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Santrauka

Augalingje zaliavoje gausu bioaktyviy junginiy, kurie pasiZymi teigiamomis savybémis sveikatai.
Pritaikius jvairius ekstrakcijos metodus galima atlikti $iy vertingy junginiy iSskyrima. VySniy
iSspaudos — Salutinis sul¢iy/vyno gamybos produktas. Didzioji jy dalis, kuri susidaro technologinio
proceso metu yra kompostuojama, panaudojama gyvuliy maistui, ar tiesiog iSmetama kaip atliekos.
Verta pabrézti, jog pritaikius skirtingus biorafinavimo metodus yra galimybé isskirti likusius
veikliuosius junginius (antocianinus, flavonoidus, fenolines riigstis ir kt.) ir panaudoti gaminant
pridétinés vertés produktus.

Sio darbo tikslas buvo sukurti vy$niy iSspaudy biorafinavimo j vertingas funkcines maisto
medziagas technologija, taikant superkrizinés (virSkrizinés) ekstrakcijos anglies dvideginiu ir
didelio slégio tirpikliais (ekstrakcijos suspaustais skysc¢iais) metodus. Nustatyti gauty frakcijy
sudét], antioksidacinj potencialg ir antocianiny kiekj.

Ekstraktai i§ vySniy iSspaudy frakcijy buvo isskirti tradiciniu (Soksleto) ir inovatyviais ekstrakcijos
metodais (superkrizine ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO;) ir ekstrakcija suspaustais
skysciais (ESS)), naudojant skirtingo poliSkumo tirpiklius. Pritaikius pavirSiaus atsako metoda
atliktas suspausty skysciy ekstrakcijos etanolio/vandens (70:30) miSiniu proceso parametry
(temperatiiros ir laiko) optimizavimas, kuriems esant gaunama didZiausia ekstrakto iSeiga bei
proantocianidiny kiekis.

Gauty ekstrakty antioksidacinis aktyvumas nustatytas ABTS™ radikalo blukinimo metodu ir
deguonies radikaly suriSimo geba (ORAC), o bendras fenoliniy junginiy kiekis jvertintas pagal
Folin-Ciocalteu metoda. Vys$niy i$spaudy ir kiety liekany po ekstrakcijy antioksidacinis aktyvumas
iSmatuotas, pritaikant Quencher procediira. Lipofiliniy ekstrakty riebaly ragsciy, lakiy aromato
junginiy sudétis istirta naudojant dujy chromatografijos metodus, o triacilgliceroliy kiekis nustatytas
taikant ultra efektyviaja skysciy chromatografija. Bendras karotinoidy (lipofiliniuose ekstraktuose)
ir proantocianidiny (poliniuose ekstraktuose) kiekis jvertintas spektrofotometriskai. Kokybiné ir
kiekybiné antocianiny analiz¢ atlikta taikant ultra efektyviaja skysciy chromatografija.
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Summary

Plant raw material is rich in bioactive compounds, which have positive health effects. These
compounds can be recovered by using different extraction methods. Processing of cherries for juice
production generates large amounts of by-products, which are called pomace. Currently, sour cherry
pomace are used very inneficiently, for instance by composting or by producing animal feed.
Moreover, large amounts of pomace are discarded as a waste causing environmental polution
problems. Considering that sour cherry pomace is a rich source of health benefitial polyphenols
including anthocyanins, flavonoids, phenolic acids, there is an urgent need of valorizing sour cherry
pomace for the recovery of high added value food grade ingredients. For this purpose, the
application of biorefining concept seems to be a preferable approach for developing effective
processes for recovery of various valuable substances from sour cherry pomace, which may serve as
functional ingredients the high value-added food products.

The aim of this work was to develop multistepbiorefining scheme for valorizing cherry pomace as a
source of valuable nutrients by using supercritical fluid and pressurized liquid extraction processes.
The objectives include evaluation of chemical composition, antioxidant properties and anthocyanins
content in different sour cherry pomace fractions.

Extracts from sour cherry pomace were isolated by different solvents using tradicional (Soxhlet)
and modern (supercritical fluid extraction with carbon dioxide and pressurized liquid extraction)
extraction techniques. Pressurized liquid extraction (ethanol/water; 70:30) parameters (temperature
and time) were optimized for obtaining the highest yields and proanthocyanidins content by using
Central Composite Design and Response Surface Methodology modelling. The sour cherry pomace
fractions obtained were evaluated by determining important compositional characteristics and their
antioxidant values.

Antioxidant potential of extracts was measured by ABTS™ scavenging, oxygen radical absorbance
capacity (ORAC) assays and total phenolic content, which was determined by Folin-Ciocalteu
method. Antioxidant capacity of solid substances was evaluated by Quencher method. Fatty acids
composition and volatiles compounds of lipophilic extracts were analyzed by gas chromatography
and triacylglycerols were determined by ultra high performance liquid chromatography. Total
carotenoids of lipophilic extract and proanthocyanidins of hydrophilic extracts determination were
evaluated by spectrophotometry. Quantitative and qualitative analysis of anthocyanins was
performed by ultra high performance liquid chromatography.
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Santrumpy ir terminy sgarasas
ABTS™ — 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfono riigities radikalas;
Azobis — 2,2'-azobis(2-metilpropionamidino) dihidrochloridase (AAPH);
BAA — bendras antioksidacinis aktyvumas;
BAK — bendras antocianiny kiekis;
BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis;
BKK — bendras karotinoidy kiekis;
CGE - cianidin-3-gliukozido ekvivalentas;
DCh — dujy chromatografija;
DCh-MS — dujy chromatografija — masiy spektrometrija;
ESS — ekstrakcija suspaustais skysciais (didelio slégio tirpikliais);
GRE — galo riigsties ekvivalentas;

ORAC - deguonies radikaly absorbcijos (suriS$imo) geba (angl. Oxygen Radical Absorbance
Capacity);

PAC — proantocianidinai;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate buffered saline solution);

RR — riebaly riigstis;

SKE-CO; — superkrizinés ekstrakcija anglies dvideginiu (vir§kriziné ekstrakcija);
SM — sausos medziagos;

SN — standartinis nuokrypis;

TE — trolokso ekvivalentas;

UESCh — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija;

v.d. — valgomoji dalis.



Ivadas

Maistas yra egzistencijos pagrindas, be kurio neiSgyventy nei vienas gyvas organizmas, todél
pagrindiné jo funkcija apriipinti organizma bitiniausiomis medziagomis. Siais laikais visuomeneé
vis daugiau démesio skiria savo sveikatai, tod¢l labai aktualu tampa imtis prevenciniy priemoniy,
siekiant iSvengti jvairiy ligy. Pastaruoju metu atlikta daug moksliniy tyrimy, susijusiy su sveika
mityba ir 1étiniy ligy prevencija. Gauti rezultatai parodé, kad pridétinés vertés funkcinis maistas be
pagrindinés savo funkcijos (suteikti visas butinas maistines medziagas gyvybei palaikyti) dar
suteikia ir papildoma nauda sveikatai, pagerindamas zmoniy savijautg ir/ar sumazindamas jvairiy
ligy susirgimy rizika.

Nustatyta, jog augalinéje zaliavoje gausu bioaktyviy junginiy, kurie turi ne tik teigiama poveikj
sveikatai, taciau kartu gali prisidéti gydant jvairias ligas. Norint iSskirti aukStos pridétinés vertés
produktus i§ augalinés Zaliavos taikomi jvairlis biorafinavimo procesai. Siomis dienomis
susiduriama su problema, jog did¢ja jvairiy Salutiniy zemés tkio ir maisto perdirbimo produkty
(atlieky), kurie panaudojami neefektyviai. Tod¢l pritaikius biorafinavimo metodus i§ pramonés
atlieky galima iSskirti bioaktyvias medziagas, pasizymincias teigiamu poveikiu sveikatai. [vairts
mokslininky atlikti tyrimai parodé, jog didesnis vaisiy, uogy bei darzoviy vartojimas sumazina
rizikg susirgti kai kuriomis Sirdies ir kraujagysliy ligomis, cukriniu diabetu ar onkologinémis
ligomis [1]. Si poveikj lemia didelé jvairové bioaktyviy junginiy randamy vaisiuose/uogose, ypaé
svarbiis fitocheminiai junginiai [2]. Fitocheminés medziagos veikia kaip nattraltis antioksidantai,
kurie naikina zalingg laisvyjy radikaly poveikj, slopina oksidacinius procesus [3].

Vienas i§ populiariausiy vaisiy Lietuvoje yra vySnia, kuri priskiriama er$kétiniy Seimos augalams.
Jos skirstomos j treSnes (Prunus avium) ir paprastasias vysnias (Prunus cerasus). Tresnés labiausiai
tinkamos valgyti $viezias, o vy$nios — puikiai tinka maisto pramonéje [4]. Siuose vaisiuose gausu
vitaminy, antocianiny ir kity fenoliniy junginiy, kurie siejami su teigiamu poveikiu Zzmogaus
sveikatai. Atlikti tyrimai parodé, kad reguliarus vy$niy vartojimas siejamas su subalansuota mityba
ir jvairiy ligy prevencija dél vaisiuose esancio didelio bioaktyviy junginiy kiekio [5].

Vysniy paklausa pasaulyje vis auga, todél atitinkamai didé¢ja pagaminamos produkcijos kiekis ir
sparciai pleciasi jy auginimo plotai. Paskutiniais duomenimis Sie vaisiai pasaulyje uZima daugiau
kaip 2 milijonus hektary Zemés ploto, o Europoje daugiau kaip 1 min. hektary zemés. Remiantis
FAOSTAT (angl. Food and Agriculture Organization of the United Nations) 2016 m. duomenimis,
Europoje pagaminama jvairiy vySniy produkty daugiau nei 8,5 milijony tony, i§ kuriy didziausiomis
gamintojomis laikomos: Rusija (230443 tony), Lenkija (194817 tony) ir Ukraina (156450 tony) [6].
Pagrindiniai produktai gaminami 1§ vySniy yra sultys, jvairiis dZzemai, alkoholiniai gérimai,
koncentratai, konservuoti vaisiai arba vySnios tiesiog uzsaldomos ar iSdziovinamos [7].

Vykdant jvairiy produkty gamybg gaunamas didelis kiekis Salutiniy gamybos produkty, kurie
dazniausiai panaudojami neefektyviai, kaip pavyzdziui, spaudZiant vySniy sultis gaunamas didelis
kiekis iSspaudy. ISspaudose ir kauliukuose neretai lieka didelis kiekis bioaktyviy junginiy ir kity
naudingy medziagy (pvz. skaiduly) [8]. Taciau dazniausiai §ie Salutiniai gamybos produktai
panaudojami gyviny paSarams, traSoms, kompostuojami arba tiesiog iSmetami. Tokie panaudojimo
btidai yra visai neracionaliis, todél biitina ieSkoti efektyvesniy. Pritaikant jvairius biorafinavimo
procesus i§ antriniy zaliavy iSskiriamos jvairios medziagos, kurios pasizymi teigiamomis
funkcijomis ir gali biiti panaudojamos kaip antioksidantai, antimikrobinés medziagos, maistinés
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skaidulos, dazikliai, tirStikliai jvairiy maisto ir ne maisto produkty gamyboje. Neretai 1§ tokiy
zaliavy gauti produktai pasiZymi ir sveikatg gerinan¢iomis savybémis dél savo sudéties.

Darbo tikslas — sukurti vy$niy iSspaudy biorafinavimo j vertingas funkcines maisto medziagas
technologijg, taikant superkrizinés (virSkrizinés) ekstrakcijos anglies dvideginiu ir ekstrakcijos
suspaustais skysciais metodus.

Uzdaviniai:

1. mechaniskai isfrakcionuoti susmulkintas vySniy iSspaudas, nustatyti daleliy pasiskirstyma
frakcijose ir nustatyti pagrindinius vy$niy i§spaudy frakcijy cheminés sudéties rodiklius;

2. i8skirti vySniy i$spaudy frakcijy lipofiliSkas medziagas taikant tradicinj ekstrakcijos
Soksleto aparate ir superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu SKE-CO, metodus.
Jvertinti SKE-CO, proceso kinetikg ir nustatyti gauty ekstrakty cheming¢ sudétj bei
antioksidacines savybes;

3. optimizuoti pagrindinius vySniy iSspaudy ekstrakcijos suspaustais skysciais rodiklius
(proceso trukme ir temperatiirg), taikant centriS$kai kompozicinj eksperimento plang ir atsako
pavirsiaus metodologija;

4. nustatyti optimaliomis salygomis gauty produkty sudétj ir antioksidacines savybes, nustatyti
ekstrakcijos liekany antioksidacing gebg ir jvertinti kiekvieno ekstrakcijos proceso
efektyvumag i$skiriant antioksidantus i§ zaliavos;

5. integruotai jvertinti vySniy iSspaudy biorafinavimo proceso efektyvuma pagal visus
eksperimento metu gautus rezultatus.
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1. Literaturos apZvalga
1.1. Vy$niy (Prunus cerasus) paplitimas ir jy panaudojimas pramonéje

Vysnia (Prunus cerasus) priklauso Cerasus pogenciui, Prunus genciai ir priskiriama Rosaceae
Seimai. Jos yra labiausiai paplitusios Europoje ir Azijoje. Paprastoji vySnia — nedidelis vaismedis
(zr. 1 pav.), uzaugantis iki 6 m aukscio su Sakninémis atzalomis. Laja plati, apvali, su trumpomis,
tvirtomis, j virSy augan¢iomis Sakomis. Ilgaiigliy galuose susikaupia daug trumpy tgliy, kurie biina
pliki, vy$ninés spalvos, su pilku apnaSu. Lapai placiai elipsiski arba atvirk$ciai kiauSiniski, 6-9 cm
ilgio, 3,5-6 cm plocio, standiis su smailiu galu. Lapo pakrastys pjiikliSkas arba dantytas, virSutiné
pusé tamsiai zalia, blizganti, apatiné lapo dalis — Sviesesné. Lapkotis 1-2,5 cm ilgio su liaukomis,
prielapiai siauri, nukrentantys. Ziedynas — skétinis, Ziedai susitelke po 2—4 Ziedelius, Ziedyny
apadioje yra mazi zali lapeliai. Ziedy pumpury Zvynai zydéjimo metu i$sidéste stadiai. Ziedai balti,
medingi, iki 2,5 cm ploio, turi nektaro. Ziedkodiai daZniausiai ilgi, bet gali bati ir trumpi.
Taurélapiai atsilenke, dantytu pakraS¢iu. Vainiklapiai iki 12 mm ilgio, balti, atvirksciai kiauSiniski.
Ziedo jgaubtas Ziedsostis. Piestelé viena, su laisva mezgine (nesuaugusia), séklapradziy 1-2.
Kuokeliy daug, jie prisegti prie ziedsos¢io krasto [9-11].

Prunus
cerasus

1 pav. Paprastoji vysnia (lot. Prunus cerasus) [12]

Vys$niy medziai yra priskiriami lapuociy grupei, kurie auga vietovése, kur vyrauja vidutinis
klimatas. Jie prisitaiko prie mety sezoniSkumo. Vis délto didziausig jtaka vySniy augimui turincios
klimato salygos yra temperatiira, krituliai ir véjas. Vaismedziy augimas prasideda atSilus orams po
Ziemos, todé¢l Siluma yra labai svarbi. Taip pat temperatiira gali turéti jtakos ir greitesniam medZiy
suzydéjimui. Taciau reikia paminéti, kad atlikti moksliniai tyrimai parodé, jog Prunus rasis labiau
reaguoja j atSilimo pokycius ir tai turi didesnj poveikj Zzydéjimo trukmei nei pati Siluma [13].
Vy$niy medziai zydi prie§ lapojimasi. Zievéje yra citrinos riigsties ir dazan¢ios medZiagos. Mediena
kieta, sunki, rusvai gelsva, naudojama baldy gamyboje [11, 14].

Vysniy veislés pasirinkimas priklauso nuo dirvozemio. VySnioms labiausiai tinkamas §viesus ir
gerai drékinamas dirvozemis, kurio pH turéty biti 5,5-7,5. Dirva papildomai pagerinta dumblu bty
geriausia vieta augti Siems vaismedziams. VySnios gali toleruoti priesmélj ar priemolj su saglyga,
kad bus gerai iSvystyta drenazo sistema. Drékinimas ypac svarbus augant vySnioms, nors zydéjimo
ir nokimo metu jis néra reikalingas. Siais etapais drégmés perteklius gali pakenkti vysniy vaisiy
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formavimuisi. Dél tokiy nepalankiy aplinkos salygy gali bati gaunamas mazesnis derlius ir/ar
atsirasti vaisiy pazeidimai (defektai) [5].

Vysniy nokinami vaisiai priskiriami kaulavaisiy grupei. Jie yra valgomi, sultingi, riigStaus skonio,
be vaskinio apnaSo, viduryje esantis kauliukas apvalios arba kiausiniskos formos. Kauliukas lygaus,
reciau rauksléto pavirSiaus, kartais su astria virSinéele. Kai vaisiai prisirpsta, rutuliskas kauliukas
sunkiai atsiskiria nuo minkstosios valgomosios dalies [10]. Dazniausiai vy$nios pagal nokinamus
vaisius skirstomos j tresnes (Prunus avium) ir paprastgsias vySnias (Prunus cerasus). Paprastosios
vySnios priskiriamos vienai i§ dviejy grupiy (angl. amarelles — amarena arba morellos — moreno),
atsizvelgiant ] odelés ir sul¢iy spalva bei nokinamy vaisiy formg. Amarenos vySnios paprastai biina
plokscios formos, odelés spalva Sviesiai raudona, jy sultys bespalvés. Moreno vaisiai — sferinés arba
Sirdinés formos, odelés ir suléiy spalva sodriai (tamsiai) raudona [5].

TreSnés tinkamiausios greitam suvartojimui, t.y. jos valgomos S§viezios, kai tuo tarpu vysnios —
puikiai tinka jvairiose maisto pramonés Sakose, konditerijos gaminiams, dzemy ir sulCiy
produktams gaminti [4]. Dazniausiai ir pla¢iausiai zinomi i$ vySniy gaminami produktai yra sultys,
dzemai, piuré, jvairlis koncentratai, alkoholiniai gérimai, neretai jos bina uzSaldomos,
konservuojamos ar iSdziovinamos jvairiais metodais (pvz. liofilizuojamos). Kiek reciau
panaudojamos marmelady, zelé ar konditerijos pramonés Sakose [7, 15-17]. Vysniy kauliukai taip
pat turi savo panaudojimo sritj. Jy aliejus gali biiti naudojamas muilo gamyboje [10], nors nustatyta,
kad kauliuky sudétyje yra amigdalino gliukozido, turin¢io ciano ragsties.

