma—Aldrich”, Vokietija);

e galo ragsties monohidratas (,,Roth“, Vokietija);

e Folin — Ciocalteu‘s reagentas, 2 M (,,Sigma—Aldrich”, Sveicarija);

¢ Natrio karbonatas, 99,5 — 100,5 proc. (,,Sigma—Aldrich”, Prancizija);

e Prosolv smcc 50” misinys kapsuléms (,,Penwest®, Anglija);

¢ vandenilio chloridas > 99,8 proc. (,,Sigma—Aldrich, Vokietija);

¢ salicino etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e apigenino etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e p—kumaro rugsties etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e kavos rugsties etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich, Vokietija);

o 3,5-dikafeoilchino ragsties etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich”, Vokietija);

¢ hiperozido etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich*, Vokietija);

o katechino etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e chlorogeno ragsties etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich*, Vokietija);

o fluoretino etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e izokvercetino etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e ferulino rugsties etaloninis standartas (,,Sigma—Aldrich®, Vokietija);

e acetonitrilas (,,Sigma—Aldrich“, Vokietija);

e 2.2’-azobio (2—amidinpropano) dihidrochloridas (AAPh) (,,Sigma-Aldrich®, Vokietija)
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e 3'.6'-dihidroksispiro(izobenzofuran1(3H),9'—(9H)ksanten)—3-onas (fluoresceinas), (,,Steinheim*,
Vokietija)

e bakterijy kulttros: referentinés Stapyloccocus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Escherichia coli ATCC 25922; klinikinés
Stapyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis bei Escherichia coli.

e kolbos, matavimo kolbos, matavimo cilindrai, piltuvéliai, pirStinés, petri 1ékstelés, automatinés
pipetés, vienkartiniai automatiniy pipeciy antgaliai, Chromatografiniai mégintuvéliai, magnetai,
kiuvetés, filtrinés membranos, Svirkstai, popieriniai filtrai (pory dydis 8 — 12 um), 96 Sulinéliy
mikrolékstelés.

2.2.2. Tyrimams naudota aparatira:

o Liofilizatorius ,, Telstar LyoQuest H-40% (,,Beijer electronics®, Ispanija);

e laboratorinés elektroninés svarstyklés ,,Kern PBS/PBJ“ (,,Kern*, Vokietija);

e analitinés svarstykleés (,,Scaltec”, Vokietija);

e magnetiné maisyklé su kaitinimu ,,IKA C-MAG HS 7 (,,IKA*, Vokietija);

e Uultragarsinis homogenizatorius (,,Hielscher*, Vokietija);

e centrifuga ,,Universal 320 (,,Hettich®, Vokietija);

e vandens vonelé (,,Harry Gestigkeit GmbH*, Vokietija);

e spektrofotometras ,,Spectronic Genesys 8 (,,Thermo Scientific®, JAV);

e spektrofotometras su diody matricos detektoriumi (,,Agilent Technologies* 8453 UV-Vis, JAV);

e Kolon¢lé ,,YMC-Pack ODS-A* (250x4,6 mm, C18, daleliy dydis 5 um) su prieskolone ,,YMC-
Triart™ (10x3,0, C18, daleliy dydis 5 um) (,,YMC Europe GmbH®*, Vokietija)

e chromatografiné sistema ,,Waters €2695” su diody matricos detektoriumi ,,Waters 2998”
(,,Waters”, JAV);

e vandens gryninimo sistema ,,Barnstead Pacific RO* (,,Thermo scientific®, JAV);

e vandens gryninimo sistema ESC analizei (,,Merck*, Vokietija);

e drégnomatis ,,Adam Nimbus® (,,Thermoline scientific”, Australija);

e daugiafunkcinis mikroploksteliy skaitytuvas ,,FLUOstar Omega“ (,,BMG Labtech®, Vokietija).

2.3. Augalinés zaliavoes vertinimas
2.3.1. Zaliavos nuodZiiivio nustatymas

Vaistinés augalinés zaliavos nuodziiivis — tai vienas 1§ zaliavos kokybe¢ apibiidinanciy rodikliy.
Zaliavos nuodzilivis yra masés sumazéjimas, iSgaravus higroskopinei drégmei ir lakiesiems
junginiams. Jis nustatomas augaling zaliava dziovinant iki pastovios masés. Farmakopéjos
straipsniuose kiekvienai Zaliavai nustatytas didziausias leistinas nuodZzitivis, negalintis virSyti 13
proc. [24].

5 g susmulkintos augalinés zaliavos atsveriama j i§ anksto dzZiovinimo spintoje iSdZiovintus ir
pasvertus biuksus. Po to zaliava dziovinama 100 — 105 °C temperatiiroje iki pastovios mases.
Dziovinimo pradzia — laikas, kai temperatiira dZiovinimo spintoje vél siekia 100 — 105 °C. Pirma
kartag pumpurai sveriami po 3 valandy. Sekantys svérimai atlickami kas 30 min. Pastovi masé bus
tada, kai du paskutinieji svérimai, praéjus 30 min po dZiovinimo ir 30 min po vésinimo eksikatoriuje,
skirsis ne daugiau kaip + 0,001 g.
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Zaliavos nuodziiivis procentais apskai¢iuojamas pagal formule:

Nuodzituvis (%) = (m+ M)

x 100,
¢ia: m — zaliavos masé gramais prie$ dziovinima;
m; — Zaliavos masé gramais po dZiovinimo.

Galutinis rezultatas yra trijy lygiagre¢iy svérimo rezultaty aritmetinis vidurkis, skai¢iuojamas
desimtyjy procento daliy tikslumu. Leidziami rezultaty nuokrypiai tarp lygiagreciai atliekamy
bandiniy turi nevirSyti + 0,5 proc. [24].

2.3.2. Zaliavos sugerties koeficiento nustatymas

Zaliavos sugerties koeficientas Ks nustatomas norint apskaidiuoti reikalinga ekstrahento kiekj
ruoSiamam ekstraktui.

Augalinés Zaliavos sugerties koeficientas nustatomas sumaltg augaling Zaliava uzpilant tiek pat
mililitry tirpiklio kiek gramy svéré zaliava (2 g zaliavos uzpilama 2 ml tirpiklio (96 proc. etanolio
arba vandens)). Po 30 min, jei zaliava tirpiklj sugére, uzpilama dar 1 ml. Po 1 valandos tirpiklis, kurio
nesugéré zaliava, atsargiai nupilamas, zaliava nusausinama filtriniu popieriumi ir pasveriama.
Zaliavos sugerties koeficientas apskai¢iuojamas pagal formulg:

mj
Ks = —,
mq
¢ia: Ks — zaliavos sugerties koeficientas;
m; — zaliavos masé gramais po iSbrinkinimo;

m; — Zaliavos masé gramais prie§ iSbrinkinima.
2.4. Istrauky gamyba
2.4.1. Balzaminiy tuopuy pumpury maceravimas

Sumalta augaliné zaliava uzpilama atitinkamu tirpiklio kiekiu, atsizvelgiant j zaliavos sugerties
koeficientg. Gaminamos iStraukos santykiu 1:10. Vandeninés istraukos maceruojamos 6 valandas
skirtingomis salygomis (kambario temperattroje ir 80 °C temperatiiroje), etanolinés istraukos — 5
paras (120 valandy) kambario temperatiiroje. Istrauky gaminimo salygos ir tirpikliai nurodyti 3
lenteléje. Po ekstrakcijos istraukos centrifuguojamos, filtruojamos per popierinj filtrg ir laikomos
Saldytuve tolimesniam naudojimui.

3 lentelé. Istraukos pagamintos maceracijos btidu

IStraukos Ekstrakcijos | Ekstrakcijos salygos Zaliavos | Naudojamas tirpiklis | Tirpiklio
laikas kiekis kiekis
Vandeniné iStrauka 6h Kambario temperatira | 20 ¢ I$grynintas vanduo 200 ml
Vandeniné iStrauka 6h 80 °C temperatiira 20 g I$grynintas vanduo 200 ml
Etanoliné istrauka 120 h Kambario temperatira | 20 g 30 % etanolis 200 ml
Etanoliné istrauka 120 h Kambario temperatira | 20 g 50 % etanolis 200 ml
Etanoliné iStrauka 120 h Kambario temperatira | 20 g 70 % etanolis 200 ml
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2.4.2. Balzaminiy tuopy pumpury ekstrakcija ultragarsu

Sumalta augaliné zaliava j centrifuginj mégintuvélj uzpilama tirpikliu, santykiu 1:10 (1 dalis zaliavos,
10 daliy tirpiklio). Vandeninés ir etanolinés iStraukos talpinamos j ledo vonele ir j mégintuvélj
ileidziamas ultragarso aparato zondas. IStraukos ekstrahuojamos tokiomis salygomis: ultragarso
amplitudé 100 proc., ultragarso ciklas 50 proc. Ekstrahavimas vykdomas 30 minuciy. Istrauky
gaminimo salygos ir tirpikliai nurodyti 4 lenteléje. Po ekstrakcijos istraukos centrifuguojamos,
filtruojamos per popierinj filtra ir laikomos saldytuve tolimesniam naudojimui.