Vysniy sudétyje randama daug jvairiy bioaktyviy junginiy, kurie turi teigiamos jtakos sveikatai.
Vysniy perdirbimo metu licka nemazai atlieky, kurios vis dar panaudojamos neefektyviai [18].
Didziausia jy dalis gaunama po greito vySniy uzSaldymo, pasalinus kauliukus (angl. individual
quick frozen — IQF) ir sul¢iy spaudimo (20-30 % iSspaudy) (Zr. 2 pav.). Vaisiy Salutinius gamybos
produktus sudaro iSspaudos (odelé ir minkStoji dalis) ir/ar kauliukas. Taikant greita vySniy
uzSaldymo technologija kauliukai atskiriami, naudojant automatinius jrenginius, kai tuo tarpu sultys
dazniausiai spaudziamos presais, taip atskiriant ne tik kauliukus bet ir odeles bei kitas dalis.
Naudojant sul¢iy spaudimui $iuolaikiskg jrangg gaunama ne tik didesné sulCiy iSeiga, tadiau ir
nesutraiSkomi kauliukai [8].

Vaisiai savo sudétyje turintys bioaktyviy junginiy gali buti vartojami kaip prevencingé priemoneé
pries tokias ligas kaip Sirdies ir kraujagysliy, diabetg ir net vézj. Atlikti jvairiis moksliniai tyrimai
leidzia galvoti, jog §is poveikis atsiranda dél jvairiy maistiniy medziagy buvimo (t.y. maistiniy
skaiduly, vitaminy ir/ar fitocheminiy junginiy). Nustatyta, jog reguliarus vySniy vartojimas yra
siejamas su subalansuota mityba ir galimu teigiamu poveikiu sveikatai dél didelio bioaktyviy
junginiy kiekio [5].
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Antrin¢ Zaliava: kauliukai

Saldytos vy$nios panaudojant
individualy greity suSaldyma

Saldyti vy3niy vaisiai
(be kauliuky)

® /

3

Vysniy sultys
arba koncentratas

Vaisiy suléiy produkcija

Paprastoji vySnia

(Prunus cerasus L.)

Antring 7aliav;i§spaudos + kauliukai
2 pav. Vysniy pramoninio perdirbimo schema su susidaranciais Salutiniais gamybos produktais [19]
1.2. VyS$niy biocheminé sudétis
1.2.1. Vanduo

Vanduo yra pagrindiné vysniy sudedamoji dalis, kuri nokinimo metu tresnése ir vySniose sudaro
apie 80-83 % [5, 20].

1.2.2. Angliavandeniai

Angliavandeniai taip pat yra viena i§ pagrindiniy maistiniy medziagy vaisiuose (12,2-17,0 %) [5,
20, 21]. Maistinés skaidulos sudaro tik 1,3-2,1 % nuo bendro jy kiekio. Nors maistiniy skaiduly
kiekis néra didelis, taciau lyginant su kitais Prunus genties vaisiais, vySniose jy yra kur kas daugiau
[22]. Sausose i$spaudose didZiajg dalj sudaro skaidulos (71,44 %), kuriose randama lignino (69,4
%), celiuliozés (18,4 %), hemiceliuliozés (10,7 %) ir pektino (1,5 %) [23]. Remiantis atliktais
tyrimais krakmolas vySniose nenustatytas, taciau cukraus kiekis kinta nuo 11 iki 15 %. Cukraus
kiekj vaisiuose lemia ne tik veislé, bet ir klimato sglygos, auginimo biidas bei poskiepiai [24-26].
Priklausomai nuo veislés cukraus kiekis gali kisti nuo 8 iki 20 % [26-31]. Pagrindiné
angliavandeniy sudedamoji dalis — gliukoze, kurios randama nuo 6 iki 10 g/100 g Zaliavos. Kiek
maziau yra fruktozés, jos kiekis kinta nuo 4,6 iki 6,7 g/100 g zaliavos [5]. Nustatyta, jog vySniose
yra mazesnis kiekis gliukozeés ir fruktozés lyginant su treSnémis. Sorbitolio koncentracija kinta nuo
0,44 iki 4 g/100 g zaliavos, o sacharozés — nuo 0,05 iki 1,18 g/100 g zaliavos [32, 33]. Cukry
sudétis tiesiogiai susijusi su tirpiy kietyjy medziagy kiekiu, o tai yra vienas i§ svarbiausiy rodikliy,
lemianciy vartotojy pasirinkima [34, 35]. Nustatyta procentiskai, jog tresnése (15-19 %) ir vySniose
(14,4-23,1 %) tirpiy kietyjy medziagy israiska yra labai panasi [36].

1.2.3. Organinés riigstys

Vaisiy riigstingumas yra vienas i$ svarbiausiy priimtinumo rodikliy vartotojams. Tresnés (pH siekia
3,7-4,2) paprastai biina kiek saldesnés nei vySnios (pH kinta nuo 3,1 iki 3,6), nors pH kaip ir
titruojamasis ragstingumas (TR) gali skirtis priklausomai nuo veislés [5, 36, 37]. Titruojamas
rugsStingumas priesingai nei pH treSnése yra mazesnis ir kinta nuo 0,7 iki 0,9 % obuoliy riigsties, o

16



vysniose buna apie 1,2 % obuoliy rigsties, nors priklausomai nuo veislés gali pasiekti ir 1,9 %
obuoliy rugsties [36—38]. Pagrindinés organinés riigstys randamos vaisiuose yra obuoliy (600—900
mg/100 g zaliavos), citriny (4-50 mg/100 g zaliavos) ir gintaro (4 iki 38 mg/100 g zaliavos)
rugstys, kuriy kiekis kinta priklausomai nuo vysSniy veislés. Kitos organinés rugstys, kuriy kiekis
yra mazesnis nei 5 mg/100 g zaliavos, yra sikiminé, fumaro ir oksalo riigstys [5]. Santykis bendro
tirpiyjy medziagy kiekio ir titruojamojo rigstingumo (BTM/TR) parodo sunokimo indeksa.
Procentiné iSraiska BTM/TR (angl. total solube solids/total titratable acidity — TSS/TA) dazniausiai
naudojama jvertinti kada buvo nuimtas derlius. Paprastai BTM/TR santykis tresnése kinta nuo 20
iki 30 %, taciau kai kuriose veislése gali pasiekti ir 40 % vertg [5]. VySniose BTM/TR indeksas
paprastai biina mazesnis nei 16 %, nors priklausomai nuo veislés Sis rodiklis gali siekti ir 20 % [36—
38].

1.2.4. Baltymai

Baltymy kiekis vy$niose kinta nuo 0,8 iki 1,4 % [5, 20, 21], kuriose yra visos nepakei¢iamos amino
rugstys, taciau jy koncentracija yra labai maza, pavyzdziui, 5-10 mg metionino/100 g v.d., 32-46
mg lizino/100 g v.d [5]. Vaisiuose gausu asparto rugsties, kuri sudaro 57-62,3 % visy amino
rugsciy kiekio. Glutamo riig§ties randama labai mazai (0,04—0,08 % nuo visy esanciy amino ragsciy
kiekio). VySniose gausu melatonino, kuris veikia kaip reguliatorius (oksidacinis agentas) mieg0 —
pabudimo cikluose [5].

1.2.5. Riebalai

Vysniose yra labai mazai riebaly, nuo 0,2 iki 0,7 g/100 g v.d. So¢iy, mononesociy ir polinesociy
riebaly ragsc¢iy kiekis vysniose yra labai panasus [20]. Palmitino (C 16:0) ir stearino (C 18:0)
sociosios riebaly riigStys yra pagrindinés, o jy randamas kiekis aprasomas toks: palmatino 30-50
mg/100 g v.d. ir stearino 10-20 mg/100 g v.d. Didziaja dalj mononesociy riebaly rig§ciy vysniose
sudaro oleino rugstis (C 18:1, n-9), kurios koncentracija kinta nuo 10 iki 80 mg/100 g v.d.
Pagrindinés polinesoCios riebaly rigstys yra linolo ragstis (C 18:2 ¢9, cl2, n-6), kurios
koncentracija 25 mg/100 g v.d., ir a-linoleno ragstis (C18:3 c6, c12, c15, n-3), kurios koncentracija
50 mg/100 g v.d. Augaliniy steroliy kiekis apytiksliai siekia 12 mg/100 g v.d. Cholesterolis
vyS$niose nebuvo aptiktas [5, 20, 21].

1.2.6. Mineralai

Vysniose yra daug kalio (170-260 mg/100 g v.d.), todél jos laikomos geru Sio junginio Saltiniu [22].
Kity mineraly vy$niose yra maziau: fosforo — 15-18, kalcio — 13-20, magnio — 8-13, natrio — 1-8
mg/100 g. Vysniose taip pat yra mikroelementy — geleZies, mangano, vario, cinko, jodo ir seleno, juy
kiekis <1 mg/100 g v.d. [20, 21].

1.2.7. Vitaminai

Vysnios yra geras askorbo rigsties (vitamino C) Saltinis, kurios koncentracija siekia 6-10 mg/100 g
zaliavos [5, 20, 21]. Kity vandenyje tirpiy vitaminy kiekis vysSniose yra kur kas mazesnis. Niacino ir
pantoteno rugsties biina 0,15-0,40 mg/100 g v.d. Tiamino, riboflavino, piridoksino kiekis kinta nuo
0,02 iki 0,05 mg/100 g v.d., o folio riigStis ir biotinas randami tik mikro koncentracijomis.
Vitaminas E yra pagrindinis vyS$niose randamas vitaminas tirpus riebaluose, kurio koncentracija
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siekia 0,07-0,2 mg tokoferolio ekvivalenty/100 g v.d. Vitamino A koncentracija sickia 64 mg
retinolio aktyvumo ekvivalenty/100 g v.d. [5].

1.2.8. Fenoliniai junginiai

Vysnios yra laikomos puikiu fenoliniy ir polifenoliniy junginiy $altiniu. Sios medziagos — tai
antriniai metabolitai, kurie sintetinami augaly audiniuose fotosintezés metu. Fenoliniai ir
polifenoliniai junginiai turi jtakos augaliniy maisto produkty kokybei, kuri siejama su iSvaizda,
skoniu ir kvapu bei sveikatinimo savybéms [39]. Vaisiai, turintys daug bioaktyviy ar fitocheminiy
junginiy, gali sumazinti susirgimo rizikg jvairiomis degeneracinémis ligomis, pavyzdziui, véziu,
ateroskleroze, Sirdies ir kraujagysliy ligomis, kurias sukelia oksidacinis stresas [40, 41]. Taip pat
mazina artritinj bei uzdegiminj skausma [42, 43] ir apsaugo nuo neurodegeneraciniy ligy [44].
Atlikti moksliniai tyrimai parodé, kad fenoliniai junginiai yra biologiskai prieinami ir apsaugo nuo
oksidacinio streso bei laisvyjy radikaly neigiamo poveikio [3, 45]. Fitocheminiy junginiy,
prisidedanciy prie anksciau iSvardinty ligy prevencijos, sintez¢ augaluose pavaizduota 3 paveiksle.

Nokimo metu vysSniy zalia spalva kinta | raudona, o tai vyksta dél chlorofilo pigmento skilimo ir
polifenoliy kaupimo [46, 47]. Pagrindinés trys polifenoliniy junginiy grupés vyS$niose: antocianinai,
flavan-3-oliai ir hidroksicinamo ragstys [40]. Antocianinai yra vieni i$ pagrindiniy pigmenty, kurie
atsakingi uz rySkiai raudong, mélyng ir violeting vaisiy spalvg [48, 49]. Jie yra vandenyje tirpis
junginiai, suteikiantys vySnioms buidingg (raudong) odelés spalva. Atliekant tyrimus buvo pastebéta
teigiama koreliacija tarp odelés spalvos pokyc¢iy ir antocianiny kaupimosi bregstant vySniy vaisiams
[50-52]. Antocianinai turi didel¢ jtakg galutinei vaisiy kokybei, nes odelés spalva yra vienas i$
svarbiausiy vy$niy vaisiy kokybés rodikliy [34]. Cianidin-3-gliukozil-rutinozidas yra dominuojantis
antocianinas vysniose, jis yra triglikozidas, kai kity rii$iy vaisiuose antocianinai daugiausiai biina
monogliukozidinése formose. Kiti antocianinai randami vySniose yra cianidin-3-gliukozidas,
cianidin-3-rutinozidas, cianidin-3-soforozidas, peonidin-3-gliukozidas, malvinidin-3-gliukozidas,
delfinidin-3-gliukozidas, pelargonidin-3-gliukozidas, cianidin-3-arabinozilo rutinozidas, cianidin-3-
gentiobiozidas, peonidin-3-rutinozidas [19, 36, 53-55].

/ Cukrus

Gliukozé-6P Cukrus » Askorbatas

M— Tokoferoliai
Glikolizé Flavonoidai (antocianinai,

/ flavonoliai ir flavan-3-oliai)

FEP & Shikimate —Chorizmatas—p Fenil —p Fenil _, Taninai

‘ alaninas propanas Ligninas
Piruviné ragitis \4 Fenolinés rigstys
(neochlorogeniné ragstis ir
* p-kumaroilchinino ragstis)

Acetil-CoA —p Mevalonatas = IPF -+ GPF — Diterpenai

Steroidai Karotinoidai
(beta-karotinas, liuteinas, zeaksantinas)

3 pav. Augaly fitocheminiy junginiy sintezés schema lasteléje [46]

Vysnios yra geras proantocianidiny 3altinis. Sie junginiai susideda i§ oligomery arba polimery
flavan-3-olj sudaranciy vienety. Proantocianidinai turi viduting keturiy monomery vienety ilgio
granding. Proantocianidinai — tai didelj susidoméjimag keliantys junginiai, nes trumpos grandinés
proantocianidinai yra susij¢ su koronarinés Sirdies ligos prevencija [7]. Labiausiai dominuojantys,
taciau spalvai neturintys jtakos fenoliai yra neochlorogeno riigstis, chlorogeno riigstis, kvercetin-3-
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gliukozidas,  kvercetin-3-rutinozidas, kaempferol-3-rutinozidas, izorhamnetin-3-rutinozidas,
hidroksicinamo rigstys, kvercetinas, kaempferolis ir kt. [40, 53-56].

Visi Sie junginiai daugiau ar maziau lemia vysniy bei tre$niy antioksidacinj aktyvumg. Yra atlikta
daug jvairiy tyrimy kur nustatyta, kad vysnios yra puikus natiiraliy antioksidanty Saltinis [22, 40,
57, 58]. Nustatyta, jog bendras antioksidacinis aktyvumas — BAA (angl. total antioxidant activity)
kaip ir bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) paprastai biina didesnis vysniose nei tre$nése [59].
Polifenoliniy junginiy kiekis kaip ir daugelis kity rodikliy vySniose bei tresnése taip pat priklauso ir
nuo veislés (Zr. 1 lentelé) [44]. Lyginant anatomines dalis pastebima, kad didesnis BFJK yra vySniy
odelése nei kauliukuose [40].

1 lentelé. Bendras fenoliniy junginiy (BFJK) ir bendras antocianiny (BAK) kiekis skirtingose vysSniy veislése
[44, 60]

Veislé BFJK, BAK,
mg GRE/100 g §vieZiy vy$niy mg CGE/100 g SvieZiy vy$niy
treSnés Brooks 60,00 + 13,00 10,00 + 2,00
tre$Snés Newstar 75,00 + 14,00 20,00 + 5,00
treSnés Black Gold 92,00 + 12,00 30,00 £ 9,00
treSnés Hedelfingen 96,00 £+ 20,00 40,00 £ 7,00
tre$nés Regina 104,00 + 6,00 41,00+ 2,00
tresnés Hartland 147,00 + 19,00 76,00 + 12,00
tre$nés Cristalina 155,00 + 20,00 79,00 £ 5,00
vySnios Balaton 254,10 + 6,00 45,00 + 2,03
vy$nios Danube 162,00 + 1,00 65,00 + 3,00
vyS$nios Schattenmorelle 295,00 + 34,00 72,00 £ 6,00
vy$nios Sumadinka 312,00 £ 8,00 109,00 + 6,00

1.2.9. Lakieji aromato junginiai

Augaluose kaupiami riebalai ir eteriniai aromato aliejai. Riebalai susideda i§ glicerolio esteriy,
riebaly riigsciy (trigliceridy ar triacilgliceroliy), tuo tarpu eteriniai aliejai yra miSinys jvairios
cheminés prigimties lakiyjy ir organiniy junginiy: angliavandeniliy, alkoholiy, ketony, riigSciy,
esteriy, eteriy bei kity junginiy.

Vyraujantys lakieji aromato junginiai vySniose ir treSnése yra heksanalis, (E)-2-heksenalis
(vySniose), (Z)-3-heksenalis (treSnése), benzaldehidas, (E)-2-heksen-1-olis, 1-butanolis, 2-
feniletanolis, etil-2-metilbutanoatas, etil-oktanoatas ir benzilo alkoholis [5, 61]. Benzaldehidas ir 2-
heptanonas buvo identifikuoti kaip pagrindiniai vySniy lakieji junginiai, suteikiantys joms buidinga
aromatg [61].

1.3. VyS$niy bioaktyvieji junginiai

Sveikatai naudingi funkciniai junginiai randami ne tik vySniy valgomojoje dalyje, bet ir jy
iSspaudose ir kauliukuose, kurie po mechaninio apdorojimo yra laikomi, kaip Salutiniai produktai.
Vis délto, iki Siol jie néra pakankamai placiai panaudojami, nors bioaktyviy junginiy kiekis juose
aptinkamas gana didelis [18]. Paprastyjy vysniy iS§spaudose gausu fenoliniy junginiy, kai tuo tarpu
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i§ kauliuky branduoliy i$gaunama didelé aliejaus iSeiga. Siuose vys$niy Salutiniuose produktuose
esantys komponentai turi teigiama poveiki Zzmoniy sveikatai dél jy antioksidaciniy ir
priesuzdegiminiy savybiy [8].

1.3.1. Bioaktyvieji cheminiai junginiai vySniy iSspaudose — VI

Vysniy iSspaudas (VI) sudaro vysSniy odelé ir minkStoji dalis. Jos laikomos Salutiniu gamybos
produktu po sul¢iy spaudimo, alkoholiniy gérimy gamybos [8]. Dazniausiai VI naudojamos gyviiny
pasarams, degalams, kompostuojamos, reciau ekstrakty gamybai, kurie toliau panaudojami jvairiose
srityse [53].

Vysniy iSspudose gausu bioaktyviy komponenty bei fitocheminiy medziagy [62]. Polifenoliai
laikomi, kaip biologiskai aktyviis junginiai, kuriy biologinis efektyvumas yra laikomas didesniu uz
atskirus komponentus, tai gali biiti paaiSkinama dél jvairiy sgveiky, kurios daro papildomg poveikj
[63]. 4 paveiksle pavaizduoti fenoliniai junginiai, kurie randami vysniy iSspaudose. Nemazai
polifenoliniy junginiy vysniy i$spaudose sudaro antocianinai (cianidin-3-gliukozidas, cianidin-3-
soforozidas, cianidin-3-rutinozidas, peonidin-3-rutinozidas, cianidin-3-gliukozilo rutinozidas,
cianidin-3-ksilosilo rutinozidas), flavan-3-oliai ((+)-katechinas, (-)-epikatechinas), fenolinés rugstys
(vanilino rugstis (angl. vannilic acid), alyvy ragstis (angl. syringic acid), gentizo ragstis (angl.
gentisic acid), chlorogeno rtigstis, neochlorogeno riigstis, 3-p-kumarilchino rtgstis (angl. 3-p-
coumarylquinc acid), 3,5-dikafeoilchino rtgstis (angl. 3,5-dicaffeoylquinic acid)), flavonoliai
(kvercetin-3-rutinozidas, kvercetin-3-gliukozid-diramnosidas, kvercetin-3-galaktozidas,
izoramnetin-3-rutinozid-7-ramnosidas, kaempferolio-3-rutinozidas, izoramnetin-3-rutinozidas) [53,
64-66].

Nustatyta, kad $ie junginiai pasizymi antioksidaciniu aktyvumu, BFJK i§spaudose gautas 14,23 mg
GRE/g, 0 BAK — 0,41 mg CGE/g. Sie rezultatai rodo, kad apie 1,4 % VI (pagal svorj) sudaro
polifenoliniai junginiai, todé¢l pacios iSspaudos ar 1§ jy pagaminti produktai (pvz. ekstraktai) galéty
biti panaudoti jvairiy maisto produkty gamybai [67]. VI gali biti naudojamos uzkandZziams,
sausiems pusry¢iams, gérimy miSiniams, kepiniams, konditerijos gaminiams, jogurtams, gyviiny
maistui [17, 68, 69]. VI milteliai gali buti naudojami, kaip maistvaiséiai ir dazikliai. Didéjant
natiiraliy antioksidanty paklausai maisto pramonéje, tai padidina vysniy iSspaudy svarba, kaip
vertingg Zaliavg antioksidaciniu pozitriu [8].
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1.3.2. Bioaktyvieji cheminiai junginiai vy$niy kauliukuose — VK

Vysniy kauliukas susideda i$ dviejy daliy: luksto (75-80 %) ir branduolio (20-25 %) [70, 71].
Vysniy kauliukas sudaro 7—-15 % viso vaisiaus masés (svorio) [40, 70, 72]. Siuo metu jmonés
atsisako VK ir laiko juos atliekomis [8]. Nors kauliuky lukstai dazniausiai yra panaudojami kurui, 0
1§ branduoliy iSgaunamas aliejus, vis délto neretai Sie antriniai produktai yra tiesiog iSmetami.
Technologinio proceso metu aliejus iSskiriamas tokiu eiliSkumu: lukSto ir branduolio atskyrimas,
kaitinimas ir galiausiai atliekama ekstrakcija. Branduoliuose vidutini$kai sukaupiama 17-36 %
aliejaus, todél jie gali tapti aliejaus gavybos $altiniu [8]. VK galéty buti panaudojami, kaip baltymy,
maistiniy skaiduly, lipidy ar polifenoliniy junginiy Saltinis. Jau yra istirta keletas VK panaudojimo
sri¢ly, kurios labiausiai orientuojasi ] aliejaus iSgavimg ekstrakcijos biidu, uZpilda cemento
gamyboje, kurg $ildymui, trasas, terapinius produktus ar tradicinj tam tikry ligy gydyma [71, 73].

Nustatytas antioksidacinis aktyvumas vySniy kauliukuose jvairiais metodais (BFJK — 157 mg
GRE/100 g, ORAC — 978 umol TE/100 g) parodé, kad jie yra pakankamai aktyvis, taip pat
jvertintas ir BAK kiekis (0,8 mg CGE/100 g) [40]. Vysniy kauliuky fenoliniy junginiy sudétis
literattiroje pateikiama tokia: bendras katechino kiekis — 3,3 mg/100 g SM, bendras epikatechino
kiekis — 49,5 mg/100 g SM, bendras procianidiny kiekis — 22,5 mg/100 g, hidroksicinamo rgsciy
(angl. hydroxycinnamates) kiekis — 12,7 mg/100 g. Pagrindinés hidroksicinamo rugstys VK yra 3°-
p-kumarilchino ragstis (angl. coumaroylquinic acid — 18,5 %), chlorogeno rugstis (4,72 %),
neochlorogeno ragstis (3,49 %). Antocianiny grupés junginiai VK yra cianidin-3-soforozidas,
cianidin-3-rutinozidas ir pelargonidin-3-gliukozidas [19, 40].

Vysniy kauliuky branduolyje randama 7,2 % drégmés, 4,4 % peleny, 46,6 % angliavandeniy (i$
kuriy 30,25 % maistiniy skaiduly ir 2,91 % cukry) ir 29,3 % baltymy.
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D¢l didelio maistiniy skaiduly kiekio vySniy branduoliai galéty biiti panaudojami virSkinamojo
trakto tyrimams, siekiant pagerinti patj virskinimo procesg. Dominuojanti amino riigstis — glutamo
ragstis (27,96 % bendro baltymy kieko). Pagrindiniai mineralai jeinantys j branduoliy sudétj yra
kalis ir kalcis. Taip pat jy sudétyje yra vitaminy B;, B3, Bs, Bg, taciau nerasta vitamino By ir
askorbo riigSties (vitamino C). Branduoliy sudétyje yra jvairiy fenoliniy grupiy: flavonoidy,
antocianiny, stilbeny, katechiny, flavony, procianidiny tokiy kaip, resveratrolis, ramnetinas,
malvidinas, delfinidinas, pinokembrinas, naringeninas, kvercetinas, dihidrokvercetinas, peonidinas,
apigeninas, galo rugstis ir kt. BFJK branduolyje sieké 53,87 mg GRE/100 g [70, 72, 74, 75].

Aliejus, gaunamas iS vysSniy kauliuky branduoliy, yra praturtintas lipofiliniais bioaktyviais
junginiais, tokiais, kaip nepakeiCiamos riebaly rigstys, tokoferoliai, karotenoidai, steroliai,
tokochromanoliai (angl. tocochromanols) ir skvalenai. Skirtingos vysniy veislés gali turéti jtakos
Siy bioaktyviy junginiy kiekiui [76]. Branduoliy aliejy pagrinde sudaro nesoCios riebaly rtugstys
(NRR), socios riebaly rugstys sudaro maziau nei 10 % bendro riebaly riigsciy kiekio. Labiausiai
dominuojancios nesocCios riebaly riigstys yra oleino ir linolo, o soc¢ios — palmitino ir stearino.
Junginiy chemingés struktiiros, kurios yra randamos VK, pateikiamos 5 paveiksle. Kiti i§ branduoliy
aliejaus gauti analizés tyrimai pateikia tokius rezultatus: rugstiné verté — 1,45 mg kalio hidroksido
(KOH)/g aliejaus, peroksidy kiekis — 1,6 miliekv. deguonies/kg aliejaus, jodo kiekis — 122,5 g
jodo/100 g aliejaus, apmuilinimo verté — 193 mg KOH/g aliejaus [70-72, 76].

D¢l savo unikalios sudéties vySniy branduoliy aliejus turi didele¢ paklausg, nors dazniausiai
naudojamas muilo gamyboje [10]. Sis aliejus placiai galéty biti pritaikomas kosmetikos ir
farmacijos pramonés Sakose [8].
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5 pav. Bioaktyvieji junginiai randami vysniy kauliuky aliejuje [8]
1.4. Vy$niy Salutiniy produkty funkcinés savybés ir nauda sveikatai

Vys$niy antriniai produktai gali biti panaudojami kaip antioksidanty, antimikrobiniy medziagy,
maistiniy skaiduly Saltinis, dazikliai, tirStikliai ar kaip maistvais¢iai. VySniy sudétyje yra gausu
fenoliniy junginiy, kuriems biidingas biologinis aktyvumas. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad
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vysnios pasizymi antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis ir prieSvézinémis savybémis, o jy veikimo
mechanizmas yra apibendrintas 6 paveiksle [46].

1.4.1. Antioksidacinés savybés

Oksidaciné zala (oksidacinis stresas) dél laisvyjy radikaly veiklos sukelia struktiirinius ir funkcinius
lasteliy makromolekuliy pokyCius ir yra susijusi su létiniy ligy molekuliniais mechanizmais.
Remiantis atliktais moksliniais tyrimais, vySniose randamos bioaktyvios medziagos (sudarytos i$
fitocheminiy junginiy) ir antioksidantai [46]. Pastarieji gali suardyti arba neutralizuoti laisvuosius
radikalus.

Vysniy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo geba buvo analizuojama jvairiomis metodologijomis.
Naudojant ORAC in vitro tyrimg buvo nustatyta, kad antioksidacinis aktyvumas kinta nuo 1,145 iki
1,916 pmol TE/100 g vysSniy [77]. Bitina paminéti, kad didesnés antioksidacinés gebos vertés
randamos vysniose lyginant su kitais vaisiais, tokiais kaip obuoliai ar Kiviai.

Vysniy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo tyriné¢jamas ir skirtingose biologinése sistemose.
Tarp tirty antocianiny, cianidin-3-gliukozidas parodé stipresnj antioksidacinj aktyvuma nei Kkiti.
Naudojant liposomas, kaip membranos modelj, antocianinai, cianidinai ir hidroksicinamo riigstys,
iSgauti 1§ vySniy ar treSniy, buvo daug aktyvesni lyginant su kitomis uogomis (gervuogémis,
raudonosiomis avietémis, mélynémis ir braskémis) [78-80].

Vysnios taip pat parodé antioksidacinj poveikj ir in vivo sistemose. Atlikti moksliniai tyrimai su
gyviinais, kurie buvo Seriami (girdomi) vysniy sultimis, parodé antioksidaciniy fermenty SOD
(kepenyse, kraujyje) ir Gpx (kepenyse) aktyvumo padidé¢jima, o lipidy peroksidacijos fermenty —
sumazéjima [81].

1 makromolekulin T antioksidacinis fermentu T plazmos
biomarkenu aktyvumas kraujyje ir audiniuose antioksidacinis

oksidaciné zala (30D, Gpx) aktyvumas

| antioksidacinis
| stresas |
Vyinios — — . .
praturtintos T fenoliniuy junginiu | chroniskos ligos
fenoliniais * kiekis kraujyje ir (firdies ir kraujagysliu ligos,
junginiais audiniuose véFys, nutukimas)

| . | uzdegimas I

1 kraujo serumo CEB

6 pav. Apsauginiai efektai, kuriuos sukelia fenoliniai junginiai, ir jy poveikis chroniskoms ligoms [46]
(1 — padidéjimas, | — sumazéjimas)
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1.4.2. PrieSuzdegiminés savybés

Vysnios pasizymi prieSuzdegiminémis savybémis. Yra atlikta nemazai tyrimy, kuriuose vySniy
vartojimas slopino priesuzdegiminj poveikj. Kraujo serumo C reaktyvusis baltymas (CRB) — tai
vienas i§ svarbiausiy rodikliy, kuris parodo uzdegimo atsiradima. CRB taip pat yra svarbus Sirdies ir
kraujagysliy ligy rizikos veiksnys. Plazmoje CRB sumaZzéjimas po vysniy vartojimo rodo, kad
uzdegimas maz¢ja, tai gali taip pat turéti jtakos mazinant $irdies ir kraujagysliy ligy rizika [82, 83].

Nutukimas yra susij¢s su uzdegimo daromu poveikiu. Atliekant mokslinius tyrimus su gyviinais
jrodyta, kad praturtinant dietg vySniomis, sumazéjo plazmos ir audiniy uzdegimas. Tokios dietos
laikymasis 90 dieny zymiai sumazino uzdegiminiy procesy lygi plazmoje ir branduolio kapa
aktyvumg. Vartojant vySnias padaugéja peroksisomy proliferatoriy suaktyvinty receptoriy — PPAR
(angl. peroxisome proliferator-activated receptors) pilvo riebaluose ir kepeny audiniuose [84, 85].

1.4.3. PrieSvézinés savybés

Vysnios taip pat pasizymi prieSvézinémis savybémis. Tyrimai in Vitro su antocianinais, i$skirtais i$
Siy vaisiy, parodé, kad jie gali sumazinti Zmogaus gaubtinés zarnos véziniy lasteliy proliferacija.
Vysniy ekstrakto vartojimas (375-3000 mg/kg dietoje) sumazino augliy vystymasi, atliekant
eksperimentg su pelémis, serganc¢iomis APC(Min) gaubtinés Zarnos véziu [41, 86].

Prevencija prie§ vézio, Sirdies ir kraujagysliy ligas bei nutukima yra labai naudinga zmogaus
organizmui. Ji yra susijusi su bioaktyviais junginiais, esanciais vaisiuose. Reik§mingas biomarkeriy
(uzdegimo ir/ar oksidacinio streso) sumazéjimas, kurj lemia vysniy ir jy produkty vartojimas, gali
prisidéti valdant jvairius sveikatos sutrikimus bei sumazinti rizika susirgti Sirdies ir kraujagysliy bei
létinémis ligomis. VySniose randamas didelis Kiekis fitocheminiy junginiy, kurie priklauso ne tik
nuo genetiniy faktoriy, aplinkos veiksniy, bet ir nuo technologinio proceso naudojamo joms
apdoroti. Pritaikius jvairias auginimo technologijas, kurios leidzia padidinti vaisiy maisting verte,
apsaugoti nuo defekty (jplySimy bei jtrukimy), atidéti minkstéjimo procesa, tokiais atvejais derliy
biuty galima nuimti jam pilnai subrendus, kuomet yra sukaupiamas didZiausias fitocheminiy
junginiy kiekis [46].

1.5. Veikliyjy junginiy iSskyrimo metodai

Pastaraisiais deSimtmeciais buvo sukurta daug naujy metody bioaktyviy junginiy analizei atlikti.
Taciau prie§ bet kokj kokybinj ar kiekybinj Zaliavos jvertinimg bitina i§gryninti — iSekstrahuoti
skirtingus veikliuosius junginius i$ medziagos kietosios matricos [87]. Ekstrakcija yra labai svarbus
procesas, po kurio gauti koncentruoti ekstraktai yra panaudojami tolimesniuose tyrimy etapuose
[88]. Isskiriama labai daug ekstrakcijos metody, taciau vieno standarto néra. Dél Sios prieZasties,
bitina gerai zinoti zaliavos charakteristikas ir pasirinkti palankiausig ekstrakcijos biuida, tam, kad
biity gauta kuo didesné iSeiga ir pasiektas didziausias proceso efektyvumas [89].

Tradiciniu ekstrakcijos metodu laikoma Soksleto ekstrakcija. Sio metodo esmé — panaudojant
Silumg iSekstrahuoti junginius skirtingais tirpikliais. Soksleto ekstrakcija yra naudojama daugelj
mety, taciau $is buidas reikalauja daug laiko ir pakankamai didelio tirpiklio kiekio.

Bioaktyvios medziagos i§ augalinés Zaliavos yra ekstrahuojamos pritaikant inovatyvius (modernius)
ekstrakcijos metodus, tokius kaip superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO,) bei
ekstrakcija suspaustais skysciais (ESS, angl. pressurized liquid extraction). Naudojant Siuos
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metodus yra sutrumpinamas ekstrakcijos laikas, sumazinamos tirpiklio sanaudos, padidinama iSeiga
bei pagerinama ekstrakto kokybé [88].

1.5.1. Soksleto ekstrakcija

1879 m. mokslininkas Soksletas sukiiré nauja ekstrakcijos sistemg, kuri pirmiausiai buvo
naudojama lipidy frakcijos iSskyrimui, taciau Siais laikais Sis metodas yra naudojamas jvairiy
junginiy iSgavimui [90].

Naudojant Soksleto ekstrakcijg veikliyjy junginiy iSgavimas priklauso nuo tirpiklio pasirinkimo,
kuris lemia ekstrakto iSeigg bei veikliyjy medziagy sudétj [91]. Placiausiai naudojamas tirpiklis yra
heksanas. Heksanas yra nepolinis tirpiklis, kurio virimo temperatira 68-72 °C. Sis tirpiklis
pasizymi geromis aliejaus iSgavimo savybémis i§ augalinés zaliavos. Taciau heksanas, kuris
naudojamas ekstrakcijose, yra priskiriamas prie aplinkos uzterStumg didinanc¢iy medziagy.
Alternatyvis tirpikliai, kurie bty netoksiski, pigts, lengvai utilizuojami, saugts aplinkai ir
sveikatai yra izopropanolis, etanolis, vanduo [92]. Vis délto naudojant alternatyvius tirpiklius gali
biiti pastebétas ekstrakty iSeigos sumazéjimas, nes sumaze¢ja molekulinis giminingumas tarp
tirpiklio ir ekstrahuojamo objekto. Taip pat Sie ekstrahentai (tirpikliai) gali biiti brangesni
komercingje rinkoje. Siekiant padidinti ekstrakto iSeigg yra naudojami tirpikliy miSiniai, tokiu badu
padidinamas skystos fazés poliariskumas [93]. Soksleto ekstrakcijos efektyvumas priklauso nuo
zaliavinés matricos ir daleliy dydzio. Esant smulkioms daleléms did¢ja ekstrahuojamos Zzaliavos
pavirSiaus plotas ir taip pasickiama didesné iSeiga [94].

Soksleto ekstrakcijos veikimo principas: ekstrahuojama medziaga dedama } ekstraktoriy ir
palaipsniui uzpildoma tirpikliu. Kai tirpiklis pasiekia perpildymo lygj, tirpiklis per sifong patenka
atgal | distiliavimo kolbg kartu su iSekstrahuotais junginiais. ISgryninti junginiai nuo tirpiklio yra
atskiriami distiliavimo buidu ir ekstrakcijos tirpiklis vél yra kaupiamas ekstraktoriuje, $i operacija
kartojama tol, kol pasibaigia ekstrakcijos procesas [90]. Soksleto aparatas pateikiamas 7 paveiksle.

Soksleto ekstrakcijos privalumai: 1) pigus metodas, 2) galima atlikti su paprasta jranga ir yra
lengvai automatizuojamas, 3) tirpiklis gali buti pakartotinai panaudojamas.

Soksleto ekstrakcijos trikumai: 1) mazas selektyvumas, 2) mazas ekstrahavimo efektyvumas, 3)
lieka didelis tirpiklio kiekis, kurj reikia nugarinti, 4) ilga ekstrakcijos trukme, 5) didzigjg laiko dalj,
ekstrakcija vyksta tirpiklio virimo taske, tai lemia Silumines skilimo reakcijas, 6) naudojami
tirpikliai gali prisidéti prie aplinkos tarSos [87].
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7 pav. Soksleto aparatiira [90]
1.5.2. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-COy)

Superkriziné ekstrakcija (virSkriziné) — tai atskyrimo procesas, kurio metu veikliosios medZziagos
yra istirpinamos skystyje, kuris gali keisti savo tirpinimo galig pagal specialias salygas virSijancias
jo kriting temperatiirg ir slégj [95].