4 lentelé. Istraukos pagamintos ultragarsinés ekstrakcijos budu

Istraukos Ekstrakcijos | Ekstrakeijos salygos | Zaliavos | Naudojamas tirpiklis | Tirpiklio
laikas kiekis kiekis

Vandenin¢ i$trauka 30 min A —100 %, C—50 % 49 I8grynintas vanduo 40 ml

Etanoliné istrauka 30 min A —100 %, C-50 % 49 70 % etanolis 40 ml

2.4.3. Balzaminiy tuopy pumpury i$trauky liofilizavimas

Vandeninés ir etanolinés istraukos (kuriy gamybai naudojamas 70 proc. (V/V) etanolis) liofilizuotos,
siekiant sukoncentruoti gautus bioaktyviuosius junginius.

Pries liofilizacija, 1§ etanoliniy iStrauky i§garinamas etanolis vandens voneléje. Istraukos liofilizuotos
,, 1elstar LyoQuest H—40 liofilizatoriumi. | liofilizacines I1éksteles pilama skysta iStrauka, 1ékstelés
dedamos | liofilizatoriaus kondensatoriy. Pirmame liofilizacijos etape méginiai Saldomi -50 °C
temperatiroje iki kol visiskai uzsgla. Antrame etape, méginiai i§imami i$ kondensatoriaus ir greitai
dedami aparato virSuje | specialy orui nepralaidy cilindra, jjungiamas dziovinimo vakuume rezimas
(0,05 bar). Po dziovinimo vakuume jjungiamas treciasis reZimas — léksteliy pakaitinimas (40 °C, 30
min.) — tam, kad i§ gauty milteliy iSgaruoty visa dar likusi drégmé. Visiskai i8dzitive méginiai
pavaizduoti 6 paveiksle.

N M gie s A

6 pav. Liofilizuota vandeiné iétrauk‘a
Meéginiai pakuojami j sandarius buteliukus ir laikomi —20 °C temperatiroje.
2.5. Balzaminiy tuopy pumpury iStrauky kokybés vertinimas
2.5.1. Skystuju iStrauky sausojo likucio nustatymas
Skystyjy istrauky sausasis likutis nustatytas gravimetriniu metodu. Tyrimams naudotas ,,Adam

Nimbus* drégnomatis. Gauta sausa liekana apskai¢iuota masés procentais [24].

24



2.5.2. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas balzaminiy tuopy pumpury iStraukose
spektrofotometriniu metodu

Bendro fenoliniy junginiy kiekio tyrimas buvo atliktas pagal Singleton’o, Orthofer’io ir Lamuela-
Raventos [40] metodika, su tam tikromis modifikacijomis: 150 pl méginio (kontroliniam méginiui
pilamas tirpiklis naudotas iStrauky gamyboje) 2 ml mégintuvélyje sumaisoma su 750 ul 2 M Folin-
Ciocalteu reagentu. Po 3 min. pilama 600 ul 75 g/L koncentracijos Na>COs tirpalo ir méginiai 2
valandas laikomi tamsoje. Méginiy absorbcija matuojama esant 760 nm bangos ilgiui. Kiekvienam
méginiui atlikta po 4 pakartojimus. Etaloniniai galo ragsties méginiai ruoSiami pagal tg patj aprasa,
naudojamos galo riigSties vandeniniy tirpaly koncentracijos: 10, 20, 30, 50, 60 ir 80 pg/ml.

Galo rugsties kalibraciné kreivé

1,2
s 1 y =0,0116x + 0,0297
< R2=0,9981
< 0,8
'_g 0,6
g 04
< 0,2
0
0 20 40 60 80 100

Galo rugsties koncentracija, pg/ml

7 pav. Galo riigsties kalibracing kreivé

Meéginiy fenoliniy junginiy kiekis apskai¢iuojamas pagal galo riigsties kalibracinés kreivés (7 pav.)
tiesinés regresijos lygtj, rezultatai iSreiSkiami mg galo riigsties ekvivalento 1 ml skystosios istraukos
(mg GRE/ml) arba mg galo riigsties ekvivalento 1 g liofilizuotos i$traukos ( mg GRE/g).

2.5.3. Bendro flavonoidy kiekio nustatymas balzaminiy tuopu pumpury iStraukose
spektrofotometriniu metodu

5 ml tuopy pumpury iStraukos jpilama j 25 ml matavimo kolbutg ir praskiedziama 96 proc. (V/V)
etanoliu iki Zymés. IS gauto tirpalo ;1 25 ml matavimo kolbute atmatuojamas 1 ml tirpalo, jpilama 10
ml 96 proc. (V/V) etanolio, 2 ml AICIz tirpalo, jlasSinamas laSas praskiestos acto riigsties. Kolbutés
turinys iSmaiSomas ir po 20 minuciy praskiedziama 96 proc. (V/V) etanoliu iki Zymés. Kiekvienam
méginiui atlikta po 4 pakartojimus.

Rutino kalibraciné kreive

S 12 y = 0,0054x - 0,0166
< 1 R2 = 09988

0 50 100 150 200 250
Rutino koncentracija, pg/ml

8 pav. Rutino kalibraciné kreivé
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Bendras flavonoidy kiekis apskai¢iuojamas pagal rutino kalibracinés kreivés (8 pav.) tiesinés
regresijos lygtj ir iSreiSkiamas mg rutino ekvivalento 1 ml skystosios istraukos (mg RE/ml) arba mg
rutino ekvivalento 1 g liofilizuotos istraukos (mg RE/Q).

2.5.4. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas balzaminiy tuopy pumpury iStraukose
2.5.4.1. ABTS" radikaly — katijony suriS§imo gebos nustatymas

ABTS' antiradikalinio aktyvumo tyrimas atliktas KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje,
pagal Re ir kt. [41] metoda, su tam tikromis modifikacijomis:

Paruosiamas fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (75 mmol/L; pH 7,4) iSgrynintame vandenyje
iStirpinant reagentus nurodytus 5 lenteléje. ABTS™ tirpalas ruosiamas 50 ml ABTS tirpalo (2 mmol/L
PBS) sumaisant su 200 pl K2S,0s tirpalu (70 mmol/L). Sis ABTS'™ tirpalas prie§ naudojima laikomas
tamsoje 16 valandy. Darbinis tirpalas ruo$iamas skiedziant pradinj ABTS™ tirpalg su PBS iki
0,700 + 0,010 absorbcijos, kuri matuojama esant 734 nm bangos ilgiui.

5 lentelé. PBS ruo$imui naudojami reagentai

Reagentas Reagento kiekis Tirpiklio kiekis | Galutiné PBS koncentracija | PBS pH
NaCl 8,18 ¢
KH2PO4 0,27 g

.{000 r.nl 75 mmol/L 7.4
Na,HPO4 1,429 iSgrynintas H>O
KCl 015g

Analizei méginiai ruoSiami taip: j 1500 ul darbinio ABTS' radikalinio tirpalo pilama 25 pl tiriamojo
méginio (kontroliniam méginiui pilamas tirpiklis naudotas iStrauky gamyboje) ir méginiai laikomi 2
valandas tamsoje. Absorbcija matuojama esant 734 nm bangos ilgiui. Kiekvienam méginiui atlikta
po 4 pakartojimus.

Kalibracinés kreivés etaloninio standarto TROLOX tirpaly méginiai ruo$iami pagal ta patj aprasa,
naudojamos etaloninés TROLOX tirpalo koncentracijos: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1250 ir 1500 M.

TROLOX kalibraciné kreivé pagal ABTS™ metoda

0,8

0,7 y =0,0004x - 0,0251
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0,5

04

0,3

0,2

0,1

0
010 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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9 pav. TROLOX kalibraciné kreivé pagal ABTS™" metodg
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Laisvyjy radikaly suriSimo geba (méginiy antiradikalinis aktyvumas) apskai¢iuojama pagal
TROLOX kalibracinés kreivés (9 pav.) tiesinés regresijos lygti, rezultatai iSreiSkiami mmol
TROLOX ekvivalento 1 ml skystosios iStraukos arba (mmol TEaets/ml) arba mmol TROLOX
ekvivalento 1 g liofilizuotos istraukos (mmol TEagTs/g). TE atitinka TROLOX kiekj mmol, kuris
tokiomis pat tyrimo sglygomis turi identiska antioksidacinj aktyvuma, kaip 1 ml skystosios istraukos
arba 1 g liofilizuotos istraukos. Taip pat apskai¢iuotas ABTS radikaly suriSimo kiekis procentais
(inhibicija).

2.5.4.2. Deguonies radikaly absorbcijos gebos (ORAC) nustatymas

Antioksidacinis aktyvumas taip pat nustatytas ORAC metodu. Siuo metodu nustatomas tam tikry
antioksidanty gebéjimas slopinti oksidacijos procesus, kuriuos sukelia peroksido radikalas. Méginiy
deguonies radikaly absorbcijos geba (ORAC) nustatyta pagal Prior’o ir kt. [42] metodika, naudojant
fluoresceing kaip fluorescensinj zondg. Tyrimas atliktas KTU Maisto mokslo ir technologijos
katedroje.