Superkrizinés ekstrakcijos (SKE) metodu yra i§gaunamos bioaktyvios medziagos i§ kietos matricos.
SKE naudoja unikalias superkriziniy skys¢iy savybes siekiant palengvinti veikliyjy medziagy
1Sekstrahavimg 1§ kietos matricos. Superkrizinis skystis yra medZiaga, kuri virSija kriting
temperattirg ir slégj. Tokiu biidu superkrizinis skystis (ekstrahentas) pasiZymi geromis tirpinimo
savybémis [88]. Kritiné temperatiira — tai auk$Ciausia temperatiiros verté, kuriai esant dujos gali
pereiti | skys€iy faze, kai padidinamas slégis. Kritinis slégis — tai didZiausia slégio verte, kuriai
esant skystis gali pereiti | dujing faze, kai pakeliama temperatiira. Esant tokioms salygoms
superkriziniai skysciai yra tarp dujy ir skysCiy biiseny. Tai yra dél to, kad superkrizinio skyscio
tankis yra panaSus | skysCiy, o klampumas j dujy, tad superkrizinio skysc¢io difuzija yra tarpinéje
biisenoje. Skyscio superkriziné charakteristika apibréziama kaip biisena, kurioje skystis ir dujos yra
neatskirti vienas nuo kito arba kaip buisena, kurioje skystis yra suspaudziamas [96].

Medziagos faziy diagrama pavaizduota 8 paveiksle, kurioje taSkas K — kritinis taskas. Kai
temperatiira yra aukStesné uz kriting temperatiirg, tuomet didinant slégio verte dujos nebeskysteja,
bet yra suspaudziamos ] superkrizinj skystj. Kritinis taSkas (K) yra specifinis parametras kiekvienai
konkreciai tirpiklio medZiagai. Tirpikliy kritinés savybés pateikiamos 2 lenteléje.
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2 lentelé. Tirpikliy, kurie naudojami SKE, kritiniy parametry charakteristikos [97]

Tirpiklis Kritiné temperatira, Kritinis slégis, Kritinis n;olinis tiris,
°C MPa cm®/mol
Amoniakas 133,25 11,35 72,50
Anglies dioksidas 31,95 7,37 94,10
Dimetil eteris 127,95 5,27 171,00
Etanas 33,15 4,87 145,50
Etilenas 10,15 5,04 131,00
Metanolis 240,45 8,09 118,00
n—heksanas 235,35 3,02 368,00
Propanas 97,65 4,25 200,00
Vanduo 374,95 22,06 55,90
Ksenonas 17,95 5,80 118,00

Nors kritinése sglygose gali biiti naudojami jvairiis tirpikliai, anglies dioksidas yra vienas i$
dazniausiai naudojamy [98]. Sios dujos superkrizinéje biisenoje pasizymi Zema kritine temperatiira
ir slégiu (temperatira — 31,95 °C, slégis — 7,37 MPa) [97]. Anglies dioksidas kambario
temperatiiroje yra dujy fazéje, todél pasibaigus ekstrakcijos procesui ir sistemoje sumazéjus slégiui,
dujos pasalinamos i$ sistemos, o gautas ekstraktas neturi tirpiklio lieckany [96]. Anglies dvideginis
yra netoksiskas, nedegus ir vykdant SKE-CO, reikalauja minimalaus kiekio. Pats ekstrakcijos
procesas greitas, selektyvus, nereikalauja papildomo valymo ir gali biiti vykdomas su nedideliu
bandinio kiekiu. SKE-CO; tinka lakiy, Silumai labiliy ir lipofiliniy junginiy ekstrakcijai [87]. Vis
delto superkrizinis CO; pasiZymi maZzu poliSkumu, tai reiSkia, yra maZiau veiksmingas iSekstrahuoti
didesnio poliskumo junginius i$ natiiraliy $altiniy [96]. Superkrizinis anglies dioksidas yra linkgs
selektyviai ekstrahuoti mazesnio poliSkumo junginiy grupes, tokias kaip lipidai, cholesterolis,
aldehidai, eteriai, esteriai ir ketonai. Polinés junginiy grupés yra palyginti netirpios superkriziniame
COg, pavyzdziui hidroksilas, karboksilas, cukrai, polisacharidai, amino ragstys, baltymai, fosfatidai,
glikozidai, neorganinés druskos [95].

Norint padidinti CO; poliskuma, dazniausiai yra naudojami modifikatoriai. Modifikatoriai — tai
didelio poliSkumo tirpikliai, kurie gali sukelti esminius superkrizinio skysc¢io pokycius. [vedant j
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sistemg nedidelj modifikatoriaus kiekj (1-10 %) padidinamas anglies dioksido poliskumas [96].
Cheminiais modifikatoriais gali btti metanolis, etanolis, acetonitrilas, acetonas, vanduo, etilo eteris
ir dichlormetanas. Dazniausiai naudojamas modifikatorius — metanolis, nes jis efektyviausiai
padidina anglies dioksido poliSkumg. Metanolis su anglies dvideginiu maiSomas iki 20 %. Vis
délto, naudojant metanolj kaip cheminj modifikatoriy, privaloma padidinti ekstrakcijos proceso
temperatiirg, kad biity pasiekta superkriziné busena, o tai gali turéti jtakos termolabiliems
junginiams. Dél metanolio daromo neigiamo poveikio, vis dazniau pasirenkamas etanolis, kuris yra
saugesnis, dél mazesnio toksiskumo [91].

Ekstrakcijos procesa lemia daugelis veiksniy, tai ne tik prie$ tai aptarti: superkriziniai tirpikliai,
cheminiai modifikatoriai, temperatiira bei slégis, bet ir kiti rodikliai, tokie kaip bandinio savybés ir
ekstrakcijos parametrai. Pradinis augalinés zaliavos paruosimas (vandens kiekis bandinyje, daleliy
dydis ir kt.) taip pat labai svarbus veiksnys ekstrakcijos efektyvumui uztikrinti. Pavyzdziui, kuo
smulkiau sumaltas bandinys, tuo didesnés ekstrakcijos iSeigos galima tikétis. Taip pat didele jtaka
ekstrakcijos procesui turi SKE-CO, srautas bei pats ekstrakcijos laikas [98].

Superkrizinés ekstrakcijos sistemg sudaro: 1) siurblys, skirtas suspausty CO, dujy padavimui j
sistemg, 2) celé, kurioje patalpinama augaliné zaliava (bandinys), 3) slégj ir temperatiirg
palaikancios sistemos dalys bei 4) ekstrakto surinkimo indai. Ekstrakcijos tirpiklis (CO2) yra
paduodamas j Sildymo zona, kurioje dujos pasiekia superkrizinias salygas (tampa superkriziniu
skys¢iu), tuomet skystis pereina j ekstrahavimo indg — cele. Celéje superkrizinis tirpiklis pasiskirsto
kietojoje matricoje ir iStirpina Zaliavoje esancias bioaktyvias medZziagas. IS celés iStirpe junginiai su
tirpikliu patenka j separatoriy, kur yra atskiriami. Ekstraktas yra surenkamas j specialius surinkimo
indus, 0 CO; dujos gali buiti atauSinamos, suspaudZiamos ir panaudojamos perdirbimui, arba
i§leidZiamos ] aplinkg (atmosferg) [99]. SKE-CO, veikimo schema pateikiama 9 paveiksle.
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9 pav. SKE-CO, ekstraktoriaus schema [99]

Pagrindiniai SKE privalumai: 1) aplinkai palanki ekstrakcija, nes tirpikliai naudojami labai maZais
kiekiais, 2) superkriziniy skys¢iy selektyvumas yra didesnis nei jprasty tirpikliy ir jo
charakteristikas galima kontroliuoti reguliuojant slégj ir/arba temperatiirg, 3) ekstrakcijos laikas
trumpas palyginus su tradiciniais metodais, 4) superkriziniy skysc¢iy difuzija vyksta daug greiciau,
todél ekstrakcija yra efektyvesné, 5) superkriziniy tirpikliy pavir§iaus jtempimas ir klampumas yra
mazesnis nei jprasty skysciy, todél tirpiklis gali prasiskverbti | mazas kietosios matricos poras,
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kuriy jprasti skysc¢iai nepasiekty. Superkriziniai skysciai yra 6) pigiis, 7) inertiski ir 8) netoksiski.
Pagrindiniai triikumai, jog dauguma superkriziniy skysC¢iy yra nepoliniai tirpikliai, o jrangos
eksploatacija brangi [99].

1.5.3. Ekstrakcija suspaustais skysciais (ESS)

Ekstrakcija suspaustais skysciais (didelio slégio tirpikliais) atlickama ekstrahuojant kietg matrica su
jvairiais tirpikliais, auks$tesnéje temperatiiroje (50-200 °C) ir didesniame slégyje (10-15 MPa) [91].
Ekstrakcijos suspaustais skysciais (ESS) veikimo schema pavaizduota 10 paveiksle.

Ekstrakcijos suspaustais skysciais metu Slégis palaikomas tam, kad tirpiklis iSlaikyty savo skysta
bliseng esant aukStai temperatiirai. Taciau tirpiklio temperatiira ekstrakcijos metu nepasiekia
kritinés vertés. Padidéjusi temperatira padidina difuzijos procesa, dél tos priezasties pagreitéja
ekstrakcijos kinetika [91]. D¢l auksto slégio tirpikliai yra iSlaikomi skystoje biisenoje, tokiu badu
uztikrinant saugig ir greita ekstrakcijg. Padidintas slégis taip pat leidzia greiCiau uzpildyti
ekstrakcijos celg tirpikliu ir lengviau prasiskverbti j kietosios matricos poras [91]. ESS metodas
reikalauja mazo tirpikliy kiekio dél aukSto slégio ir temperatiiros derinimo tarpusavyje, kas lemia
greitesnj ekstrahavima. Aukstesné ekstrakcijos temperatiira gali paskatinti didesnj veikliyjy junginiy
tirpuma ir masés perdavimo greitj, taip pat sumazinti tirpiklio klampumg ir pavirSiaus jtempima.
Sios charakteristikos taip pat pagreitina ESS procesa [100].

ESS tinka poliniy junginiy i$gryninimui, taip pat galima ekstrahuoti termostabilius organinius
terSalus i$ jvairiy matricy [91].

Ekstrakcijos suspaustais skys¢iais privalumai: 1) ESS laikoma kaip papildomas metodas po
superkrizinés ekstrakcijos su CO,, norint iSekstrahuoti likusius polinius junginius. 2) Lyginant ESS

su tradiciniu Soksleto metodu, pastebimos sumazéjusios tirpiklio sgnaudos bei ekstrakcijos trukmé
[91].
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10 pav. ESS veikimo schema [101]
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1.6. Procesy optimizavimas

Box ir Wilson (1951) pirmieji pasitlé pavirSiaus atsako metodg eksperimenty optimizavimui.
Pavirdiaus atsako metodas susideda i§ skirtingy techniky — matematinés ir statistinés. Sis metodas
apibuidina rysj tarp keliy nepriklausomy kintamyjy ir vieno ar daugiau atsako veiksniy. PavirSiaus
atsako metodas grindziamas matematinio modelio pritaikymu eksperimentiniams duomenims, kuris
yra gautas atlikus eksperimentinj projektavimg. Eksperimentinis projektavimas naudojamas siekiant
pagerinti procesy efektyvumg. Kitaip sakant, procesy optimizavimas atlickamas tam, kad buty
gaunama maksimali atsako verté (pvz. iSeiga). Pagrindiné eksperimento projektavimo uzduotis yra
tuo paciu metu diversifikuoti visus reikSmingus parametrus per nustatytus eksperimentus ir tuomet
apjungti rezultatus kartu su matematiniu modeliu. Sis matematinis modelis gali biti panaudojamas
optimizavimui, prognozéms ar interpretavimui. Procesy optimizavimas pagerina proceso
efektyvumg, sumazina kintamyjy skaiciy jame bei yra atsizvelgiama tik j svarbiausius veiksnius.
Optimizavimas taip pat sumazina eksploatacijos iSlaidas ir eksperimentinj laikg [102].

Procesy optimizavimui naudojant pavirSiaus atsako metodg yra iSskiriami S$eSi etapai: 1)
nepriklausomy kintamyjy parinkimas ir galimi atsako veiksniai, 2) eksperimentinio modelio
(strategijos) parikimas, 3) eksperimenty atlikimas ir rezultaty gavimas, 4) modelio lygties
pritaikymas eksperimentiniams duomenims, 5) atsako grafinis pateikimas ir modelio (ANOVA)
tikrinimas, 6) optimaliy saglygy nustatymas [102, 103].

Eksperimentinis modelis pasirenkamas pagal eksperimento taskus, kuriuose atsakas turéty biti

jvertintas. Populiariausi skirtingi projektavimo modeliai pagal pavirSiaus atsako metodg pavaizduoti
11 paveiksle [102].

Pavirsiaus atsako metodas
Eksperimento modelis
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11 pav. Pagrindiniai eksperimenty planavimo modeliai naudojant pavir§iaus atsako metoda [102]

Paprasciausias pavirSiaus atsako metodo modelis gali biiti apibiidinamas linijine priklausomybe ir
yra iSreiSkiamas pagal lygtj (1):

y=Bo X1 Bix; + € (1)

Cia: k — kintamujy skaiius, fo — pastovi konstanta (narys); i — linijiniai parametro koeficientai
(regresijos koeficientai); x; — nepriklausomi kintamieji; ¢ — eksperimentinés klaidos narys.
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Siekiant nustatyti kritinj eksperimento taSkg yra naudojama antrojo laipsnio polinominé lygtis (2)
[104]:

2
y =B+ I Bix + 2y xPBii; Ifg’gj Bijxix; + € 2)

Cia: B — kvadratiniai parametro koeficientai (regresijos koeficientai); x; — nepriklausomi
kintamieji; k — kintamyjy skaicius.

Centriskai kompozicinis eksperimenty planavimas yra daznai naudojamas pavirSiaus atsako metodo
bidas. Si optimizavimo forma pla¢iai naudojama jvairiuose moksliniuose tyrimuose, nes suteikia
daug informacijos apie kintamyjy jtakg optimizuojamam procesui. CentriSkai kompozicinj
planavimo modelj sudaro Sios dalys: 1) pilnas faktorinis arba dalinis faktorinis dizainas
(strategija/modelis), 2) papildomas modelis, kuriame eksperimentiniai taskai yra atstumu a nuo
centro, ir 3) centrinis taSkas [103]. Centriskai kompozicinis modelis skirtas dviejy (a) ir trijy (b)
kintamyjy optimizavimui pateikiamas 12 paveiksle.
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12 pav. Centriskai kompozicinis modelis

(+) faktinio projektavimo taskai, () aSiniai taskai, (¢) centrinis taskas [103]

Centriskai kompozicinis eksperimenty modelis suteikia daug informacijos bei reikalauja mazesnio
eksperimenty skaidiaus, jis taip pat uztikrina aukstos kokybés procesy prognozes. Sis metodas
apima visg faktorinj arba dalinj faktorinj projektavima dviem lygiais, centriniai taskai, atitinka
vidutin] faktoriy lygj ir aSiniai taSkai, kurie priklauso nuo konkre€iy norimo dizaino ir susijusiy
parametry skaiCiaus savybiy. Priklausomai nuo to, kur yra aSiniai taskai, centriSkai kompozicinis
planas gali bati suskirstytas j tris tipus: 1) apribotas, 2) apibréztas ir 3) centriskai orientuotas [102].

Centriskai kompozicinis modelis pasizymi tokiomis savybémis [103]:

1. Eksperimento numeris apskai¢iuojamas pagal lygtj (3):

N =k*+2k +c, (3)
Cia: k — faktoriaus skaicius; C, — centrinio tasko kartotinis skai¢ius.

2. Specifinis papildomy eksperimentiniy tasky atstumas (a) priklauso nuo kintamyjy skaiciaus ir
yra apskaiciuojamas pagal lygti (4):

a = 2k-p)/4 (4)

Cia: dviem kintamiesiems a = 1.41; trims kintamiesiems a = 1.68; keturiems kintamiesiems a =
2.00.

3. Visi kintamieji uzkoduojami penkiais lygiais (-a, -1, 0, +1, +a.).
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Centriskai kompozicinis modelis taikomas daugelyje mokslinés analizés atlieckamose procesuose,
nes tai yra patikimas atrankos ir optimizavimo biidas. Sis modelis padeda optimizuoti biologiskai
aktyviy junginiy ekstrakcija, kad biity pasiektos didesnés iSeigos arba optimalios vertés skirtingo
poveikio aktyvavime (pvz. prie$vézinis, antimikrobinis, antibakterinis, prieSuzdegiminis).

Dispersiné analizé (ANOVA) atliekama siekiant nustatyti individualy linijinj, kvadratinj ir sgveikos
regresijos koeficienta, naudojant Design Expert programa. Pagal regresijos koeficienta (R?)
nustatomas polinominés lygties tinkamumas. PavirSiaus atsako grafikai generuojami naudojant
programing jrangg [104].
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2. Tyrimo objektas ir metodai
2.1.VySniy iSspaudos

Tyrimams buvo pasirinktos vysniy (Prunus cerasus) iSspaudos gautos iS AB ,,Anyksciy vynas®.
Naudota zaliava buvo sudaryta i§ vySniy vaisiy odeliy, minkstosios dalies, kauliuky, jy branduoliy
bei Sakeliy (stieby) ir iki tyrimy pradzios laikyta -18 °C temperatiiroje. Saldytos vysniy i§spaudos
buvo atSildytos kambario temperataroje (20 °C) ir dZziovinamos Standart Dehydrator dziovykloje
(Standart Dehydrator Food and Ferky, Kinija) 35 °C temperatiiroje 24 val. ISdziovintos vySniy
i$spaudos buvo suskirstytos j 6 frakcijas su skirtingo dydzio sietais. Pirmoji frakcija — stambiausia,
kurioje daugiausiai likusiy kauliuky, Sestoji frakcija — smulkiausia, kurioje didzigja dalj sudare
iSspaudy minkstoji dalis ir labai maza dalis priemaiSy (susitraiSkyty kauliuky lukSty ir/ar
branduoliy). Véliau kiekviena frakcija buvo susmulkinama laboratoriniame maline ZM 200
(Retsch, Haan, Vokietija) naudojant 0,5 mm diametro akuciy sieta. Tokiu badu buvo gauti
pakankamai homogeniski 6 skirtingy frakcijy miSiniai. VysSniy iSspaudy frakcijy duomenys po
dziovinimo ir po malimo pateikiami 3 lentel¢je.

3 lentelé. Vysniy iSspaudy frakcijos

Naudoto sieto akuciy

. i i Frakcijos po malimo,
Bandinys diametras, F_ra!<cuos _po atskyr_lmo_ 1Jos p !
skirtingo diametro sietais 0,5 mm
mm
1 Frakcija >10 mm
2 Frakcija 4-10 mm
3 Frakcija 3-4 mm
4 Frakcija 1-3mm
5 Frakcija 0,8-1 mm
6 Frakcija <0,8 mm
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2.2. Tyrimy metodai
2.2.1. Cheminiai reagentai ir medziagos

Tyrimams naudoti tirpikliai: heksanas (CgHis) (Eurochemicals, Vilnius, Lietuva), etanolis
(C2HsOH) (Stumbras, Kaunas, Lietuva), metanolis (CH3OH), suspaustas CO; (99,9 %) (Gaschema,
Jonava, Lietuva), distiliuotas vanduo, pagamintas vandens gryninimo sistemoje Milipore (Bedford
MA, JAV).

Naudoti reagentai: natrio chloridas (NaCl), kalio chloridas (KCl), kalio persulfatas (K,S,0g) (Lach-
Ner, Brno, Cekija); kalio dihidrofosfatas (KH,PO,) (Panreac, Barselona, Ispanija);
natriohidrofosfato-dodekahidratas (Na,HPO,;x12 H,0) (Merck KGaA, Darmstadt, Vokietija); natrio
karbonatas (Na,CO3) (Sigma-Aldrich, Tokyo, Japonija); Folin-Ciocalteu reagentas (Sigma-Aldrich,
Buchs, Sveicarija); 2,2 -azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfono riigstis (ABTS), fluoresceinas, 2,2'-
azobis(2-metilpropionamidino) dihidrochloridase (AAPH), galo rugstis (C7HgOs), 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksirtigstis (Trolox) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija); 24%
boro trifluorido/metanolio kompleksas (Acros organics, Belgija); reagentas C, reagentas B,
reagentas A, standard (Biogouchem, Asturias, Ispanija); B-karotenas (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Vokietija).

Kitos medziagos: diatomitine zemé (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, JAV), mikrokristaliné
celiuliozé (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, JAV), azoto dujos (AGA, Vilnius, Lietuva).

Chromatografinés analizés medziagos: skruzdziy rugstis (CH20,), acetronitrilas (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Vokietija); ultra §varus vanduo (vandens gryninimo sistema Milipore, Bedford MA,
JAV), helio dujos (AGA, Vilnius, Lietuva), cianidin-3-gliukozidas (98 %) (Chengdu Biopurify
Phytochemicals Ltd., Kinija).

2.2.2. Cheminés sudéties komponenty nustatymas
2.2.2.1. Drégmés kiekio nustatymas

Drégmes kiekis bandinyje buvo nustatytas standartiniu metodu, pagal kurj bandinys i§dZiovinamas
105 °C temperatiiroje, iki pastovios masés. Drégmeés kiekis apskai¢iuojamas, pagal sausy medziagy
likutj [105].

I pastovios masés iSkaitintus biuksus buvo pasverti 2—4 g sumalty vySniy iSspaudy. Biuksai su
bandiniais i8dZiovinti krosneléje 105 °C temperatiiroje. ISimti bandiniai atvésinami eksikatoriuje
iSlaikant 30 min. Atlikti trys bandymy pakartojimai ir rezultatai buvo pateikiami kaip vidurkio
reikSme.

Bandinio drégmeés kiekis (%) apskai¢iuojamas pagal formule (5):

_ (ml—mZ)Xloo
AICTyp— ©®)

Cia: m — biukso svoris, g; m; — biukso svoris su bandiniu iki dZiovinimo, g; m, — biukso svoris su
bandiniu po dZiovinimo, g.
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2.2.2.2. Baltymy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Baltymy kiekis buvo nustatytas remiantis standartiniu Kjeldalio metodu (AOAC 978.04). Sis
metodas pagrjstas bandinio organiniy junginiy mineralizavimu (deginimu) koncentruotoje sieros
rugstyje, jos virimo temperatiiroje. Tiriamasis bandinys oksiduojasi iki anglies dvideginio ir
vandens. Bandinyje esantis azotas iSsiskiria kaip amoniakas, kuris sieros rugsties terpéje sudaro
amonio druska. Pagal standartinés rtgsties, suriStos su amoniaku, kiekj apskaiiuojamas azoto
kiekis tiriamajame bandinyje [106].

Kjeldalio kolboje buvo pasverta apie 1 g sumalty vySniy i$spaudy, jpilta 20 ml koncentruotos
H,SO, rhgsties ir jdétas Kkatalizatorius (K2SO4; CuSO4-5H,0; TiOy). Kjeldalio kolba
mineralizavimo aparate buvo létai kaitinama 68—72 °C temperatiiroje taip, kad tirpalas neputoty.
Kolba kaitinama tol, kol mineralizatas tampa beveik skaidrus, zalsvai — melsvos spalvos. Kai
tirpalas nuskaidréjo, tai reiSké, kad bandinio mineralinés medziagos suskilo ir liko tik mineraliniai
junginiai. Kjeldalio kolba buvo atvésinama.

Amoniakui nudistiliuoti gautas mineralizato tirpalas buvo distiliuojamas 5 min. vandens garais
irenginyje, kuris automatiskai pasiima i sistemg reikalingg NaOH kiekj. ISsiskyre amoniako garai
buvo kondensuojami grjZztamajame $aldytuve ir surenkami distiliato surinkimo kolboje j kurig buvo
jpilta 25 ml 3 % boro ragsties (H3BOg3) tirpalo. | distiliatag papildomai jpilta 23 lasai Tasiro
indikatoriaus tirpalo ir titruojama 0,01 M HCI tirpalu, kol distiliato spalva i§ Zalsvos virto j pilkai
violeting.

Tokiomis pat saglygomis buvo distiliuojamas ir titruojamas kontrolinis bandinys, vietoj mineralizato
pilant 20 ml konc. HzSO,.

Azoto kiekis (%) tiriamajame bandinyje apskai¢iuojamas pagal formulg (6):

x = 1,4%0,01 X(V1 —Vo)

m

(6)

Cia: 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,01 M HCI; Vi — 0,01 M HCI kiekis, sunaudotas 18
distiliuvojamo mineralizato iSsiskyrusiam amoniakui sujungti, ml; Vo — 0,01 M HCI Kiekis,
sunaudotas kontroliniam bandiniui nutitruoti, ml; m — tiriamojo bandinio masé, g.

Baltyminiy medziagy kiekis buvo apskai¢iuojamas padauginus nustatytg azoto kiekj i§ atitinkamo
perskaiciavimo koeficiento (6,25). Atlikti du bandymy pakartojimai ir rezultatai buvo pateikiami
kaip vidurkio reikSme.

2.2.2.3. Riebaly kiekio nustatymas Soksleto metodu

Riebaly kiekis buvo nustatytas remiantis Soksleto metodu (AOAC 948.22). Sis metodas pagrjstas
daugkartine riebaly ekstrakcija tirpikliu 1§ i8dziovinto bandinio, tirpiklio pasalinimu ir nuriebinto
bandinio i8dziovinimu iki pastovaus svorio [106]. Riebaly ekstrahavimui buvo naudojamas
organinis tirpiklis — heksanas. Ekstrakcija buvo atlikta naudojant automating ekstrakcijos jranga.
Atlikti du bandymy pakartojimai ir rezultatai buvo pateikiami kaip vidurkio reik§mé.

35



2.2.2.4. Mineraliniy medziagy Kkiekio nustatymas

Mineraliniy medziagy kiekis bandinyje buvo nustatytas remiantis standartiniu bendrojo peleny
kiekio nustatymo metodu (AOAC 930.05). Bendras mineraliniy medziagy kiekis nustatytas i$
peleny kiekio. Pelenai gauti po to, kai bandinys buvo sudegintas mufelingje krosnyje esant 500—600
°C temperatirai [106].

Vysniy iSspaudos buvo pasvertos porcelianiniuose tigliuose (apie 2-3 @). Bandiniai atsargiai
apdeginami ant elektrinés kaitlentés (60—120 min.), kol i§ tiglio nustojo rukti dimai. Tuomet
apangléjes bandinys dedamas j mufeling krosnj ir deginamas 600—-650 °C temperatiiroje 15-16 val.
Bandinys iSimtas i§ krosnies dedamas  eksikatoriy, atvésinamas iki kambario temperattiros ir
pasveriamas analitinémis Scaltec SPB31 svarstyklémis (Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt,
Vokietija). Atlikti du bandymy pakartojimai ir rezultatai pateikiami kaip vidurkio reik§mé.

Peleny kiekis (%), apskai¢iuojamas pagal formule (7):

(my—m)x100
- e ™

X

Cia: m — tiglio svoris, g; m; — tiglio svoris su bandiniu, g; m, — tiglio svoris su pelenais, g.
2.2.2.5. Angliavandeniy kiekio apskai¢iavimas

Angliavandeniy kiekis (%) apskai¢iuojamas pagal formulg (8):

A=100—-B—-R-M-D (8)

Cia: B — baltymy kiekis, %; R — riebaly kiekis, %; M — mineraliniy medziagy kiekis, %; D —
drégmes kiekis, %.

2.2.3. Daleliy dydzio ir juy pasiskirstymo nustatymas

Daleliy dydzio nustatymas buvo atliktas remiantis metodika, kuri aprasyta Eisinaite ir Kiti (2016) su
nezymiais pakeitimais [107]. Daleliy dydis ir jy pasiskirstymas vandenyje iSmatuotas Malvern
Mastersizer 2000 lazeriniu difrakcijos daleliy dydZio analizatoriumi (Malvern Instrument Ltd,
Worcestershire, Jungtine Karalysté¢). VySniy iSspaudy dalelés buvo disperguotos distiliuotame
vandenyje esant 1330 aps./min. Vidutinis daleliy dydis pagal pavirSiaus plota (ds») buvo
uzfiksuotas pagal Siuos optinius parametrus: disperguotos fazes luzio rodiklis 1,47, disperguojancio
skysc€io (distiliuoto vandens) luZio rodiklis 1,33. Daleliy dydis, kuris buvo iSreiSkiamas pagal
pavirSiaus plota, pateikiamas 9 formuléje. Santykinis Span (tarpinis) faktorius — be matmenis
parametras, kuris nurodo daleliy dydZio pasiskirstymo vienodumg. Sis parametras apibréziamas
taip: Span = (Dgo — D1g) / Dsp, kur Dgo, Dsp, D1 yra atitinkami daleliy skersmenys 10, 50, 90 tario
%. Atlikti trys bandymy pakartojimai ir rezultatai buvo pateikiami kaip vidurkio reikSmé.

R ©

Cia: S\—daleliy paviriaus plotas tiirio vienete, v; — daleliy tiirio dalis i-osios klasés pasiskirstymo
vietoje, d; — vidutinis daleliy skersmuo pagal atitinkama klase, ns — skirtingy daleliy klasiy skaicius.
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2.2.4. VySniy iSspaudy ekstrakty gamyba

ISdZiovintos ir sumaltos vyS$niy i§spaudos buvo ekstrahuojamos skirtingais metodais, tam kad biity
iSgauti ekstraktai su juose esanciais bioaktyviais junginiais. Eksperimentui atlikti buvo taikytos
superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE—CO,), ekstrakcija suspaustais skysciais (ESS) ir
Soksleto ekstrakcija. ESS atlikti pasirinktas etanolio/vandens miSinys (70:30), dél maZzesnio
toksiskumo, didesnio saugumo vartotojui bei poliskumo (iSgaunamas didesnis kiekis poliniy
bioaktyviy junginiy). VySniy iSspaudy ekstrakty ir eksperimentiniy tyrimy eiga pateikiama 13
paveiksle.

Vyiniy
iSspaudos
0,5 mm
L
' | ‘ | '
Soksleto Daleliy dvdis ir Antioksidacmio Superkrizing CO; Bendra cheming
ekstrakcija ju pasiskirstymas aktyvumo nustatymas ekstrakcija sudétis
heksanas, 360 min., Quencher metodu 42 4 MPa, 180 min,, (drégme, baltyn_lai_:
6872 °C (BFIK. ABTS™, ORAC) 53 °C richalai, Eqmeralmes
'Y medfiagos)
Lickana | Lickana || Exstraltas |
I
Karotinoidai |
Ekstraktas (UV-Vis) v | || Riebaly ragstys
| | Liekana |“ Elstracija suspaustais : (DChy)
| Proantocianidinai skysciais
| Vi Elstralktas 70:30 etanolis/vanduo | - .
| (UV-¥i9) optimalios salyges: 10,3 MPa, | Trlac%gé]}:‘e;&llaj
| — | 3x13 min 60 °C ' (UESCh-MS)
| Antocianinai | :
: (UESCR-MS) : (. Karotinoidai
__________________________________ J ."_\.'_
- (UV-Vis)
¥
Antioksidacinio || Tkt aromato
aktyviumo nustatymas junginiai
(BFIEL ABTS, ORAC) (DCh-MS)

13 pav. Vysniy iSspaudy biorafinavimo metodai ir vykdyty eksperimentiniy tyrimy schema
2.2.4.1. Soksleto ekstrakcija

Soksleto ekstrakcija buvo atlikta remiantis Luque de Castro (1998) metodu panaudojant automatinj
Soksleto ekstraktoriy (Behr Labor-Technik, Dusseldorf, Vokietija) [108].

20 g sumalty vysniy iSspaudy buvo suvyniotos ] filtrinj popieriy. Prie§ ekstrakcija paketélis su
zaliava ir filtriniu popieriumi buvo pasveriami analitinémis Scaltec SPB31 svarstyklémis (Scaltec
Instruments GmbH, Heiligenstadt, Vokietija). Ekstrakcija atlikta naudojant heksano tirpikl;.
Ekstrakcija buvo vykdyta 360 min., palaikant virimo temperatiirg (68-72 °C). Po ekstrakcijos
gautas ekstraktas buvo garinamas rotaciniu garintuvu (Biuchi labortechnik AG, Konztanz,
Sveicarija) ir atliktas praputimas azoto dujomis, kad biity pasalintos tirpiklio lickanos. Galiausiai
ekstraktai sveriami analitinémis svarstyklémis ir apskaiCiuojama jy iSeiga (%) skirtingoms
frakcijoms. Po Soksleto ekstrakcijos gauti ekstraktai buvo saugomi tamsaus stiklo buteliukuose -18
°C temperatiiroje iki tolimesniy eksperimento tyrimy. Liekana po ekstrakcijos buvo dZiovinama 24
val. 40 °C temperatiiroje iki pastovios masés. Vysniy iSspaudy Kietoji liekana saugoma sandariai
uzdarytuose indeliuose, sausoje tamsioje aplinkoje. Atlikti du bandymy pakartojimai ir rezultatai
buvo pateikiami kaip vidurkio reik§mé.

37



2.2.4.2. Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO,)

Ekstrakcija atliekama naudojant Supercritical Fluid Technologies (Supercritical fluid technologies
INC Model SFT-110, Newark, JAV) ekstrakcijos sistemg. 20 g sumalty iSspaudy buvo sudéta j 50
ml turio cele. Statiné ekstrakcija vykdoma 10 min., jai pasibaigus atlickama dinaminé ekstrakcija.
Ekstrakcijos slégis (42,4 MPa) ir temperatira (53 °C) buvo pasirinkti remiantis Tamkutés
duomenimis (duomenys dar nepublikuoti), o laikas kontroliuojamas atitinkamai, pagal atlikta
kinetikos plang. Visos ekstrakcijos metu palaikomas pastovus CO; srautas (2 I/min.). Ekstraktai
surenkami j mégintuvélius, sveriami analitinémis Scaltec SPB31 svarstyklémis (Scaltec Instruments
GmbH, Heiligenstadt, VVokietija) ir apskai¢iuojamos jy iSeigos (%). Ekstraktai saugomi sandariai
uzdarytuose, rudo stiklo buteliukuose ir laikomi Saldiklyje (-18 °C) iki tolimesniy eksperimenty.
Liekana po ekstrakcijos saugoma sandariai uzdarytuose indeliuose, sausoje tamsioje vietoje. Atlikti
du/trys bandymy pakartojimai ir rezultatai buvo pateikiami kaip vidurkio reik§mé.

2.2.4.3. Ekstrakcija suspaustais skysciais (ESS)

Ekstrakcija atliekama naudojant Dionex ASE 350 sistema (Dionex, Sunnyvale, JAV). 3 g vySniy
iSspaudy liekany, kurios gautos po SKE-CO,, sumaiSomos su 1 g diatomitinés zemés. MiSinys
patalpinamas j celg, kurios galai uzfiksuoti su celiuliozés filtrais (ThermoFisher Scientific, Vilnius,
Lietuva) bei nerudijan¢io plieno dangteliais. Ekstrakcija atlikta naudojant vandens ir polinio
tirpiklio misinj — etanolis/vanduo (70:30). Vykdant ekstrakcija optimaliomis salygomis atlickami
trys ekstrakcijos ciklai esant 10,3 MPa slégiui, ekstrakcijos trukmé 15 min., temperatira 60 °C.
Pasibaigus ekstrakcijai organinis tirpiklis — etanolis pasalintas rotaciniu garintuvu 36 °C
temperattiroje, o vanduo — liofilizacijos buidu, naudojant sublimacing Zirbus dziovykla (Zirbus
technology, Vokietija). Apskai¢iuojamos ekstrakty iSeigos (%). Po ESS gauti ekstraktai saugomi
tamsaus stiklo buteliukuose -18 °C temperatiiroje iki tolimesniy eksperimento tyrimy. Lickana po
ekstrakcijos laikoma sandariai uzdarytuose indeliuose, sausoje tamsioje vietoje. Atlikti trys
bandymy pakartojimai ir rezultatai buvo pateikiami kaip vidurkio reik§mé.

2.2.4.3.1. Ekstrakcijos suspaustais skysc¢iais (ESS) proceso optimizavimas

Vysniy iSspaudy liekana, kuri buvo gauta po SKE-CO,, buvo naudojama atliekant ESS
optimizavimo procesg. Ekstrakcijai naudotas tirpikliy etanolis/vanduo (70:30) miSinys, siekiant
i§skirti didesn] poliniy bioaktyviy junginiy kiekj. ESS optimalios sglygos, siekiant gauti didziausig
ekstrakto iSeigg bei proantocianidiny kiekj nustatytos atlikus matematinj pavirSiaus atsako
planavimo metoda, pritaikant centriS$kai kompozicinj eksperimentinj modelj. Proceso optimizavimas
sumodeliuotas, naudojant statisting programg Design — expert 7.0. (Stat-Ease Inc, Mineapolis,
JAV). Optimizuojant ESS procesg buvo keiiami du parametrai — temperatiira ir laikas. Tyrimy
duomenys iSanalizuoti dispersinés ir koreliacinés — regresinés analizés metodais. Ekstrakcijos
temperatiira (A) ir laikas (B) uzkoduoti trimis lygiais (-1, 0, +1). Nepriklausomi kintamieji
pateikiami 4 lenteléje.

4 lentelé. Nepriklausomy kintamyjy uzkodavimas optimizuojant ESS procesa

. . Nepriklausomi Uzkoduoti lygiai
Simboliai . -
kintamieji 1 0 1
T(°O 60 90 120
B t (min.) 5 10 15
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Ekstrakcijos iSeiga (%) apskai¢iuojama pagal formule (10):
Iseiga (%) = by + Xizy by x; + Xioq byx? Z%g‘g by; x;x; (10)

Cia: by — laisvasis statistinio modelio narys; b; — pagal eksperimento rezultatus apskaiiuoti pirmo
laipsnio statistinio modelio rezultatai; bjj — lygties koeficientai jvertinantys porinés saveikos efektus,
i#].