I 96 Sulinéliy juoda nepermatomg lé¢kStele su skaidriu dugnu pilama 25 pl tiriamojo méginio
(kontroliniam méginiui pilamas tirpiklis naudotas iStrauky gamyboje) ir 150 pl fluoresceino tirpalo
(14 pmol/l). Lékstele dedama j ,,FLUOstar Omega“ aparatg ir inkubuojama 15 min 37 °C
temperatiiroje. Po inkubacijos 1 Sulinélius pilama 25 pul AAPH tirpalo (240 mmol/l). Lekstele greitai
patalpinama j aparatg ir fluorescencija matuojama kas 66 sekundziy (i$ viso 120 cikly). Kiekvienam
méginiui atlikta po 6 pakartojimus. Naudojami 485-P suzadinimo ir 520—P emisijos filtrai.

Méginiy antioksidacinis aktyvumas apskai¢iuojamas pagal TROLOX kalibracinés kreivés (10 pav.)
tiesinés regresijos lygti, rezultatai iSreiSkiami mmol TROLOX ekvivalento 1 ml skystosios iStraukos
( mmol TEorac/ml) arba mmol TROLOX ekvivalento mmol/g sausosios istraukos (mmol TEorac/g).
Taip pat apskaiciuotas peroksido radikaly suri§imo kiekis procentais (inhibicija).

Trolox kalibraciné kreivé pagal ORAC metoda

80

70 y =0,1394x - 0,7395
60 R2=10,9926
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Plotas po kreive (AUC)

10 pav. Trolox kalibraciné kreive
2.5.5. Antibakterinio aktyvumo nustatymas

Tuopy pumpury skystyjy ir liofilizuoty iStrauky antibakterinés savybés vertintos in vitro, difuzijos j
agarg metodu (naudojamas Miulerio — Hintono agaras). Antibakterinis tyrimas buvo atliktas
naudojant gramteigiamas referentines bei klinikines Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ir
gramneigiamas Pseudomonas aeruginosa bei Escherichia coli bakterijy padermes.
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Tiriamieji tirpalai buvo ruosiami skystasias iStraukas nufiltruojant popieriniais filtrais. IS sausyjy
iStrauky buvo gaminami tirpalai santykiu 1:10 (10 mg sausiosios istraukos uzpilama 100 ml tirpiklio
naudoto iStrauky gamybai), kurie buvo naudoti tolimesniems antibakterinio aktyvumo tyrimams.

Paruostas skystas Miulerio—Hintono agaras iSpilstytas i Petri I€ksteles (35 ml | kiekvieng 1ékstele) ir
paliktas sustingti horizontalioje padétyje. Po to, ant pavirSiaus paskleidziamos bakterijy padermés.
Petri lekstelése buvo padaryti 6 Sulinéliai, j kiekvieng pilama po 0,1 ml tiriamojo tirpalo (kontroliniam
méginiui naudotas 70 proc. (V/V) etanolis). Kiekvienai tiriamajai iStraukai skirta po du Sulinélius.
Lékstelés inkubuojamos 24 val. 36 °C temperatiiroje [43].

Norint istirti tuopy pumpury skystyjy ir liofilizuoty iSrauky antibakterinj aktyvumga in vitro, po 24
valandas trukusio kultivavimo, buvo apskaiciuojamas inhibuoty zony skersmuo (mm), kuris susidaré
aplink Sulinélius [43].

2.5.6. Bioaktyviy junginiy identifikavimas ESC metodu balzaminiy tuopu pumpury
iStraukose

Bioaktyviy junginiy kokybinis ir kiekinis nustatymas atliktas atvirksciy faziy efektyviosios skysciy
chromatografijos (ESC) metodu ,,Waters €2695“ chromatografine sistema su diody matricos
detektoriumi ,Waters 2998 (tyrimas vykdytas LSMU Farmakognozijos katedroje).
Chromatografinio skirstymo valdymas, chromatogramy registravimas, duomeny kaupimas ir
apdorojimas atliktas naudojantis ,,Empower 2 Chromatography Data Software” programine jranga.
Skirstymui naudota kolonélé ,,.YMC-Pack ODS-A* (250%4,6 mm, C18, daleliy dydis 5 pm) su
prieskolone ,, YMC-Triart* (10x3,0, C18, daleliy dydis 5 pm). Optimizuotos chromatografinés
metodikos eliuenty sistema sudaryta i§ 2 proc. (v/v) acto riigsties tirpalo vandenyje (eliuentas A) ir
100 proc. (v/v) acetonitrilo (eliuentas B). Gradiento kitimas: 0—30 min. 3—-15 proc. B, 3045 min. 15—
25 proc. B, 45-50 min. 25-50 proc. B, 50-55 min. 50-95 proc. B. Judrios fazés tékmés greitis — 1
ml/min., injekcijos tiris — 10 pl. Kolon¢lé termostatuota 25°C temperatiroje. Chromatografines
smailés identifikuotos lyginant anali¢iy ir etaloniniy junginiy sulaikymo laikus ir UV absorbcijos
spektrines charakteristikas (1=200-400 nm). Kiekinis balzaminiy tuopy pumpury iStraukose
identifikuoty junginiy nustatymas atliktas naudojantis penkiy lygmeny kiekvienai analitei sudarytais
etaloniniy junginiy kalibravimo grafikais. Katechino, fluoretino ir salicino kiekiai tiriamosiose
iStraukose apskai¢iuoti bangos ilgiui esant 280 nm, p—kumaro, kavos, 3,5—dikafeoilchino, chlorogeno
ir ferulo ragsc¢iy — 320 nm, apigenino, hiperozido ir izokvercetino — 360 nm [44].

2.6. Duomeny statistiné analizé

Norint jvertinti duomeny statistinj patikimuma, duomenys analizuoti naudojantis ,,Microsoft Office
Excel 2016” ir ,,IBM SPSS 20.0” programinémis jrangomis. Apskaiciuoti rezultaty aritmetiniai
vidurkiai, standartiniai nuokrypiai ir santykiniai standartiniai nuokrypiai. Rezultaty skirtumy
reikSmingumas jvertintas naudojant vieno faktoriaus dispersinés analizés model; (one—way
ANOVA), rezultaty skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p<0,05. Rezultaty koreliacija
jvertinta ranginés koreliacijos koeficientu.
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3. Rezultatai

3.1. Skystyjy ir liofilizuoty iStrauky gamyba

Eksperimentiniy tyrimy metu nustatytas balzaminiy tuopy pumpury zaliavos nuodziavis, Kuris sieké
4,5 proc., o sugerties koeficientas buvo 2,04.

Tyrimams naudojamos skystosios ir liofilizuotos balzaminiy tuopy pumpury istraukos. Jy kodavimas
ir gamybos salygos nurodytos 6 lenteléje.

6 lentelé. Istrauky sudétys ir gamybos salygos

IStraukos | IStrauka Naudotas Ekstrakcijos | Ekstrakcijos | Ekstrakcijos | Zaliaves | Tirpiklio

kodas tirpiklis metodas laikas salygos kiekis kiekis

VU Liofilizuota | ISgrynintas Ultragarsiné¢ | 30 min A-100%,C | 4¢ 40 ml
vandeniné¢ | vanduo ekstrakcija -50%

VM1 Liofilizuota | ISgrynintas Maceravimas | 6 h Kambario 209 200 ml
vandeniné | vanduo temp.

VM2 Liofilizuota | I3grynintas Maceravimas | 6 h 80°Ctemp. | 20g 200 ml
vandeniné¢ | vanduo

EU Liofilizuota | 70 % etanolis | Ultragarsiné | 30 min A-100%,C | 49 40 ml
etanoliné ekstrakcija -50%

EM Liofilizuota | 70 % etanolis | Maceravimas | 120 h Kambario 20¢ 200 ml
etanoliné temp.

EM30 Skystoji 30 % etanolis | Maceravimas | 120 h Kambario 209 200 ml
etanoliné temp.

EM50 Skystoji 50 % etanolis | Maceravimas | 120 h Kambario 20¢g 200 ml
etanoliné temp.

EM70 Skystoji 70 % etanolis | Maceravimas | 120 h Kambario 20¢g 200 ml
etanoliné temp.

Liofilizuoty istrauky iSeiga pateikta 7 lenteléje. ISeiga apskaiCiuota remiantis Sia formule:

ISeiga, % = —2 x 100
my

m; — milteliy masé gramais po liofilizacijos;
M1 — zaliavos masé naudota iStrauky gamybai.

7 lentelé. Liofilizuoty istrauky iSeigos

IStraukos | Pradinis Zaliavos kiekis | Milteliy kiekis po liofilizacijos | ISeiga
VU 49 0,399 9,75 %
VM1 209 1,29 6 %
VM2 209 1,629 8,1%
EU 49 1,129 28 %
EM 209 4,58 ¢ 229%

29



Skystyjy iStrauky sausasis likutis apskaiciuotas remiantis Sia formule:

ISeiga, % = —2 x 100
my

m; — milteliy masé gramais po liofilizacijos;
m; — Zaliavos masé naudota ekstrakty gamybai.