Modelio patikimumas (adekvatumas) nustatytas jvertinant koeficienty reikSminguma, regresijos
koeficienty (Rz) ir FiSerio testo verte (F), kurios yra gaunamos dispersin¢je analizé¢je (ANOVA).
PavirSiaus atsako metodas ir konttiry plotas buvo sukurtas naudojant kvadratinj daugianarj. Atlikti
trys bandymy pakartojimai ir rezultatai pateikiami kaip vidurkio reikSmé.

2.2.5. Ekstrakty antioksidacinio potencialo nustatymas

Yra sukurta daug skirtingy metody, kaip jvertinti augaly (ekstrakty/lickany) antioksidacines
savybes. Didzioji dalis jy grindziama vandenilio atomo arba vieno elektrono perdavimo reakcijomis
[109]. Ivertinant skirtingas metodologijas buvo padaryta iSvada, kad deguonies radikaly suri§imo
gebos (ORAC), bendro fenoliniy junginiy kiekio (BFJK) ir 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfono rigsties radikalo suridimo gebos (ABTS™) nustatymai turéty biiti naudojami kaip
pagrindiniai metodai pateikiant maisto ar jo ingredienty antioksidacinj jvertinimg. Remiantis Sia
rekomendacija, ORAC, BFJK ir ABTS™ metodai buvo taikomi jvertinant vy$niy
zaliavos/ekstrakto/liekanos antioksidacinj potencialg viso eksperimento metu.

2.2.5.1. Bandiniy paruoSimas

Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo nustatymui buvo paruosti skirtingy koncentracijy ekstrakty
tirpalai (skiedimai). Naudoti tirpikliai (metanolis arba vanduo) pasirinkti priklausomai nuo
ekstrakty tirpumo. Ekstraktai po SKE-CO; ir Soksleto ekstrakcijos buvo skiedziami metanoliu, o
ekstraktai po ESS — vandeniu.

Absorbcija matuota Genesys 8 (Thermo Electron Scientificinstruments Corporation, JAV) arba
FLUOstar Omega reader (BMG Labtech, Offenburg, Vokietija) spektrofotometrais. ORAC atlikti
eksperimentiniai duomenys buvo eksportuojami i§ ,,Mars* programinés jrangos i ,,Excel 2003
(Microsoft, Roselle, IL) tolimesniam duomeny apdorojimui. Atlikti 5-6 bandymy pakartojimai, o
rezultatai isreiksti kaip vidurkio reikSmé.

2.2.5.2. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)

Bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo nustatytas Folin-Ciocalteu metodu pagal Singleton ir Kiti
(1999) [110]. Folin-Ciocalteu reagentas sumaiSytas su distiliuotu vandeniu santykiu 1:9, kad bty
gautas darbinis tirpalas. Na,COjs tirpalas pagamintas, iStirpinant 75 g Nap,COjz viename litre
distiliuoto vandens.

150 pl tiriamo ekstrakto bandinio arba kontrolinio bandinio (metanolio arba vandens) sumaiSoma su
750 pl darbinio Folin-Ciocalteu tirpalo ir po 3 min. vykusios reakcijos pridedama 600 ul Na,COs.
Paruosti bandiniai 15 s maiSomi ir palieckami 120 min. tamsoje. Absorbcija matuojama Genesys 8
spektrofotometru esant 760 nm bangos ilgiui. Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreikStas galo
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ragsties ekvivalentais (mg GRE/g ekstrakto ir mg GRE/g SM). Kalibraciné kreivé buvo sudaryta
pagal 11 lygti:

y = 0,0104x + 0,0185; R? = 0,9987 (12)

2.2.5.3. 2,2 -azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfono riigities (ABTS™) radikalo katijono
sujungimo metodas

Tyrimas atliktas Siek tiek modifikuotu Re ir Kiti (1999) metodu [111]. Pradzioje ruoSiamas
fosfatinis buferinis tirpalas — PBS, kurj ruo$iant 1 1 matavimo kolboje istirpinta 8,18 g NaCl, 0,27 g
KH,PO,4, 1,42 g Na;HPO, ir 0,15 g KCI. Paruosto PBS tirpalo pH reikSmé 7,4. Pradinis ABTS™
tirpalas buvo paruostas 50 ml matavimo kolboje istirpinus 0,05487 g ABTS reagento PBS-e,
praskiedus iki briks$nio ir papildomai jpylus K,S,Og tirpalo (0,2 ml distiliuotame vandenyje
istirpinta 0,0038 g K,S,0s). Taip paruostas pradinis ABTS™ tirpalas laikomas tamsoje kambario
temperatiiroje 15-16 val. Darbinis ABTS™ tirpalas ruoSiamas prie§ eksperimenta, praskiedus
pradinj tirpala PBS-u iki gaunama absorbcija 0,7 + 0,01 optinio tankio vienety esant 734 nm bangos
ilgiui.

25 ul tiriamo ekstrakto arba kontrolinio bandinio (metanolio arba vandens) buvo sumaiSyta su 1500
ul darbinio ABTS™ tirpalo. Paruosti bandiniai 15 s maiSomi ir palieckami 120 min. tamsoje.
Absorbcija matuojama Genesys 8 spektrofotometru esant 734 nm bangos ilgiui. Kiekvieno bandinio
antioksidacinis aktyvumas iSreikStas trolokso ekvivalentais (mg TE/g ekstrakto ir mg TE/g SM).
Kalibracin¢ kreive buvo sudaryta pagal 12 lygti:

y = 0,0638x — 1,3042; R? = 0,9977 (12)
2.2.5.4. Deguonies radikaly suriSimo gebos nustatymas (ORAC)

ORAC tyrimas buvo atliktas pagal Prior ir kiti (2003) metoda, panaudojant fluoresceing [112].
Eksperimento atlikimui buvo paruosti trys skirtingy koncentracijy fluoresceino tirpalai (S1, Sy ir S3)
bei PBS tirpalas, kurio gamyba apraSyta ABTS metodikoje (Zr. 2.2.5.3 skyrius).

Fluoresceino tirpalai buvo ruoSiami:

S1=10,045 g fluoresceino reagento istirpinama 100 ml PBS;
S, = 0,5 ml S; tirpalo praskiedziama 100 ml PBS;

S3 =0,8 ml S; tirpalo praskiedziama 50 ml PBS.

Specialiose mikrolékstelése buvo sumaiSyta 25 pl tiriamo arba kontrolinio bandinio (metanolio arba
vandens) ir 150 ul S; koncentracijos fluoresceino tirpalo. Mikrolékstelé inkubuojama 15 min. 37 °C
temperatiiroje FLUOstar Omega reader spektrofotometre. Po inkubacijos su daugiakanale pipete
buvo supilama 25ul azobio tirpalo (AAPH), kuris paruoSiamas azobio reagentg iStirpinus PBS
tirpale. Fluorescencija matuojama prie 120 cikly. Kiekvieno bandinio antioksidacinis aktyvumas
iSreikstas trolokso ekvivalentais (mg TE/g ekstrakto ir mg TE/g SM).

Po kalibracine kreive esantis plotas (AUC) kiekvienam bandiniui apskai¢iuojamas integruojant
santykine fluoresceino kreive. Kalibraciné kreivé buvo sudaryta pagal 13 lygtj:

y = 0,1394x — 0,7395; R = 0,9926 (13)
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AUC apskaiciuojamas pagal formule (14):

AUC = 1+ ZiZP 8 (14)
0

Cia: fo — pradiné fluoresceino verté (0 min.); fi—fluoresceino verté laiko momentu i (i-taja min.)
2.2.6. Kietyjy medziagy antioksidacinio potencialo nustatymas (Quencher metodai)
2.2.6.1. Bandiniy paruoSimas

Kietyjy frakcijy antioksidacinio aktyvumo matavimams paruosti skirtingy koncentracijy skiedimai,
naudojant mikrokristaling celiuliozg. Antioksidacinés savybés buvo tiriamos zaliavai prie§ ir
liekanoms po naudoty ekstrakcijos metody. Visy tyrimy darbiniai tirpalai paruoSiami taip pat, kaip
nustatant ekstrakty antioksidacinj aktyvumg (Zr. 2.2.5 skyrius). Bandiniai prie§ matavima
centrifuguojami  Velocity 18R centrifaga (Precisa Gravimetrics AG, Sveicarija). Absorbcija
matuojama Genesys 8 (Thermo Electron ScientificInstruments Corporation, JAV) arba FLUOstar
Omega reader (BMG Labtech, Offenburg, Vokietija) spektrofotometrais. ORAC atlikti
eksperimentiniai duomenys eksportuojami 1§ ,,Mars® programinés jrangos ] ,.Excel 2003
(Microsoft, Roselle, IL) tolimesniam duomeny apdorojimui. Atlikti 5-6 bandymy pakartojimai, o
rezultatai iSreiksti kaip vidurkio reikSmé.

2.2.6.2. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)

10 mg tiriamo arba kontrolinio bandinio (celiuliozés) sumaisyta su 150 pl distiliuoto vandens, 750
ul darbinio Folin-Ciocalteu reagento ir 600 ul Nay,COs. Paruosti miSiniai 15 s maiSomi, purtomi
tamsoje 120 min. (250 aps./min.) ir centrifiguojami 4500 aps./min. grei¢iu 5 min. Absorbcija
matuojama Genesys 8 spektrofotometru esant 760 nm bangos ilgiui. Bendras fenoliniy junginiy
kiekis iSreikStas mg GRE/g bandinio ir mg GRE/g SM. Kalibraciné kreivé buvo sudaryta pagal 15

lygti:
y =0,0121x + 0,0298; R%? = 10,9934 (15)

2.2.6.3. 2,2 -azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfono riigsties (ABTS™) radikalo katijono
sujungimo metodas

10 mg tiriamo arba kontrolinio bandinio (celiuliozés) sumaiSyta su 25 pl metanolio ir 1500 pl
darbinio ABTS™ tirpalo. Paruosti misiniai 15 s maiSomi, purtomi tamsoje 120 min. (250 aps./min.)
ir centrifiiguojami 4500 aps./min. grei¢iu 5 min. Absorbcija matuojama Genesys 8 spektrofotometru
esant 734 nm bangos ilgiui. Kiekvieno bandinio antioksidacinis aktyvumas isreikstas mg TE/g
bandinio ir mg TE/g SM. Kalibraciné kreivé buvo sudaryta pagal 16 lygt;:

y = 0,0625x — 2,804; R? = 0,9971 (16)
2.2.6.4. Deguonies radikaly suriSimo gebos nustatymas (ORAC)

Ant 10 mg tiriamo arba kontrolinio bandinio (celiuliozés) uzpilama 150 ul PBS tirpalo ir 900 pl S3
koncentracijos fluoresceino tirpalo. Paruosti miSiniai 15 s maiSomi, 60 min. purtomi tamsoje (250
aps./min.) ir centrifiguojami 4500 aps./min. grei¢iu 5 min. 175 pl paruosto misinio skaidriosios
dalies perkelta § mikrolékstele, inkubuojama 15 min. 37 °C temperatiroje FLUOstar Omega
spektrofotometre. Po inkubacijos su daugiakanale pipete supilama 25 ul azobio tirpalo (AAPH).

41



Fluorescencija matuojama esant 150 cikly. Kiekvieno bandinio antioksidacinis aktyvumas iSreikstas
mg TE/g bandinio ir mg TE/g SM. Kalibraciné kreivé buvo sudaryta pagal 17 lygtj:

y = 0,1212x + 4,1924; R*> = 0,9671 a7
2.2.7. Vysniy iSspaudy eksperimentiniai tyrimai po SKE-CO,
2.2.7.1. Riebaly rugsciy (RR) sudéties nustatymas dujy chromatografijos metodu

SKE-CO; ekstrakty, gauty po superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu, riebaly riigsciy sudétis
analizuojama dujy chromatografijos (DCh) metodu. Trigliceridy esterinimui ir laisvyjy riebaly
rugs¢iy apmuilinimui buvo paimta 0,1 g ekstrakto ir 0,8 ml metanolinio NaOH (0,5 M). Viskas
supilta j apvaliadugne kolbg ir kaitinama su grjztamuoju Saldytuvu, kol i§nyksta riebaly fazé.

Po riebaly esterifikacijos per griztamojo Saldytuvo virsy ipilta 1 ml 24 % boro trifluorido/metanolio
komplekso ir verdama dar 2 min., po to atSaldoma iki kambario temperatiiros. Atvésintas bandinys
praskiedziamas 1 ml heksano ir gerai sukratomas. Bandinys palieckamas nusistovéti, kol susidaro
atskiri sluoksniai. Virutiné heksano fazé surenkama ir laikoma -20 °C temperatiiroje iki tolimesniy
tyrimy. RR analizei paimta 100 pl heksaninés fazés ir praskiesta 900 pl grynu, chromatografiniams
tyrimams skirtu, heksanu.

Riebaly rtig8¢iy metilesteriai analizuojami dujiniu chromatografu HRGC 5300 (Mega Series, Carlo
Erba, Milan, Italija) naudojant liepsnos jonizacinj detektoriy su poline SPTM — 2560 kolon¢le (100
m ilgio, 0,25 mm vidinio skersmens, adsorbento sluoksnis 0,20 pum) (Supelco, Bellefonte, PA,
JAV). Analizés parametrai: inZektoriaus temperatiira 220 °C, detektoriaus — 240 °C, krosnelés
temperatiira buvo suprogramuota trimis pakopomis: nuo 80 °C didéjant iki 135 °C kas 4 °C/min.;
nuo 135 °C iki 185 °C kas 4 °C/min. ir nuo 185 °C iki 240 °C kas 4 °C/min. su 5 min. iSlaikymu.
Helio dujos naudotos esant 20 cm®/s srautui. [leisto bandinio kiekis — 1 ul. Junginiams identifikuoti
naudojamas etaloninis riebaly rtgs$¢iy metilesterty miSinys. Bandiniy junginiai analizuojami
palyginant jy sulaikymo laikus su etalonu. Riebaly rtgsciy kiekis iSreikStas procentais nuo
identifikuoty RR smailiy ploty sumos. Atlikti trys bandymy pakartojimai ir rezultatai pateikiami
kaip vidurkio reikSmé.

2.2.7.2. Triacilgliceroliy sudéties nustatymas ultra efektyviosios skys¢iu chromatografijos
— masiy spektrometrijos metodu

Triacilgliceroliy (TAG) tyrimas atliktas remiantis Zeb ir kiti (2010) metodika su nezymiais
pakeitimais [113]. Tyrimas atlieckamas naudojant Waters Acquity ultra efektyviosios skyséiy
chromatografijos sistemg (angl. ultra performance liquid chromatography) (Waters Corp., Milford,
MA, JAV), kuri sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru
(UESCh-Q-TOF-MS) (Brucker Daltonics, Bremen, Vokietija). Ultra efektyviosios skyséiy
chromatografijos jrangg sudaré binariniy tirpikliy valdymo blokas, bandiniy valdymo blokas,
kolon¢lés Sildytuvas sujungtas su masiy spektrometru ir ESI Saltiniu, kuris veikia teigiamu rezimu.
Prietaisy kontrolé ir duomeny apdorojimas buvo atliekamas naudojant HyStar programine jranga
(Bruker Daltonic, Bremen, Vokietija). Anali¢iy skirstymas atliktas analitine kolonéle Acquity BEH
C18 (2,1 x 50 mm, daleliy dydis — 1,7 um) (Waters Sverige, Sollentuna, Svedija). Automatinio
bandiniy émimo jrenginio temperatiira palaikoma 20 °C, kolonéles — 40 °C. Eliuenty sistema sudaré
18 % izopropanolis metanolyje (0,1 % acto rugsties). Amonio acetatas (0,05 %) buvo pridétas |
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tirpikliy sistemg. Srauto greitis 0,4 ml/min. Atskyrimo laikas — 7 min. Azoto dujos naudojamos
dziovinimui, jy temparatiira sieké 200 °C, jonizacijos jtampa — 4000 V. ESI-MS spektrai gauti 200—
1000 m/z intervale. Triacilgliceroliy kiekis iSreikStas procentais nuo identifikuoty TAG junginiy
smailiy ploty sumos.

2.2.7.3. Bendro karotinoidy kiekio nustatymas UV — Vis metodu

Karotinoidai yra lipofiliniai pigmentiniai junginiai, Siy junginiy ekstrakcija paprastai atlickama
naudojant organinius tirpiklius arba jy miSinius. ISgauti karotinoidy ekstraktg i§ augalinés zaliavos
arba maisto produkty naudojami acetono, heksano, metanolio, etanolio, etilo eterio,
tetrahidrofurano, dichloertano tirpikliai bei jy deriniai [114].

Bendro karotinoidy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu (UV-Vis) buvo atliktas pagal
Zymone ir kiti (2018) metoda [115]. Karotinoidy kiekis apskaiCiuotas pagal p-karoteno kalibracing
kreive ir iSreikStas mg [-karoteno/g ekstrakto ir mg B-karoteno/g SM. Komercinis B-karoteno
standartas iStirpinamas heksane. Ekstrakty absorbcija buvo matuojama Genesys 8 spektrofotometru
(Thermo Electron Scientificlnstruments Corporation, JAV) esant 450 nm bangos ilgiui. Atlikti
keturi bandymy pakartojimai ir rezultatai pateikiami kaip vidurkio reik§mé. Kalibraciné kreivé buvo
sudaryta pagal 18 lygti:

y = 0,774x — 0,0364; R? = 0,99 (18)

2.2.7.4. Lakiyjy junginiy sudéties nustatymas dujy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu

Lakiy junginiy esanciy ekstrakte, gautame po superkrizinés ekstrakcijos CO,, sudétis buvo
analizuojama dvidimensine dujy chromatografijos — skriejimo laiko masiy spektrometrijos
(DChxDCh-TOF-MS) LECO Pegasus 4D sistema. Sistema sudaryta i§ Agilent 7890A DCh dujy
chromatografo, GERSTEL MPS méginio jleidimo jrenginio (Gerste,Mulheim an der Ruhr,
Vokietija) sujungto su didelés spartos TOF-MS detektoriumi (LECO, St. Joseph, ML, JAV) ir dviejy
srauty moduliatoriumi (Zoex, Houston, TX, JAV).

Kietosios fazés mikroekstrakcija (angl. solid — phase microextraction) buvo atlikta MPS-2 méginio
jleidimo jrenginyje (Gerstel,Mulheim an der Ruhr, Vokietija), naudojant
divinilbenzeno/karbokseno/polidimetilsiloksano pluosta (angl.
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxanefiber) (Supelco, Bellefonte, PA, JAV). T 20 ml
buteliukg jdéta 100 mg ekstrakto, 15 min. palaikant 40 °C temperatiira pasiekta pusiausvyra
buteliuko virSerdveje. Véliau kietosios fazés sluoksnis buvo laikomas buteliuko virSerdveje esant 40
°C temperatiirai 30 min.