30 proc. (V/V) etanolinés istraukos sausasis likutis lygus 0,38 proc., 50 proc. (V/V) etanolinés
iStraukos — 2,64 proc., o 70 proc. (V/V) etanolinés iStraukos — 5,29 proc..

3.2. Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas balzaminiy tuopy pumpury iStraukose

Pirmame tyrimy etape pagaminty iStrauky kokybé buvo vertinta nustatant bendra fenoliniy junginiy
kiekj. Bendras fenoliniy junginiy kiekis skystosiose ir liofilizuotose istraukose buvo apskai¢iuotas
pagal galo rugsties ekvivalenta. Skystyjy iStrauky bendras fenoliniy junginiy kiekis pavaizduotas 11
paveiksle.

Skystujy etanoliniy iStrauky bendras fenolinig
Junginiy kiekis

0 2 4 6 8 10 12 14
mg GRE/ml

11 pav. Skystyjy etanoliniy balzaminiy tuopy pumpury istrauky bendras fenoliniy junginiy kiekis

Visos etanolinés skystosios istraukos (EM30, EM50 ir EM70) buvo ruoSiamos maceracijos biuidu,
maceruojant 5 paras, kambario temperatiiroje. Daugiausiai fenoliniy junginiy i§ Zaliavos iSekstrahavo
70 proc. (V/V) etanolis — Sios iStraukos (EM70) bendras fenoliniy junginiy kiekis sieké 10,91 + 0,33
mg GRE/ml. Su 50 proc. (V/V) etanoliu (EM50) issiekstrahavo 8,06 = 0,24 mg GRE/mlI fenoliniy
junginiy, o maziausiai jy iSekstrahavo 30 proc. (V/V) etanolis (EM30 — 3,07 + 0,14 mg GRE/ml).
Lyginant skirtingy koncentracijy etanolines iStraukas, nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas
(p<0,05) tarp nustatyto bendro fenoliniy junginiy kiekio skystosiose iStraukose. Galima teigti, kad
70 proc. (V/V) etanolis kaip ekstrahentas yra efektyviausias i§ naudoty tirpikliy tuopy pumpury
iStrauky gamybai ir fenoliniy junginiy iSskyrimui i§ Zaliavos. Tyrimy rezultatai pagrindé mokslinés
literatiros duomenis, kad fenoliniy junginiy tirpumas priklauso nuo naudojamo tirpiklio poliskumo
[23]. 70 proc. (V/V) etanolis yra tinkama tirpiklio sistema siekiant isskirti i§ Zaliavos jvairaus
lipofiliskumo fenolinius junginius [22].

Liofilizuoty istrauky bendro fenoliniy junginiy kiekio augalingje zaliavoje rezultatai pavaizduoti 12
paveiksle. Rezultatai tarp skirtingu ekstrakcijos biidu gaminty iStrauky statistiSkai reikSmingai skyrési
(p<0,05). Etanolinés istraukos (EM ir EU) isekstrahavo 6,5 karto daugiau fenoliniy junginiy nei
vandeninés istraukos (VU, VM1 ir VM2). Didziausias fenoliniy junginiy kiekis yra etanolinéje
iStraukoje paruostoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu (EU — 68,39 + 0,32 mg GRE/Q), beveik toks
pats fenoliniy junginiy kiekis yra ir etanolinéje iStraukoje, maceruotoje 5 paras (EM — 68,09 +
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0,56 mg GRE/g). Lygindami Siuos du ekstrakcijos metodus galima manyti, kad ekstrakcijos
efektyvumas yra panaSus ar beveik identiSkas, taciau jvertinus ekstrahavimo laikg (ultragarsu
ekstrahuota 30 min., maceruota 120 h) Zenkliai efektyvesné yra ekstrakcija ultragarsu.

Liofilizuoty 1$trauky bendras fenoliniy junginiy

kiekis
80 68.09 68.39
I T
o 60 ' ’
% 40
9{)
= 20 12.61 12.14
- 6.24 -
0
VU VM1 VM2 EM EU

12 pav. Liofilizuoty balzaminiy tuopy pumpury istrauky bendras fenoliniy junginiy kiekis

Lyginant vandenines istraukas, daugiausiai fenoliniy junginiy nustatyta iStraukoje ekstrahuotoje
ultragarsine ekstrakcija (VU — 12,61 + 0,12 mg GRE/g), taip pat iStraukoje gamintoje maceravimo
budu, Kai tirpiklio temperattira 80 °C (VM2 — 12,14 + 0,04 mg GRE/g). Maziausiai fenoliniy junginiy
iSsiekstrahavo i§ Zaliavos, vykdant ekstrakcija vandenyje, 6 valandas, kambario temperatiroje
(VM1 -6,54 + 0,04 mg GRE/g). Lyginant ekstrakcijos metodus pagal vandeniniy iStrauky bendra
fenoliniy junginiy kiekj, efektyvesné yra ultragarsiné ekstrakcija.

Kity mokslininky aprasomi tyrimy rezultatai rodo, kad ekstrakty bendras fenoliniy junginiy kiekis
svyruoja nuo 21,62 iki 31,09 pg GRE/mg (superkritiniy skysc¢iy ekstrakcija) [8]. Kitame tyrime
aprasomas bendras fenoliniy junginiy kiekis sieké 145,54 + 5,89 mg GAE/g (superkritiniy skysciy
ekstrakcija) [45] bei 674,66 mg GRE/g (maceracija etanoliu) [2]. Taip pat Saltiniuose minimas tuopy
pumpury bendras fenoliniy junginiy kiekis apskai¢iuotas naudojant kavos ragstj (180 mg CAE/Q) bei
kateching (51,78 + 4,56 mg CE/g) kaip standartg [1]. Atlikto tyrimo duomenys sutampa su kity
mokslininky tyrimy rezultatais. Galima teigti, jog skirtumams tarp skelbiamy iSekstrahuoty fenoliniy
junginiy Kiekiy turi jtakos pasirinktas ekstrakcijos metodas, tirpiklis, pasirinktas analizés metodas bei
augalines zaliavos kokybé.

3.3. Bendro flavonoidy kiekio nustatymas balzaminiy tuopy pumpury iStraukose

Siekiant jvertinti pagaminty iStrauky kokybe, eksperimentiniy tyrimy metu nustatytas bendras
flavonoidy kiekis jose. Bendras flavonoidy kiekis skystosiose balzaminiy tuopy pumpury iStraukose
buvo apskaiciuotas pagal rutino ekvivalenta. Rezultatai pavaizduoti 13 paveiksle.

Didziausias flavonoidy kiekis nustatytas 70 proc. (V/V) etanolinéje istraukoje (EM70 — 0,77 + 0,01
mg RE/ml). Siek tiek maZesnis flavonoidy kiekis nustatytas 50 proc. (V/V) etanolingje istraukoje
(EM50 — 0,5+ 0,003 mg RE/ml), maziausias kiekis — 30 proc. (V/V) etanolinéje iStraukoje
(EM30 — 0,05 + 0,001 mg RE/ml). Lyginant skystgsias etanolines istraukas pagal bendrg flavonoidy
kiekj, kaip ekstrahentas efektyviausias 70 proc. (V/V) etanolis. Gauti bendro flavonoidy kiekio
iStraukose rezultatai skyrési statistiSkai reik§mingai (p<0,05).
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Skystujy etanoliniy iStrauky bendras flavonoidy
kiekis
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13 pav. Skystyjy etanoliniy balzaminiy tuopy pumpury istrauky bendras flavonoidy kiekis

Lyginant liofilizuotas istraukas (14 pav.) didziausias flavonoidy kiekis gautas ekstrahuojant zaliavg
70 proc. (V/V) etanoliu, ultragarsinés ekstrakcijos metodu (EU — 3,74 £0,01 mg RE/g). Taip pat
didelis flavoinoidy kiekis gautas ekstrahuojant 70 proc. (V/V) etanoliu, maceravimo budu
(EM - 3,34 + 0,007 mg RE/g). Lyginant vandenines istraukas daugiausiai flavonoidy iSsiekstrahavo
ultragarsinés ekstrakcijos metodu (VU — 0,2 + 0,003 mg RE/m) ir maceravimo metodu, esant 80 °C
temperatarai (VM2 — 0,19 + 0,003 mg RE/g), maziausiai i§ visy iStrauky — maceruojant zaliava
kambario temperattiroje (VM1 — 0,059 + 0,007 mg RE/Q). Tarp gauty rezultaty nustatytas statistiskai
reikSmingas skirtumas (p<0,05). Lyginant ekstrakcijos metodus pagal bendrg flavonoidy kiekj ir
ekstrakcijos laikg — efektyvesné yra ekstrakcija ultragarsu.