Agilent 7890A DCh yra jdiegtos dvi kolonélés: nepoliné kolonélé BPX-5 (ilgis 30 m, vidinis
skersmuo 0,25 mm, stacionarios fazés sluoksnio storis 0,25 pum) (SGE Analytical Science,
Australija) sujungta su antrgja poline kolonéle, BPX-50 (ilgis 2 m, vidinis skersmuo 0,10 mm,
stacionarios fazés sluoksnio storis 0,1 pm). Pirmosios koloné¢lés temperatiiriné programa buvo
tokia: pradiné temperatiira 40 °C, iSlaikant 1 min., po to temperatiira keliama 7 °C/min. grei¢iu iki
250 °C, iSlaikant 1 min., kai moduliatoriaus nuokrypio temperatira +15 °C. Perdavimo linijos
temperattra 250 °C. Pradiné DC inZektoriaus PORT temperatiira buvo nustatyta 150 °C, po to
pakelta iki 250 °C (750 °C/min.), desorbcijos laikas — 5 min. TOF-MS registravimo greitis 10
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spektry per sekunde. Identifikuojant junginius masiy diapazonas — 30-550 m/z vienety. Detektoriaus
jtampa 1550 V, jony Saltinio temperatira 250 °C, jleidimo srauto pasiskirstymas 1:20. Gauti
duomenys i§ DChxDCh-TOF-MS sistemos apdorojami ChromaTOF v.4.22 (LECO) programine
jranga, naudojant tirpiklio piko atidéjimo laika 360 s ir esant masiy spektro atitikimui.

Lakieji aromato junginiai, esantys ekstraktuose, buvo identifikuoti pagal masiy spektrus ir Kovats
(KI) sulaikymo indeksus, kurie apskaiciuoti pagal C; — Czp so€iyjy alkany standartg. Gauti masiy
spektrai palyginti su spektrais esanciais Adams, NIST, Mainlib, ir Replib masiy spektry
bibliotekose ir laikomi priimtinais, kai signalo ir triuk§mo santykis didesnis nei 50, o masiy spektro
atitikimas ne mazesnis kaip 750. VySniy ekstraktuose esantys lakieji junginiai buvo laikomi
identifikuotais, esant geram Kovats indekso ir masiy spektro suderinamumui, o rezultatai iSreiksti
procentais nuo identifikuoty junginiy smailiy ploty sumos. Atlikti trys bandymy pakartojimai ir
rezultatai buvo pateikiami kaip vidurkio reik§mé.

2.2.8. ESS biidu gauty medziagy tyrimai

2.2.8.1. Antocianiny kokybiné ir Kkiekybiné analizé ultra efektyviosios skys¢iuy
chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu

Kokybiné ir kiekybiné antocianiny analizé buvo atlikta ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos
metodu remiantis Grunovaité ir Kiti (2016) metodika [116]. Antocianiny analizé atlikta Waters
Acquity sistema (Waters, Milford, JAV), kuri sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko
masiy spektrometru (UESCh-Q-TOF-MS) (Bruker Daltonics, Bremen, Vokietija). Anali¢iy
skirstymas atliktas atvirks¢iy faziy analitine kolon¢le Acquity BEH C18, Amide 2,1 x 100 mm,
sorbento daleliy dydis — 1,7 um (Waters, Milford, JAV), kuria palaikoma 40 °C temperatura.
Eliuenty sistema: A — 1% skruzdziy rugstis ir B — 100% acetronitrilas. Judrios fazés t¢kmés greitis —
0,4 ml/min., jleidziamas tiiris — 2 pl. IS kolonélés iSeinantys junginiai aptikti diody matricos
detektoriumi esant 220-550 nm bangos ilgiui. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy detektorius
buvo nustatytas teigiamos elektrinés jonizacijos réZimu. Masiy spektrai uzrasSyti pilno skenavimo
rezime, intervale 100—800 m/z. Chromatografinis identifikavimas buvo atliktas remiantis literatiiros
duomenimis, kuriuos pateiké kiti mokslininkai savo atliktais tyrimais bei MS/MS rezimu gauty
junginiy fragmentais. Antocianiny kiekis ekstraktuose apskaifiuotas pagal cianidin-3-gliukozido
kalibracing kreive, iSreik§tas mg CGE/100 g ekstrakto ir mg CGE/100 g SM. Atlikti du bandymy
pakartojimai ir rezultatai pateikiami kaip vidurkio reikSme. Kalibraciné kreivé buvo sudaryta pagal

19 lygti:
y = 0,006876196x + 518,604626042; R? = 0,99 (19)
2.2.8.2. Proantocianidiny Kiekio nustatymas UV — Vis metodu

Proantocianidiny kiekis nustatytas spektrofotometriniu metodu (UV-Vis), remiantis BQCKit
pateikiama metodika. 4 - (dimetilamino) - cinamaldehidas (DMAC) reaguoja su proantocianidiny A
ciklo Cg atomu, susidarant Zalios/mélynos spalvos chalkonams. Si spalviné reakcija ir yra
analizuojama spektrofotometriSkai. Principinis reakcijos modelis pateikiamas 14 paveiksle.
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AN <0 oA _'"l; 3 Spalvinis junginys
HiC.  Ax, -~ HRUTE B0 A= 640 nm

DMAC PAC

14 pav. Proantocianidiny modeliné spalviné reakcija

DMAC (4-(dimetilamino)-cinamaldehido) reagento paruoSimas analizei: j komercinj reagento C
tirpalg pilama 500 pl reagento B. Gautas DMAC reagento tirpalas yra Svelniai sumaiSomas ir
laikomas 4 °C temperatiiroje iki analizes atlikimo.

Tyrimui buvo paimta 230 ul komercinio reagento A, 10 pl ekstrakto, gauto atlikus ESS, arba
kontrolinio bandinio (H,0) ir sumaiSyta su 10 ul DMAC reagento tirpalu specialiose skaidriose
mikrolékstelése. 15 min. purtoma tamsoje esant 200 aps./min., po to matuojama tirpalo Sviesos
absorbcija su FLUOstar Omega reader spektrofotometru (BMG Labtech, Offenburg, Vokietija)
esant 640 nm bangos ilgiui. Suminis proantocianidiny kiekis ekstrakte iSreikStas mg PAC/g
ekstrakto bei mg PAC/ g SM. Atlikti trys bandymy pakartojimai, o rezultatai pateikiami kaip
vidurkio reik§mé¢. Kalibraciné kreivé buvo sudaryta pagal 20 lygtj:

y = 0,210x — 0,205; R?> = 0,993 (20)
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
3.1. VySniy iSspaudy bendra cheminé sudétis

Vysniy i$§spaudy pagrindiniai cheminés sudéties komponentai pateikiami 5 lenteléje. Baltymy kiekis
1-6 frakcijose kito nuo 9,71 % iki 16,41 %. Didziausiais baltymy kiekis nustatytas 5 F (16,41 %),
maziausias — 3 F (9,71 %). Lyginant nustatytg baltymy kiekj su moksline literatira pastebima, kad
eksperimento metu gauti rezultatai yra nuo 2 iki 4 karty didesni lyginant su straipsniuose pateiktas
duomenimis. Pagal literatira dziovintose vySniose baltymy kiekis siekia 4 g/100 g, taciau jis
priklauso ne tik nuo pasirinktos veislés, bet ir nuo klimato sglygy bei nustatymo metodo. Riebaly
kiekis bandiniuose sieké 5,04—12,16 %. Verta paminéti, kad riebaly kiekio analizé buvo atlikta
naudojant Soksleto ekstrakcija. Lyginant riebaly kiekj tarp visy vySniy iSspaudy frakcijy, nustatyta,
kad 5 frakcijoje jis buvo didziausias (12,6 %) ir net du kartus virsijo 1, 3, 4 ir 6 frakcijose nustatyta
kiekj, atitinkamai 5,68, 5,04, 5,89 ir 6,75 %. Didziausias mineraliniy medziagy (peleny) kiekis
nustatytas smulkiausioje 6 F (3,02 %), 0 maziausias — 3 F (1,06 %). Visose $eSiose vy$niy iS§spaudy
frakcijose peleny kiekis kito nuo 1,06 % iki 3,02 %. Mokslinéje literatiiroje pateikiamas labai
panasus mineraliniy medziagy kiekis (3,11 g/100 g) lyginant su eksperimento metu gautais
rezultatais. Drégmés kiekis analizuotose vysniy iSspaudose Kito 5,76-6,71 % ribose ir buvo panasus
visose frakcijose. Kity mokslininky atlikti tyrimy rezultatai buvo panasis, tac¢iau drégmés kiekis
gali skirtis nuo 5 iki 14 % priklausomai nuo veislés. Daugiausiai drégmés buvo 6 F (6,71 %),
maziausias — 4 F (5,76 %). Didziausias apskaiciuotas angliavandeniy kiekis nustatytas 3 F (78,24
%), maziausias — 5 F (62,35 %). Lyginant apskaiCiuota angliavandeniy kiekj su literatiiroje
pateiktomis vertémis (46-66 g/100 g) pastebima, kad jos yra labai artimos. Vis délto, svarbu
paminéti, kad cheminé sudétis priklauso nuo daugelio veiksniy, tokiy kaip: klimato salygos, veislés
pasirinkimas bei dirvozemio sudétis, taip pat taikyty nustatymo metody [70, 117].

5 lentelé. Vysniy iSspaudy biocheminé sudétis

Bandinys B-alt.qu l.liel.)alq mx;?:;zlzilliis, D_régmés Angl_i av.andeniq
kiekis, % kiekis, % % kiekis, % Kiekis, %
1 Frakcija 13,17 £ 0,30 5,68+ 0,15 1,62 + 0,00 6,47 £0,02 73,07
2 Frakcija 12,54 £ 0,09 8,31+0,15 1,20 £ 0,07 6,10+£0,15 71,71
3 Frakcija 9,71 £ 0,00 5,04 £0,15 1,06 £ 0,04 5,80+ 0,12 78,24
4 Frakcija 11,38 £ 0,04 5,89+£0,14 1,37 £ 0,00 5,76 £ 0,05 75,74
5 Frakcija 16,41 £ 0,32 12,16 £0,11 2,33 +£0,00 6,55+ 0,04 62,35
6 Frakcija 15,27+0,15 6,75+£0,14 3,02+0,10 6,71 £ 0,02 68,44

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN.
3.2. Vysniy iSspauduy daleliy dydis ir ju pasiskirstymas

Vysniy daleliy dydzio matavimo rezultatai pateikiami 6 lentel¢je. Daleliy dydis nustatytas pagal
pavirSiaus plotg (ds2), kuris parodo, kad didZiausias daleliy dydis buvo 53,32 um (5 F), maZiausias
— 24,50 um (4 F). Didesnis pavir$iaus plotas gaunamas tuomet, kai terpéje yra maziau didesnio
dydzio ar daugiau mazesnio dydzio daleliy. Pagal gautus rezultatus ir atsizvelgiant j daleliy
pasiskirstymo grafika (Zr. 15 pav.) matyti, kad 5 frakcijos daleliy dydis akivaizdZziai skiriasi nuo
kity frakcijy nustatyty ver¢iy. Tai parodo, kad 5 frakcijoje yra daugiausiai didesnio dydzio daleliy,
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kurios ir padidino pavirSiaus plotg bei tirj (gautos maksimalios vertés). Vertinant vy$niy iSspaudy
daleliy dydj pagal tairj (ds,3) matyti, kad reik§més kito nuo 57,02 um (4 F) iki 157,09 um (5 F).

6 lentelé. Vysniy daleliy dydzio nustatymas

Daleliy dydis pagal
Bandinys Daleliy dydis pagal tarj pavirSiaus plota Span faktorius
[ds3], pm
[d3.], pm
1 Frakcija 71,39 +3,72 26,85+ 0,57 4,72+0,58
2 Frakcija 61,15+ 1,84 28,46+ 0,18 2,97 £ 0,07
3 Frakcija 111,72 £4,85 30,83 +£ 0,59 495+0,19
4 Frakcija 57,02+ 1,90 24,50 +£0,30 3,00 £ 0,04
5 Frakcija 157,09 + 1,43 53,32 +£0,02 3,43+ 0,06
6 Frakcija 66,17 £0,53 30,19 £0,29 2,83+0,03

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN.

Pateiktoje diagramoje (Zr. 15 pav.) pavaizduotas vysniy iSspaudy daleliy pasiskirstymas. Visy
frakcijy dalelés buvo paskirstytos vandens terpéje. 1 frakcijos dalelés pasiskirsto intervale nuo 2,88
um iki 1258,93 um, 2 frakcijos — 2,88-630,96 um, 3 frakcijos — 2,88-831,76 um, 4 frakcijos —
2,88-630,96 um, 5 frakcijos — 2,88-954,99 um, 6 frakcijos — 2,88-363,08 um. I§ rezultaty matyti,
kad visy frakcijy daleliy pasiskirstymo pradiné reikSmé — 2,88 um ir visy frakcijy daleliy dydis
pasiskirsto vienoje placioje smailéje. IS grafiko matyti, jog 1-4 ir 6 frakcijose daugiausiai buvo 30—
100 um dydzio daleliy, kai 5 frakcijoje vyravo 60-200 pum dalelés. 2 frakcijos dalelés sudaré
didZiausig intensyvumo lygj (6,15 %) lyginant su visomis $eSiomis frakcijomis. Gauti rezultatai
rodo, kad gaunamas heterogeniniy daleliy misinys. Daleliy dydzio skirtumus galéjo lemti netolygus
malimo ir homogenizavimo (dalelés sukibo j didesnes dél didesnio aliejaus kiekio joje (5 F))
procesas.
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15 pav. Vysniy iSspaudy daleliy pasiskirstymas

Palyginti Siuos rezultatus su literatiiroje pateikiamais kol kas néra galimybés, nes niekas iki Siol
néra nustates daleliy dydzio kietai zaliavai.
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3.3. VySniy iSspauduy ekstrakcija Soksleto metodu ir gauty -ekstrakty/liekany
eksperimentiniai tyrimai

3.3.1. Soksleto ekstrakcijos metu gautos iSeigos

Vysniy iSspaudy frakcijomis buvo atlikta Soksleto ekstrakcija naudojant heksang. Eksperimento
metu gautos ekstrakty iSeigos pateikiamos 16 paveiksle.
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16 pav. Vysniy ekstrakty iSeigos gautos po Soksleto ekstrakcijos

IS gauty rezultaty matyti, kad didZiausia iSeiga gaunama 1§ 5 frakcijos (12,16 %), o tam jtakos
galéjo turéti tai, jog Sioje frakcijoje yra gana didelis kiekis sutraiskyty kauliuky branduoliy,
kuriuose gausu aliejaus. Maziausia iSeiga gauta i$ 3 frakcijos 5,04 %. Lyginant tarpusavyje visas 6
vys$niy iSspaudy frakcijas matyti, kad 2 F ir 5 F nustatyta didziausia iSeiga. Soksleto ekstrakcijos
efektyvumas priklauso nuo zaliavos matricos, sudéties ir daleliy dydzio. Esant smulkiems kauliuky
lukstams, branduoliams ar smulkioms zaliavos daleléms didéja ekstrahuojamas pavirSiaus plotas ir
taip pasiekiama didesné iSeiga. Gornas ir Kiti (2016) atliko 6 skirtingy vySniy veisliy (Tamaris,
Zentenes, Harito novskaya, Latvijas Zemais, Shokoladnica ir Bulatnikovskaya) kauliuky branduoliy
ekstrakcijg su heksanu ir nustaté, jog iSeiga kito nuo 17,5 iki 37,1 % [118]. Lyginant literattiroje
pateiktus rezultatus su darbe gautais duomenimis pastebima, kad iSeigos smarkiai skyrési. Tai gali
biiti siejama su pasirinktomis vySniy veislémis bei zaliava (vySniy kauliuky branduoliai/vySniy
iSspaudos), kuri buvo naudota ekstrakcijai. Pasirinktas ekstrakcijos metodas taip pat gali turéti
jtakos iSeigai. I§ SeSiy veisliy, kurias tyré mokslininky grupé Gdrnas ir Kiti (2016), tik i§ Tamario
veislés vysniy branduoliy gauta iSeiga (17,5 %) buvo artima vysniy 5 frakcijos iSeigai (12,16 %).
Sios iSeigy vertés galimai yra artimos dél to kad, Tamaris veislé pasizymi maZesniu branduoliy
aliejingumu nei kitos veislés, o 5-oje vysniy frakcijoje yra lik¢ daugiau priemaisy (branduoliy).

3.3.2. Ekstrakty ir ekstrakcijos liekany po Soksleto antioksidacinio potencialo jvertinimas

Ekstrakty ir ekstrakcijos liekany gauty po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinis aktyvumas buvo
jvertintas ABTS™ ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) nustatytas
pritaikant Folin-Ciocalteu metodika. BFJK (mg GRE/g) ir antioksidacinis aktyvumas (mg TE/g)
1SreikStas grame ekstrakto/bandinio ir grame sausy medziagy. Rezultatai pateikiami 7 ir 8 lentelése.
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7 lentelé. Vysniy ekstrakty gauty po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

=
Bandinys mgB l(:SJI‘-\FfE’lg mg? I(ZBJRKE'/g :1\5 -'I|-'SE/g ABTS", n?gR'ﬁ\Ig/g ORAC,
ekstrakto SM ekstrakto mg TE/g SM ekstrakto mg TE/g SM
1Frakcija ~ 15,62+0,50  0,89+0,03 2,81+0,14 0,16 0,01 26,16+ 0,35 1,49 + 0,02
2 Frakcija 14,080,222  1,17+0,02 2,49+ 0,08 0,21+ 0,01 1929+0,57  1,60+0,05
3Frakcija  1492+034  0,75+0,02 2,30+ 0,12 0,12+0,01  25,18+0,75  127+0,04
4 Frakcija 1531021  0,90+0,01 3,79+0,15 022+001  21,84+098  129+0,06
5Frakcija ~ 10,00£0,38  1,22+0,05 0,57 0,05 0,07 £ 0,01 1995+1,11  243+0,13
6 Frakcija ~ 11,67+£022  0,79+0,01 3,39+0,24 023+0,02  27,94+068  1,89+0,05

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés + SN.

Ekstraktuose po Soksleto ekstrakcijos BFJK kito 10,00-15,62 mg GRE/g ekstrakto ribose.
Didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 1 frakcijoje (15,62 mg GRE/g ekstrakto), tai buvo
stambiausia frakcija. MaZziausiu bendru fenoliniy junginiy kiekiu pasizyméjo 5 frakcijos ekstraktas
(10,00 mg GRE/g ekstrakto). Literatiroje néra duomeny apie vySniy iSspaudy ekstrakty
antioksidacinj jvertinimg atlikus Soksleto ekstrakcija su heksanu, todél palyginti kol kas néra
galimybes.