Liofilizuoty 1s$trauky bendras flavonoidy kiekis
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14 pav. Liofilizuoty balzaminiy tuopy pumpury istrauky bendras flavonoidy kiekis

Kiti autoriai taip pat nustaté bendra flavonoidy kiekj tuopy pumpuruose. Literatiiroje aprasomas
bendras flavonoidy kiekis siekia 162,5 mg CE/g) [2]. Taip pat flavonoidy kiekis apskaiéiuotas
naudojant kverceting kaip standarta — flavonoidy kiekis tuopy pumpury ekstraktuose jvairavo nuo
13,67 + 0,34 mg QE/g [46] iki 126,23 + 8,46 mg QE/g [45]. Palyginus $io tyrimo rezultatus su kity
mokslininky rezultatais, galima sakyti, kad standarto pasirinkimas turi jtakos bendro flavonoidy
kiekio nustatymui iStraukose. Taip pat tyrimy rezultatai patvirtino, kad mechaninis ultragarso
poveikis pagreitina ekstrahavimo procesg [29].

3.4. Balzaminiy tuopy pumpury iStrauky antioksidacinis aktyvumas

Naudojant tik vieng antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodg, biity sunku jvertinti balzaminiy
tuopy pumpury iStrauky antioksidacinj aktyvumg. Siekiant detaliau jvertinti augaliniy iStrauky
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aktyvuma, tyrimus tikslinga vykdyti keletu in vitro metody, kuriais bty galima nustatyti gebéjima
funkcionuoti keletu antioksidacinio aktyvumo mechanizmy.

Balzaminiy tuopy pumpury skystyjy ir liofilizuoty istrauky antioksidacinis aktyvumas tirtas dviem
metodais. Pirmojo metodo — ABTS** radikaly — katijony suri§imo gebos nustatymo — rezultatai
pavaizduoti 15 ir 16 paveiksluose. Lyginant skystasias etanolines iStraukas (15 pav.), didziausias
antiradikalinis aktyvumas pagal TROLOX ekvivalentg nustatytas iStraukoje ekstrahuotoje 70 proc.
(VIV) etanoliu (EM70 — 0,32 + 0,003 mmol TEasts/ml). Istraukoje, kuri buvo ekstrahuota 50 proc.
(V/IV) etanoliu (EM50), antiradikalinis aktyvumas sieké 0,22 + 0,005 mmol TEagts/ml. Maziausias
antiradikalinis aktyvumas nustatytas iStraukoje, kuri ekstrahuota 30 proc. (V/V) etanoliu
(EM30 — 0,09 mmol TEasts/ml). Gauti rezultatai statistiskai reikSmingai skyrési (p<0,05).
Sprendziant pagal antiradikalinio aktyvumo rezultatus, geriausias ekstrahentas veikliyjy junginiy

i8skyrimui i§ Zaliavos yra 70 proc. (V/V) etanolis.

Skystujy etanoliniy 1Strauky antioksidacinis
aktyvumas

EM70
I— g 35
EM50 10,22

F
EM30 0,09

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4
mmol TE yg7¢/ml

15 pav. Skystyjy etanoliniy balzaminiy tuopy pumpury i$trauky antioksidacinis aktyvumas nustatytas
ABTS" radikaly — katijony suri§imo gebos nustatymo metodu

Lyginant liofilizuotas istraukas (16 pav.), didziausias antiradikalinis aktyvumas buvo istraukos
ekstrahuotos etanoliu, ultragarsinés ekstrakcijos metodu (EU — 1C50=0,071 £ 0,0002 mg/ml; 12,33 +
0,04 mmol TEagTs/g), Siek tiek mazesnis aktyvumas istraukos ekstrahuotos etanoliu, maceravimo
bidu (EM — I1Cs50=0,072 + 0,0002 mg/ml; 12,16 + 0,03 mmol TEagTs/g).

Liofilizuoty 1s$trauky antioksidacinis aktyvumas
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16 pav. Liofilizuoty balzaminiy tuopy pumpury iStrauky antioksidacinis aktyvumas nustatytas ABTS™"
radikaly — katijony suri§imo gebos nustatymo metodu
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Liofilizuoty vandeniniy istrauky antiradikalinis aktyvumas buvo beveik 10 karty mazesnis lyginant
su liofilizuotomis etanolinémis iStraukomis. Maziausias antiradikalinis aktyvumas i$ visy liofilizuoty
iStrauky buvo vandeninés iStraukos maceruotos kambario temperatiroje (VM1 — 1C50=0,42 + 0,004
mg/ml; 2,38 + 0,02 mmol TEagTs/g). DidZiausias antiradikalinis aktyvumas lyginant tik vandenines
iStraukas buvo vandeninés iStraukos ekstrahuotos ultragarsinés ekstrakcijos metodu (VU — 1Cs50=0,30
+ 0,003 mg/ml; 2,49 + 0,05 mmol TEagTs/Q), Siek tick maZesnis — vandeninés iStraukos maceruotos
80 °C temperatiroje (VM2 — 1C50=0,34 + 0,01 mg/ml; 2,07 = 0,02 mmol TEagts/g). Tarp gauty
rezultaty nustatytas statistiS8kai reikSmingas skirtumas (p<0,05).

Pagal gautus rezultatus, galima sakyti, kad etanolis kaip ekstrahentas buvo efektyvesnis uz vanden;.
Lyginant ekstrakcijos buidus efektyvesné buvo ekstrakcija ultragarsu, nors antiradikalinis aktyvumas
lyginant EM ir EU istraukas arba VU ir VM2 istraukas buvo panasus, taciau ultragarsiné ekstrakcija
abiem atvejais buvo zymiai trumpesné.

PanaSus tuopy pumpury antioksidacinis aktyvumas nustatytas Debbache ir kt., taikant ABTS™
radikaly — katijony suri§imo gebos nustatymo metoda, kuris jvairavo nuo 14,67 pg/ml iki 17,09
ng/ml, priklausomai nuo pasirinkto ekstrahento iStrauky gamybai [46].

Antrasis metodas — deguonies radikaly absorbcijos gebos (ORAC) nustatymas — pasirinktas
siekiant jvertinti antioksidacinio aktyvumo kinetikg imituojant organizmo salygas (reakcija vyksta
37 °C temperatiiroje). Tyrimo rezultatai pateikti 17 ir 18 paveiksluose. Lyginant skystgsias etanolines
iStraukas (17 pav.) didziausias antiradikalinis aktyvumas nustatytas istraukoje, gamintoje su 70 proc.
(V/IV) etanoliu (EM70 — 0,7 mmol TE/ml). Siek tick maZesnis antiradikalinis aktyvumas nustatytas
50 proc. (V/V) etanolinéje istraukoje (EM50 — 0,5 mmol TE/ml), maziausia laisvyjy ABTS™" radikaly
suriSimo geba nustatyta 30 proc. (V/V) etanolinéje istraukoje (EM30 — 0,1 mmol TE/ml). Gauti
tyrimo rezultatai statistiskai reik§mingai skyrési (p<0,05).

Skystujy etanoliniy 1Strauky antioksidacinis
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17 pav. Skystyjy etanoliniy balzaminiy tuopy pumpury istrauky antioksidacinis aktyvumas nustatytas ORAC
metodu

Lyginant liofilizuotas balzaminiy tuopy pumpury istraukas, didziausias antiradikalinis aktyvumas
nustatytas etanolinéje iStraukoje gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu
(EU — 14,99 + 3,7 mmol TEorac/g). Siek tick mazesnis antiradikalinis aktyvumas — etanolinéje
iStraukoje gamintoje maceracijos metodu (EM — 12,89 + 1,49 mmol TEorac/g). Vandeniniy istrauky
antiradikalinis aktyvumas buvo beveik 3 kartus mazesnis. Lyginant vandenines iStraukas, didZiausias
antiradikalinis aktyvumas nustatytas vandeninéje iStraukoje gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos
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metodu (VU — 5,94 + 0,58 mmol TEorac/Q), Siek tiek mazesnis — vandeningje iStraukoje maceruotoje
80 °C temperatiiroje (VM2 — 5,14 + 0,28 mmol TEorac/g), maziausias — vandeninéje istraukoje
maceruotoje kambario temperattiroje (VM1 — 4,63 + 0,22 mmol TEorac/g). Gauti rezultatai skyrési
statistiSkai reik§mingai (p<0,05).

Liofilizuoty tuopy pumpury istrauky antioksidacinis
aktyvumas pagal ORAC metoda
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18 pav. Liofilizuoty balzaminiy tuopy pumpury istrauky antioksidacinis aktyvumas nustatytas ORAC
metodu

Tuopy pumpury antioksidacinio aktyvumo tyrimy naudojant deguonies radikaly absorbcijos gebos
(ORAC) nustatymo metodg yra mazai. Tirtosios istraukos pasizyméjo stipresniu antioksidaciniu
aktyvumu lyginant su mokslinéje literattiroje paskelbtais duomenimis. Dudonne ir kt. istyré juodyjy
tuopy pumpury antioksidacinj aktyvumg ORAC metodu, antioksidacinis aktyvumas sieké 2700 umol
TEorac/g [1]. Tuo tarpu Sio tyrimo metu pagaminty istrauky antioksidacinis aktyvumas pagal §j
metoda sieké nuo 4630 pmol TEorac/g iki 14990 umol TEorac/g. Skirtingus tyrimy rezultatus galéjo
lemti zaliavos raiSies, jos kokybés ir naudojamo ekstrahavimo metodo skirtumai.

Tarp antioksidacinio aktyvumo tyrimy rezultaty ir bendro fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekio
gauta stipri korealiacija — r reik§mé svyravo nuo 0,875 (koreliacija tarp ORAC tyrimo rezultaty ir
bendro flavonoidy kiekio) iki 0,988 (koreliacija tarp ABTS tyrimo rezultaty ir bendro fenoliniy
junginiy kiekio).

3.5. Balzaminiy tuopy pumpury iStrauky antibakterinis aktyvumas

Balzaminiy tuopy pumpury istrauky antibakterinis aktyvumas tirtas su gramteigiamomis bakterijomis
bei gramneigiamomis bakterijomis (8 lentelé).

8 lentelé. Balzaminiy tuopy pumpury iStrauky antibakterinis aktyvumas

Bakterij .. — bakterij

3 terijy Gram+ bakterijos Gram- bakterijos

tipas

Bakterijy | Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis Escherichia coli Pseudomonas

rasis aeruginosa

Padermé | Referenciné | Klinikiné | Referenciné | Klinikiné | Referenciné | Klinikiné | Referenciné | Klinikiné
Sterili zona, mm

VU 20+2,83 14,5+3,54 | 19+2,83 0 0 0 0 0

VM1 17,5+2,12 12+1,41 0 0 0 0 0 0
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8 lentelé. Balzaminiy tuopy pumpury istrauky antibakterinis aktyvumas (zesinys)

VM2 19+2.83 13,542,12 | 18+2,83 0 0 0 0 0

EM 27,5£1,41 | 24,543,54 | 20+2.83 0 0 0 0 0

EU 28+2,12 26,5+3,54 | 20,5+£3,54 0 0 0 0 0

EM30 20,54+2,12 12,5¢2,12 | O 0 0 0 0 0

EM50 24,5+1,41 20,5+4,95 | O 0 0 0 0 0

EM70 26+2,83 22,5+3,54 | 19+£2,83 0 0 0 0 0
Balzaminiy tuopy pumpury iStraukos neslopino gramneigiamy bakterijy

E. coli ir P. aeruginosa referenciniy ir klinikiniy padermiy augimo. Kaip kontrolé naudotas 70 proc.
(V/V) etanolis visy tiriamy bakterijy augimo neslopino.

I$ 8 lenteléje pateikty duomeny matyti, jog S. aureus referencinés bei klinikinés padermés augima
visos tirtosios iStraukos. Referencine S. aureus paderme gerai veikeé liofilizuotos etanolinés istraukos
(EM ir EV), taip pat liofilizuota vandeniné ultragarsiné istrauka (VU sterili zona nuo 18 iki 22 mm),
30 proc. (V/V) skystoji etanoliné tuopy pumpury istrauka (EM30 sterili zona nuo 19 iki 22 mm), Siek
tick maziau bakterijas veiké liofilizuota vandeniné iStrauka, maceruota 80 °C temperatiiroje (VM2
sterili zona nuo 17 iki 21 mm). Maziausiai referencines S. aureus bakterijas veiké liofilizuota
vandening iStrauka, maceruota kambario temperattiroje (VM1 sterili zona nuo 16 iki 19 mm).

Klinikinés padermés S. aureus bakterijas visos liofilizuotos vandeninés iStraukos, taip pat skystoji
30 % etanoliné istrauka (EM30) veiké palyginti silpnai: VU sterili zona svyravo nuo 12 iki 17 mm,
VML sterili zona nuo 11 iki 13 cm, VM2 sterilios zonos skersmuo svyravo nuo 11 iki 14 mm ir EM30
sterili zona buvo nuo 11 iki 14 mm. Skystosios 50 ir 70 proc. (V/V) etanolinés iStraukos (EM50 ir
EM70), taip pat liofilizuotos etanolinés iStraukos (EM ir EU) Klinikines S. aureus padermes veiké
gerai ar labai gerai: EM50 sterilios zonos skersmuo svyravo nuo 17 iki 24 mm, EM70 — nuo 20 iki
25 mm, EM —nuo 22 iki 27 mm ir EU — nuo 24 iki 29 mm.

Liofilizuota vandeniné iStrauka, maceruota kambario temperatiroje (VM1) bei skystosios 30 ir
50 proc. (V/V) etanolinés istraukos (EM30 ir EM50) neslopino Enterococcus faecalis referencinés ir
klinikinés padermés bakterijy.

Referencines E. faecalis bakterijy padermes gerai ir labai gerai veiké liofilizuotos vandeninés
iStraukos (VU ir VM2) bei liofilizuotos etanolinés istraukos (EM ir EU) ir skystoji 70 proc. (V/V)
etanoliné istrauka (EM70): 1ékstelése su VU istrauka sterilios zonos skersmuo svyravo nuo 17 iki 21
mm, VM2 — nuo 16 iki 20 mm, EM — nuo 18 iki 22 mm, EU — nuo 18 iki 23 mm ir EM70 — nuo 17
iki 21 mm. Klinikinés padermés E. faecalis bakterijy augimo neslopino nei viena is tirty iStrauky.

Panasus antimikrobinis aktyvumas nustatytas Debbache ir kt. Etanolinis ekstraktas veiké gerai prie$
E.coli bakterijas (sterili zona 14,26+0,61 mm), taip pat S. aureus (14,30+0,32 mm), P.aeruginosa
(12,2 £0,6 mm), B. subtilis (17,4+2,08 mm), A. niger (7,85+£0,07 mm) ir F. polyferatum (6,9+1,21
mm) [46]. Taip pat Vardar-Unlii ir kt. nustaté, kad tuopy pumpurai pasizymi didesniu antimikrobiniu
aktyvumu prie§ gramteigiamas bakterijas, lyginant su gramneigiamomis bakterijomis, kurios
pasizymi ribotu antimikrobiniu aktyvumu [5].
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Absorbcija, AV

3.6. Fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties balzaminiy tuopy pumpury iStraukose
ivairavimas

Pritaikius Liaudansko ir kt. [44] ESC metodika, atlikta balzaminiy tuopy pumpury iStrauky cheminés
sudéties analizé. Tirtose iStraukose identifikuoti ir kiekiSkai nustatyti Sie fenoliniai junginiai:
apigeninas, kavos rtigstis, p—kumaro rugstis, 3,5—dikafeoilchino ragstis, hiperozidas, (+)—katechinas,
chlorogeno rigstis, floretinas, izokvercetinas, ferulo riigstis bei salicinas. Balzaminiy tuopy pumpury
iStraukos chromatograma pateikiama 19 paveiksle.
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19 pav. Balzaminiy tuopy pumpury 70 % skystosios etanolinés istraukos chromatograma (A=320 nm).
1 —salicinas, 2 — (+)—katechinas, 3 — chlorogeno ragstis, 4 — kavos ragstis, 5 — p—kumaro ragstis, 6 — ferulo
ragstis, 7 — hiperozidas, 8 — izokvercetinas, 9 — 3,5-dikafeoilchino ragstis, 10 — floretinas, 11 — apigeninas

Lyginant skystasias iStraukas didziausias suminis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 70 proc. (V/V)
etanolingje istraukoje (EM70 — 1,46 mg/ml), mazesnis kiekis nustatytas 50 proc. (V/V) etanolinéje
iStraukoje (EM50 — 1,29 mg/ml), maziausias kiekis — 30 proc. (V/V) etanolingje istraukoje
(EM30 - 0,92 mg/ml). Lyginant liofilizuotas balzaminiy tuopy pumpury iStraukas, didZiausias
suminis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas etanolingje istraukoje gamintoje ultragarsinés
ekstrakcijos metodu (EU — 53,08 mg/g), Sick tick mazesnis kiekis — etanolingje iStraukoje gamintoje
maceracijos budu (EM — 47,84 mg/g). Liofilizuoty vandeniniy i§trauky suminis fenoliniy junginiy
kiekis buvo maZzesnis nei etanoliniy i$trauky. DidZiausias suminis fenoliniy junginiy kiekis lyginant
vandenines itraukas nustatytas iStraukoje gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu
(VU — 44,64 mg/g), mazesnis kiekis iStraukoje, gamintoje maceracijos biidu 80 °C temperatiiroje
(VM2 — 31,96 mg/g), maziausias kiekis — istraukoje, gamintoje maceracijos btidu kambario
temperatiroje (VM1 — 27,05 mg/g). Visy identifikuoty junginiy kiekiné sudétis skirtingose iStraukose
pateikta 9 lenteléje.

9 lentelé. Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavimas balzaminiy tuopy pumpury istraukose

Junginys Fenoliniy junginiy kiekis (mg/ml skystosios iStraukos arba mg/g sausosios iStraukos)
VU VM1 VM2 EM EU EM30 EM50 EM70
Salicinas 9,67 5,06 7,78 0,3 0,47 0,04 0,05 0,13
(+)-katechinas 4,71 1,74 2,62 2,24 4,07 0,08 0,09 0,1
Chlorogeno r. 1,74 0,54 1,19 1,19 1,39 0,01 0,02 0,02
Kavos . 3,02 1,69 2,79 2,02 2,8 0,10 0,12 0,13
p—kumaro r. 21,5 12,64 17,41 26,34 28,87 0,53 0,64 0,67
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9 lentelé. Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties jvairavimas balzaminiy tuopy pumpury istraukose (fesinys)

Ferulor. 0,25 0,12 0,22 0,27 0,29 0,02 0,04 0,05
Hiperozidas 0,15 0,06 0,14 0,2 0,25 0,001 0,005 0,006
Izokvercetinas 0,28 0,07 0,13 0,3 0,36 0,001 0,005 0,007
3,5—-dikafeoilchinor. | 3,02 1,82 2,42 3,12 3,66 0,1 0,2 0,21
Floretinas - - - 6,94 7,62 0,02 0,12 0,15
Apigeninas 0,08 0,05 0,07 3,98 4,27 0,01 0,06 0,07

Lyginant skystasias etanolines balzaminiy tuopy pumpury istraukas, visy identifikuoty fenoliniy
junginiy kiekiniame nustatyme pastebima ta pati tendencija: daugiausiai fenoliniy junginiy nustatyta
etanolingje iStraukoje, gamintoje naudojant 70 proc. (V/V) etanolj kaip ekstrahentg. Mazesnis visy
fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 50 proc. (V/V) etanolingje istraukoje, maziausias kiekis — 30 proc.
(VIV) etanolingje iStraukoje. p—kumaro raigstis buvo dominuojantis junginys visose trijose
skystosiose etanolinése istraukose. Suminis p—kumaro rigsties kiekies sudaré 48,36 proc. visy
nustatyty fenoliniy junginiy kiekio Siose iStraukose. Skystosiose iStraukose maziausiai nustatyta
hiperozido ir izokvercetino, kuriy suminis kiekis sudaré 0,32 ir 0,34 proc. atitinkamai, visy nustatyty
fenoliniy junginiy kiekio skystosiose iStraukose.

p—kumaro riigStis buvo vyraujantis junginys visose tirtose iStraukose. Lyginant liofilizuotas
balzaminiy tuopy pumpury iStraukas, didZziausias p—kumaro rugsties kiekis nustatytas etanolinéje
iStraukoje, gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu (VU — 28,87 mg/g). Jis buvo 2,28 karto
didesnis uz maziausig p—kumaro rugsties kiekj, nustatyta vandeninéje iStraukoje, gamintoje
maceracijos metodu, kambario temperatiiroje (VM1 — 12,64 mg/g). Didelis p—kumaro rugsties kiekis
nustatytas etanolinéje iStraukoje, gamintoje maceracijos metodu (EM — 26,34 mg/g), Siek tiek
mazesnis kiekis nustatytas vandeninéje iStraukoje, gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu
(VU — 21,5 mg/g), taip pat vandeninéje iStraukoje gamintoje maceracijos btidu, 80 °C temperatiiroje
(VM2 - 17,41 mg/qg).

Balzaminiy tuopy pumpury istraukose nustatytas salicinas, kurio didziausias kiekis nustatytas
liofilizuotoje vandeningje iStraukoje, ekstrahuotoje ultragarsu (VU — 9,67 mg/g), taip pat nemazas
salicino Kkiekis nustatytas liofilizuotoje vandeningje istraukoje, gamintoje maceracijos biidu 80 °C
temperatiiroje (VM2 — 7,78 mg/g), maziausias salicinio kiekis nustatytas liofilizuotoje etanolinéje
iStraukoje, gamintoje maceracijos budu (EM — 0,3 mg/g), siek tiek didesnis kiekis etanolinéje
istraukoje, ekstrahuotoje ultragarsu (EU — 0,47 mg/g). Sie rezultatai rodo, kad tirpiklio parinkimas
salicino iSskyrimui i§ balzaminiy tuopy pumpury Zaliavos yra svarbus technologinis etapas. Galima
teigti, kad didesnj salicino kiekj vandeninése iStraukose 1émé tai, kad salicino tirpumas vandenyje yra
beveik 4 kartus didesnis (43 mg/ml), lyginant su tirpumu etanolyje (11 mg/ml).

Cholorogeno ragsties daugiausiai nustatyta liofilizuotoje vandeninéje iStraukoje, ekstrahuotoje
ultragarsu (VU — 1,74 mg/g). Jis buvo 3,22 karto didesnis uz maziausig chlorogeno riigsties kiekj,
nustatyta vandeninéje iStraukoje, gamintoje maceracijos metodu, kambario temperatiiroje
(VM1-0,54 mg/g). Nemazas chlorogeno rugsties kiekis nustatytas etanolinéje iStraukoje,
ekstrahuotoje ultragarsu (EU — 1,39 mg/g), taip pat etanolinéje istraukoje, gamintoje maceracijos
budu (EM — 1,19 mg/g) bei vandeningje istraukoje, gamintoje maceracijos btidu 80 °C temperatiiroje
(VM2 - 1,19 mg/qg).
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Didziausias kavos rugsties kiekis nustatytas liofilizuotoje vandeninéje iStraukoje, ekstrahuotoje
ultragarsu (VU — 3,02 mg/g), Siek tieck mazesnis kiekis nustatytas liofilizuotoje etanolinéje iStraukoje,
ekstrahuotoje ultragarsu (EU — 2,8 mg/g) bei liofilizuotoje vandeninéje istraukoje, gamintoje
maceracijos budu 80 °C temperatiroje (VM2 — 2,79 mg/g). Maziausias kavos ragsties kiekis
nustatytas liofilizuotoje vandeningje iStraukoje, gamintoje maceracijos metodu, kambario
temperattroje (VM1 — 1,69 mg/g).

Ferulo ragsties kiekis nustatytas visose liofilizuotose istraukose buvo panaSus ir jvairavo nuo
0,2 mg/g (VML) iki 0,29 mg/g (EU). Suminis ferulo ragsties kiekis sudaré 0,56 proc. visy nustatyty
fenoliniy junginiy kiekio liofilizuotose iStraukose.

Suminis 3,5-dikafeoilchino riigsties kiekis liofilizuotose iStraukose sudaré 6,88 proc. visy nustatyty
fenoliniy junginiy kickio Siose iStraukose. Didziausias Sios riigSties kiekis nustatytas liofilizuotoje
etanolingje iStraukoje, ekstrahuotoje ultragarsu (EU — 3,66 mg/g). Jis buvo 2 kartus mazesnis uz
maziausig 3,5-dikafeoilchino raigsties kiekj, nustatyta vandeningje istraukoje, gamintoje maceracijos
metodu, kambario temperatiroje (VM1 — 1,82 mg/g). Nemazas 3,5-dikafeoilchino rugsties kiekis
nustatytas etanolinéje iStraukoje, ekstrahuotoje ultragarsu (EU — 3,12 mg/g), Siek tick mazesnis kiekis
— liofilizuotoje vandeninéje istraukoje gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu (VU — 3,02 mg/g).

Didziausias apigenino kiekis nustatytas nustatytas liofilizuotoje etanolinéje iStraukoje, ekstrahuotoje
ultragarsu (EU — 4,27 mg/g). Siek tiek mazesnis kiekis nustatytas liofilizuotoje etanolinéje istraukoje,
gamintoje maceracijos budu (EM — 3,98 mg/g). Liofilizuotose vandeninése iStraukose nustatytas labai
mazas apigenino kiekis, kuris svyravo nuo 0,05 mg/g (VM1) iki 0,08 mg/g (VU).

Floretinas nustatytas tik etanolinése istraukose. Tai galéjo lemti floretino prastas tirpumas vandenyje.
Liofilizuotoje etanolinéje iStraukoje, gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu (EU), Sio junginio
nustatyta 7,62 mg/g, tai sudaré 14,09 proc. visy fenoliniy junginiy kiekio nustatyto Sioje iStraukoje.
Liofilizuotoje etanolingje iStraukoje, gamintoje maceracijos metodu (EM), fluoretino nustatyta 1,07
karto maziau — 3,98 mg/g.

Balzaminiy tuopy pumpury iStraukose nustatyti kvercetino glikozidy grupés junginiai — hiperozidas
ir izokvercetinas. DidZiausias suminis kvercetino glikozidy kiekis nustatytas liofilizuotoje etanolinéje
iStraukoje, gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos metodu (EU — 0,61 mg/g). Jis buvo 2 kartus mazesnis
uz maziausig suminj Kkvercetino glikozidy kiekj, nustatyta vandeninéje iStraukoje, gamintoje
maceracijos metodu, kambario temperatiiroje (VM1 — 0,13 mg/g). Suminis kvercetino glikozidy
kiekis sudaré 0,95 proc. visy nustatyty fenoliniy junginiy kiekio liofilizuotose istraukose.

Mokslingje literatiroje rasti du straipsniai, kuriuose nagrinéta tuopy pumpury istrauky fenoliné
sudétis [1, 8]. Eksperimentinio tyrimo rezultatai sutapo su mokslinéje literatliroje skelbiamais
duomenimis. IStraukose, pagamintose i§ Lietuvoje augan¢iy balzaminiy tuopy pumpury, nustatyta,
kad dominuojantis fenolinis junginys yra p-kumaro ragstis [1]. Kaip ir kity mokslininky
skelbiamuose tyrimy duomenyse, §io tyrimo metu buvo identifikuoti ir kiekiskai nustatyti Sie
junginiai: salicinas, kavos riigStis, apigeninas. Taip pat tyrimo rezultatai parodé, kad tirpiklio
parinkimas daro jtaka veikliyjy junginiy iSsiskyrimui. Salicino, kuris geriau tirpus vandenyje nei
etanolyje, didesnis kiekis nustatytas vandeninése iStraukose. Floretinas dél savo lipofiliniy savybiy
nustatytas tik etanolinése balzaminiy tuopy pumpury istraukose. Tyrimo rezultatai patvirtino, kad
etanolis ir vanduo yra tinkami tirpikliai fenoliniams junginiams ekstrahuoti i§ augalinés zaliavos [14,
15]. D¢l riboto mokslinéje literatiiroje skelbiamy duomeny kiekio apie tuopy pumpury cheming
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sudétj, eksperimentinio tyrimo metu pirmg kartg istraukose identifikuoti ir kiekiSkai nustatyti Sie
junginiai: (+)—katechinas, chlorogeno riigstis, hiperozidas, izokvercetinas, 3,5—dikafeoilchino riigstis
bei floretinas. Mokslinéje literatiiroje yra duomeny apie Siuos identifikuotus fenolinius junginius
tuopy pumpury istraukose: izoferulo rtigstj, di-O—metilkofeino riigstj, pinobanksino 5—metilesterj,
cinamono ragstj, pinobanksing, pinocembring, resveratroli, kemferolj, chrizina, galanging ir kavos
ragsties fenilo esterj [1, 8]. Eksperimentinio tyrimo metu pasirinkta tyrimo metodika bei turimi
standartai nesuteiké galimybés identifikuoti visus literatiroje minimus junginius. Sio tyrimo
rezultatai patvirtino, kad ekstrakcijos metodas daro jtaka fenoliniy junginiy iSskyrimui i$ augalinés
zaliavos. Taikant maceracijos metoda zaliava nepilnai iSsiekstrahuoja [22], todél maceruotose
iStraukose nustatytas mazesnis kiekis bioaktyviyjy junginiy, lyginant su iStraukomis pagamintomis
taikant ultragarsa.
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ISvados

Ultragarsinés ekstrakcijos ir maceracijos metodai yra tinkami balzaminiy tuopy pumpury istrauky
gamybai. Pagamintos kokybiskos skystosios etanolinés ir vandeninés balzaminiy tuopy pumpury
iStraukos, kai zaliavos ir ekstrahento santykis yra 1:10. Liofilizacija yra tinkamas metodas
skystyjy iStrauky sukoncentravimui — taikant §j metoda, pagamintos koncentruotos sausosios
vandeninés ir etanolinés (kai ekstrahentu naudotas 70 proc. (V/V) etanolis) istraukos.

Tirpikliai daro jtaka bioaktyviyjy junginiy kiekiui iStraukose. Nustatyta, kad 70 proc. (V/V)
etanolis yra efektyvesnis tirpiklis balzaminiy tuopy pumpury istrauky gamybai nei 30 proc. (V/V)
ir 50 proc. (V/V) etanoliniai tirpikliai bei vanduo. Nustatytas didesnis bioaktyviyjy junginiy kiekis
(bendras fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekis) iStraukose gamintose, naudojant ekstrahentu 70
proc. (V/V) etanolj. ESC metodo rezultatai parodé, kad tirpiklio parinkimas yra svarbus siekiant
i18skirti 1§ Zaliavos skirtingo lipofiliSkumo bioaktyviuosius junginius. Salicino iSskyrimas 1§
zaliavos yra efektyvesnis, kai ekstrahentu naudojamas vanduo, o floretino i§skyrimui tinkamesnis
tirpiklis yra etanolinio ir vandens miSinys.

Ekstrahavimo metodas daro jtaka bioaktyviyjy junginiy kiekiui balzaminiy tuopy pumpury
iStraukose. Nustatyta, kad ultragarsiné ekstrakcija yra efektyvesné lyginant su maceracijos
metodu. Ultragarsinés ekstrakcijos metu iSskiriamas panaSus bioaktyviyjy junginiy kiekis i§
balzaminiy tuopy pumpury, kaip ir maceracijos metodu, taciau ultragarsinés ekstrakcijos trukmé
yra 30 minué¢iy, o maceracijos metodo — 6 valandos (vandeninés istraukos) arba 120 valandy
(etanolinés iStraukos).

Pasirinkti antioksidacinio aktyvumo tyrimo metodai (ABTS™" radikaly — katijony suri§imo gebos
nustatymo ir deguonies radikaly absorbcijos gebos (ORAC) nustatymo metodai) yra tinkami
vertinti balzaminiy tuopy pumpury antioksidacinj aktyvuma. Siy metody pritaikymas leido
jvertinti laisvyjy radikaly suri§imo gebg. Stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu is tirty skystyjy
etanoliniy balzaminiy tuopy pumpury iStrauky pasizyméjo iStrauka, kurios gamybai naudotas 70
proc. (V/V) etanolis. IS liofilizuoty balzaminiy tuopy pumpury istrauky didziausias
antioksidacinis aktyvumas nustatytas etanolingje iStraukoje, gamintoje ultragarsinés ekstrakcijos
metodu, maZziausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas liofilizuotoje vandeningje istraukoje,
maceruotoje kambario temperatiiroje. Antioksidacinio aktyvumo tyrimy rezultatai koreliavo su
bendro fenoliniy junginiy ir flavonoidy kiekio tyrimy rezultatais.

Balzaminiy tuopy pumpury iStraukos neslopino gramneigiamy bakterijy (E. coli ir P. aeruginosa)
augimo. Tirtosios iStraukos pasizyméjo skirtingu antibakteriniu aktyvumu prie§ gramteigiamas
bakterijas (S. aureus ir E. faecalis). S. aureus bakterijy padermes balzaminiy tuopy pumpury
iStraukos veiké stipriau nei E. faecalis bakterijy padermes. Nustatyta, kad iStraukos slopina
referenciniy ir klinikiniy S. aureus bakterijy padermiy augima. IStraukos buvo efektyvios pries
referencinés padermés E. faecalis bakterijas ir nedemonstravo augimg slopinan¢io poveikio
klinikinés padermés bakterijoms.

Efektyvioji skys¢iy chromatografija yra efektyvus metodas siekiant i$siaiskinti balzaminiy tuopy
pumpury iStrauky cheming sudétj. Bazlaminiy tuopy pumpury iStraukose nustatyti Sie junginiai:
apigeninas, kavos rtigstis, p-kumaro rtigstis, 3,5—dikafeoilchino raigstis, hiperozidas, katechinas,
chlorogeno rugstis, floretinas, izokvercetinas, ferulo rigstis ir salicinas. p—kumaro ragstis buvo
dominuojantis junginys visose tirtose balzaminiy tuopy pumpury istraukose.
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Rekomendacijos

Siekiant isskirti didesnj kiekj veikliyjy junginiy i§ augalinés Zzaliavos tikslinga naudoti
ekstrakcijos ultragarsu metodg, kuris yra trumpesnis ir efktyvesnis nei klasikiniai
ekstrahavimo metodai (maceracija).

Liofilizacija yra tinkamas metodas siekiant sukoncentruoti ekstrakcijos metu gautus
bioaktyviuosius junginius. Sukoncentruotos liofilizuotos balzaminiy tuopy pumpury
iStraukos, esanc¢ios milteliy formoje, gali biiti pritaikomos kiety farmaciniy formy gamyboje,
kaip veiklioji medziaga. Vystant tyrimus $ia kryptimi, rekomenduojama uztikrinti liofilizuoty
iStrauky stabiluma bei kokybés parametrus (drégmé, birumas, daleliy dydis).
Rekomenduojama plétoti balzaminiy tuopy pumpury cheminés sudéties tyrimus, siekiant
nustatyti didesnj spektrg biologiSkai aktyviy junginiy bei rekomenduojama pritaikyti Kitus
analitinius metodus, kurie tikty eteriniy aliejy nustatymui balzaminiy tuopy pumpury
zaliavoje.
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Zodinis prane§imas ir tezés tema ,,Tuopy pumpury ekstrakty technologija ir kokybés vertinimas*
paskelbtos tarptautinéje mokslingje konferencijoje ,,Zmogaus ir gamtos sauga 2019”.
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