Radikalo blukinimo ABTS™ metodu nustatytas didZiausias antioksidacinis aktyvumas 4 frakcijoje
(3,79 mg TE/g ekstrakto), maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo 5 frakcija (0,57 mg
TE/g ekstrakto). ISmatavus deguonies radikaly surisimo gebg (ORAC) bandiniy vertés kito nuo
19,29 iki 27,94 mg TE/g ekstrakto. Didziausia suri§imo geba pasizyméjo smulkiausios 6 frakcijos
ekstraktas, maziausia — 2 frakcijos.

8 lentelé. Vysniy liekany gauty po Soksleto ekstrakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

m
Bandinys mg? ';Jlfélg mgB ';JF:(é/g 298 -;SE/g ABTS, nc])gR-ﬁ;g ORAC,
bandinio SM bandinio MY TEASM L dinic M9 TE/gSM
1Frakcija  1448=1,00  13.66=094  57.82+591  5453+557  23,04+124 21,73+ 1,17
2Frakcija  9,77+055  896+0,50  37,52+336 3440 £3,08  2521+2,06  23,12=1,89
3Frakcija 937062  800+059  4854+158  4609+150  37,34+£236 3546224
AFrakcija  11,84+088  11,14+083 43224217  40,67+£2,04 3923274  3692+2,58
5Frakcija ~ 20,70£2,03  18,18+178  8501+134  7467+1,18  3400+328  29,87+2.88
6 Frakcija 2743+ 1,65 2558+ 154 10314+206 96,18+1,02 33114034  30,880,32

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés + SN.

Vysniy iSspaudy liekanose po Soksleto ekstrakcijos BFJK kito 9,37-27,43 mg GRE/g bandinio
intervale. DidZiausias bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 6 frakcijos liekanoje (27,43 mg
GRE/g bandinio). Tarp 2 ir 3 frakcijos nebuvo pastebétas reikSmingas skirtumas, kur BFJK
atitinkamai sieké 9,77 ir 9,37 mg GRE/ g bandinio. Maziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas
3 frakcijos liekanoje.

Radikalo blukinimo ABTS™ metodu nustatytas didZiausias antioksidacinis aktyvumas 6 frakcijos
liekanoje (103,14 mg TE/g bandinio). Beveik trigubai mazZesniu antioksidaciniu aktyvumu
pasizyméjo 2 frakcijos liekana (37,52 mg TE/g bandinio). 3 ir 4 frakcijos tarpusavyje skyrési labai
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nezymiai, atitinkamai 48,54 ir 43,22 mg TE/ g bandinio. 1 frakcijos liekana (57,82 mg TE/g
bandinio) pasizyméjo beveik dvigubai mazesniu antioksidaciniu aktyvumu lyginant su 6 F.

Matuojant ORAC, didziausia deguonies radikaly suriSimo geba pasizyméjo 4 frakcijos liekana
(39,23 mg TE/g bandinio), o maziausiu — 1 (23,04 mg TE/g bandinio). Lyginant antioksidacinio
aktyvumo vertes tarpusavyje artimiausios vertés nustatytos tarp 1 (23,04 mg TE/g bandinio) ir 2
(25,21 mg TE/g bandinio) frakcijy liekany, taip pat tarp 3 (37,34 mg TE/g bandinio) ir 4 (39,23 mg
TE/g bandinio) bei tarp 5 (34,00 mg TE/g bandinio) ir 6 (33,11 mg TE/g bandinio) frakcijy lickany.
Stebint tokig tendencijg, galima sakyti, kad tarp sudétimi panasSiy frakcijy (jvertinant
1Sspaudy/kauliuky luksty/branduoliy kiekj) yra gaunamas panaSus antioksidacinis aktyvumas.

3.3.3. Bendro karotinoidy kiekio analizé

Karotinoidai yra pigmentiniai junginiai, labai paplite gamtoje. Karotinoidy spalva kinta nuo
geltonos iki raudonos. Si junginiy klas¢ aptinkama augaly valgomojoje ir nevalgomojoje dalyse
[114]. Kadangi karotinoidai yra lipofiliniai junginiai, $iy junginiy ekstrakcija buvo atlickama
naudojant heksang. Nustatytas bendras karotinoidy kiekis (BKK) vy$niy ekstraktuose po Soksleto
ekstrakcijos pateikiamas 9 lenteléje. BKK isreikStas mg p-karoteno grame ekstrakto arba grame
sausos medziagos.

9 lentelé. Bendras karotinoidy kiekis vy$niy ekstraktuose, gautuose po Soksleto ekstrakcijos

Bandinys B BIK
mg fB-karoteno/g ekstrakto mg B-karoteno/g SM

1 Frakcija 1,41 +£0,07 0,08 + 0,00
2 Frakcija 0,79 + 0,03 0,07 + 0,00
3 Frakcija 1,07 £ 0,00 0,05+ 0,00
4 Frakcija 1,12+ 0,02 0,07 £ 0,00
5 Frakcija 0,56 + 0,00 0,07 £ 0,00
6 Frakcija 1,93 £ 0,04 0,13+ 0,00

Nurodytos vidutinés keturiy pakartojimy vertés = SN.

I§ gauty duomeny matyti, kad bendras karotinoidy kiekis vysniy ekstraktuose kito nuo 0,56 iki 1,93
mg B-karoteno/g ekstrakto. Labai artimas BKK buvo nustatytas tarp 3 ir 4 frakcijy, atitinkamai 1,07
ir 1,12 mg B-karoteno/g ekstrakto. Didziausias jy kiekis gautas 6 (smulkiausioje) frakcijoje — 1,93
mg B-karoteno/g ekstrakto, maziausias — 5 frakcijoje (0,56 mg B-karoteno/g ekstrakto). 1-oje, 3-0je,
4-0je ir 6-oje frakcijose BKK virsijo 1 mg 3-karoteno/g ekstrakto. Gérnas ir kiti (2016) nustaté, kad
bendras karotinoidy kiekis vy$niy kauliukuose buvo 0,51-1,75 mg/100 g aliejaus [118]. Palyginus
literatiiroje pateiktus duomenis su Siame darbe gautais rezultatais (0,56-1,93 mg [B-karoteno/g
ekstrakto) pastebimi dideli skirtumai. Atliktas eksperimentas parodé, kad karotinoidai yra kaupiami
ne tik vySniy kauliuky branduoliuose, taciau ir paciose iSspaudose (tyrimo metu naudotose
frakcijose tik nedidele dalj sudaré branduoliai). Tokiems dideliems skirtumams vertinant bendra
karotinoidy kiekj gal¢jo turéti jtakos naudoti skirtingi ekstrakcijos metodai, salygos ir rezultaty
apskai¢iavimo metodika. Zinoma bitina paminéti, kad pats tiriamasis objektas (vy$nios/jy
i§spaudos arba kauliukai), vySniy auginimo salygos bei pasirinkta veislé taip pat gali turéti jtakos
gaunamiems duomenims.
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3.4. VySniy iSspaudy ekstrakcija SKE-CO; metodu ir gauty ekstrakty/liekany
eksperimentiniai tyrimai

3.4.1. Superkriziné ekstrakcija anglies dioksidu (SKE-CO,)

Superkriziné ekstrakcija anglies dvideginiu buvo vykdyta su visomis 6-iomis vySniy iSspaudy
frakcijomis. SKE-CO, optimalios sglygos buvo pasirinktos 42,4 MPa slégis ir 53 °C temperatiira.
Ekstrakcijos laikas nustatytas eksperimentiskai, analizuojant SKE—-CO, kinetikg palaikant pastovy
anglies dvideginio srautg (2 1/min.). Ekstrakcijy kinetinés kreivés buvo isreikstos ekstrakto iSeigos
priklausomybe nuo laiko (zr. 17 pav.). Eksperimento pradzioje ekstrakto iSeiga buvo matuojama kas
15 min., po 60 min. matavimai buvo atliekami kas 30 min. Eksperimentas buvo laikomas baigtu,
kai ekstrakcijos iSeiga nusistovejo.
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17 pav. Vysniy ekstrakty kinetinés kreivés vykdant SKE-CO,

IS gauty kinetikos kreiviy matyti, kad ekstrakcijos iSeiga Zenkliai nustoja kilusi pra¢jus 60 min. 1-4
frakcijose, taciau 5 ir 6 frakcijose didziausia verté buvo pasiekta praéjus 90 min. Visy 6 frakcijy
iSeiga nusistovéjo pasiekus 180 min. Esant tokioms eksperimento saglygoms (42,4 MPa, 53 °C, 180
min.) gautos ekstrakty iSeigos pateiktos 18 paveiksle.
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18 pav. Vysniy ekstrakty iSeigos gautos po SKE-CO,

IS atlikto SKE-CO, eksperimento duomeny matyti, kad iSeiga tarp skirtingy vysniy frakcijy kito
nuo 3,38 iki 8,69 %. Didziausia iSeiga gauta 5 frakcijoje (8,69 %) dél joje likusio didziausio kiekio
kauliuky branduoliy. IS 2 frakcijos gauta iSeiga (5,83 %) buvo beveik 1,5 karto mazesné lyginant su
didziausia reikSme. O i§ 1 F (3,74 %), 3 F (3,38 %), 4 F (3,90 %) ir 6 F (3,94 %) gautos iSeigos
buvo labai artimose vertése lyginant tarpusavyje, taiau dvigubai mazesnés nei 5 frakcijos.

Palyginus SKE-CO, ir Soksleto ekstrakcijy iseigas (zr. 19 pav.) pastebima, kad bendra iSeigos
poky¢iy tendencija atsikartojo, nors po Soksleto ekstrakcijos iSeigos buvo didesnés.
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19 pav. Ekstrakty, gauty po Soksleto ekstrakcijos ir SKE—CO,, i§eigy palyginimas

Mokslinéje literatiiroje buvo pateikta tresniy (Prunus avium) SKE-CO, (25 MPa, 60 min., 50 °C)
ekstrakcijos iseiga, kuri sieké 0,5 % [119]. Lyginant literatiiroje pateikta iSeigg Su eksperimento
metu gautomis (3,38-8,69 %) pastebimas zenklus skirtumas tarp jy. Didesn¢ iSeiga galéjo lemti
ekstrakcijos metu naudotas didesnis slégis bei ilgesné trukmé. Taip pat jtakos tur¢jo ir iSspaudy
sudétis, nes visose frakcijose buvo kauliuky branduoliy, kurie yra labai aliejingi.
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3.4.2. Ekstrakty ir ekstrakcijos lieckany po SKE-CO, antioksidacinio potencialo
jvertinimas

Ekstrakty ir ekstrakcijos liekany gauty po SKE-CO, antioksidacinis aktyvumas jvertintas tokiais
paciai metodais kaip aprasyta ankséiau (Zr. 3.3.2. skyrius). BFJK (mg GRE/g) ir antioksidacinis
aktyvumas (mg TE/g) isreikStas grame ekstrakto/bandinio bei grame sausy medziagy (SM).
Rezultatai pateikiami 10 ir 11 lenteléje.

10 lentelé. Vysniy ekstrakty gauty po SKE-CO, antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

BFJK, BFJK, ABTS™,
Bandinys mg GRE/g mg GRE/g mg TE/g
ekstrakto SM ekstrakto

ABTS™, ORAC, ORAC,

mg TE/g
mg TE/g SM ekstrakto mg TE/g SM

1 Frakcija 8,75+ 0,22 0,33 +0,01 4,26+0,10 0,16 £ 0,00 54,92+ 2,73 2,06 £0,10
2 Frakcija 8,19+ 0,33 0,48 £0,02 4,35+0,34 0,25+0,02 36,85+ 1,97 2,15+0,11
3 Frakcija 7,94 £ 0,63 0,27 £0,02 6,37 +0,22 0,22+ 0,01 54,53 +£1,42 1,84 £ 0,05
4 Frakcija 7,86 £ 0,47 0,31 +0,02 4,85+0,13 0,19+0,01 58,99 +3,11 2,30+£0,12
5 Frakcija 8,17+ 0,12 0,71 £ 0,01 1,72+ 0,15 0,15+0,01 35,12 + 1,60 3,05+0,14
6 Frakcija 8,64 + 0,34 0,34+ 0,01 2,61 +0,17 0,10+ 0,01 95,49 + 4,92 3,76 £ 0,19

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés + SN.

Ekstraktuose po SKE-CO; bendras fenoliniy junginiy kiekis kito nuo 7,86 iki 8,75 mg GRE/g
ekstrakto. DidZiausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas ekstrakte, gautame i$ 1 frakcijos iSspaudy
(8,75 mg GRE/g ekstrakto), kurios buvo stambiausios. Maziausiu fenoliniy junginiy kiekiu
pasizyméjo ekstraktas, gautas i§ 4 frakcijos (7,86 mg GRE/g ekstrakto). BFJK labai mazai skyrési
lyginant visas frakcijas tarpusavyje, tai rodo kad ekstraktai gauti po superkrizinés ekstrakcijos buvo
panasaus aktyvumo nepriklausomai nuo to, kokia buvo frakcijy sudétis. Palyginus gauty ekstrakty
BFJK su literatroje pateikiamais rezultatais pastebimas labai didelis skirtumas. Adil ir kiti (2008)
atliko SKE-CO; ekstrakcijg su vysniy iSspaudomis papildomai pridedant etanolio (14, 17 ir 20 %)
modifikatoriaus ir nustaté BFJK, kuris sieké tik 0,16-0,54 mg GRE/g ekstrakto [120]. Nors Adil ir
kity (2008) atliktame tyrime buvo naudojamas modifikatorius, kuris turéjo padidinti tirpiklio
poliskumg bei pagerinti bioaktyviy junginiy iSsiskyrima, vis délto nebuvo gautas toks fenoliniy
junginiy kiekis, koks nustatytas vySniy iSspaudy frakcijy ekstraktuose po SKE—-CO,. Tokius
skirtumas tarp Adil ir kity (2008) bei vySniy frakcijy atlikty eksperimenty rezultaty galéjo lemti
vysniy iSspaudy frakcijy sudétis, nes jose buvo like kauliuky branduoliy, kurie taip pat kaip ir
18spaudos savo sudétyje turi bioaktyviy junginiy.

Didziausias antioksidacinis aktyvumas ABTS™ radikalo blukinimo metodu nustatytas 3 frakcijoje
(6,37 mg TE/g ekstrakto), maziausias —5 frakcijoje (1,72 mg TE/g ekstrakto). I§ gauty rezultaty
matyti, kad 5 ir 6 frakcijos pasizyméjo 2—-3 kartais mazesniu antioksidaciniu aktyvumu lyginant su 3
frakcija, ir atitinkamai sieké 1,72 ir 2,61 mg TE/g ekstrakto. ISmatavus deguonies radikaly suri§imo
gebg (ORAC) vertés kito nuo 35,12 iki 95,49 mg TE/g ekstrakto. Didziausia suri§imo geba
pasizyméjo smulkiausia 6 frakcija, maziausiu — 5 frakcija.

Palyginus lipofiliniy ekstrakty gauty skirtingais metodais (Soksleto ekstrakcija ir SKE-COj)
antioksidacinj potencialg matyti, kad visy frakcijy Soksleto ekstraktai pasizyméjo didesniu BFJK,
ta¢iau mazesniu aktyvumu, vertinant ABTS™ ir ORAC metodais. Tokoferoliai ir karotinoidai yra
pagrindiniai riebaluose tirpiis antioksidantai, kurie slopina laisvyjy radikaly veikla. Jvertinus bendra
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karotinoidy kiekj (Zr. 9 ir 14 lentelés) matyti, kad daugiau $iy junginiy nustatyta ekstraktuose po
SKE-CO; nei po Soksleto ekstrakcijos visose frakcijose. Manoma, kad didesnis tokoferoliy kiekis
iSgaunamas taikant superkrizing ekstrakcija nei tradicing Soksleto ekstrakcijg, todél galimai dél
didesnio tiek tokoferoliy, tiek karotinoidy kiekio SKE-CO, ekstraktuose nustatytas ir didesnis
antioksidacinis potencialas.

11 lentelé. Vysniy iSspaudy ir liekanos, gautos po SKE-CO,, antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

"

Bandinys mgB EJFle’/g mgB ZJF:(é/g r/:gB ‘TFSE/g ABTS”, |”rc1)gR¢EC/;3 ORAC,
bandinio SM bandinic M9 TEAASM - dinic MY TE/gSM

Pries

SKE-CO;

1 Frakcija 14,16 £ 1,56 1324+ 1,46 4431268 41,4420 17,99 + 1,16 16,83 + 1,09

2 Frakcija 8,76 0,71 8,23 £ 0,67 39,43+2,99  37,03+2,80  1642+126  1542+1,18

3Frakcija  11,61+053  10,94+0,50  3580+2,18  33,73£206  22,61+134 21,30+ 1,26

4 Frakcija 11,36 + 0,35 10,71+ 033  53,42+578  50,35+545 16,85 + 1,09 15,88 + 1,03

5 Frakcija 12,64 1,19 11,81 1,11 51,09+3,18  47,75+297 4948+ 1,64  4624+1,53

6 Frakcija ~ 25,59+1,53  2387+143  10624+555  99,12+5,18  1929+132 18,00+ 1,23

Po

SKE-CO,

1Frakcija  1583+0,80 1524+ 0,77  5242+236  5045+227  34,52+£282 3323271

2 Frakcija 7,35+0,78 6,92 + 0,73 33,84+1,70 31,86+ 1,60  1426+123  1343+£1,16

3 Frakcija 8,85 £ 0,70 8,55 + 0,68 3331+£0,46  32,18+044  17,82+045  17,22+0,43

4 Frakcija  11,70£0,59  11,24+0,57  4526+191  4350+1,84  13,57+0,36  13,04+0,35

5Frakcija  13,31+0,54  12,15+0,49  74,15+£6,15  67,71£562  2578+241  23,54+2,20

6 Frakcija ~ 22,52+0,80  21,63+0,77  101,51+£7,56  97.51+£726  37,12+2,69  35,66+2,58

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés £ SN.

Vysniy iSspaudose prie§ ekstrakcija BFJK sieké 8,23-23,87 mg GRE/g SM. Didziausiu fenoliniy
junginiu kiekiu pasizyméjo 6 frakcija (23,87 mg GRE/g SM). Verta paminéti, kad 6 F — smulkiausia
frakcija, kurioje buvo didZiausia dalis vy$niy i§spaudy ir maziausia dalis priemaisy (kauliuky luksty
ir/arba branduoliy). 1-0je, 3-0je, 4-0je ir 5-0je frakcijose nustatytos labai panasios BFJK vertés
lyginant jas tarpusavyje. Maziausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas 2 frakcijoje (8,23 mg
GRE/g SM). Panasius rezultatus gavo ir Toydemir ir kiti (2013), jog vysniose BFJK sieké 9,22 mg
GRE/g SM [121].

ABTS™ radikalo blukinimo metodu didZiausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas 6 frakcijoje
(99,12 mg TE/g SM). Trigubai mazesniu antioksidaciniu aktyvumu pasizymeéjo 3 frakcija (33,73mg
TE/g SM). Aneta ir kiti (2014) atliko antioksidacinio aktyvumo jvertinimag ABTS™ metodu su 33
skirtingomis vySniy veisliy iSspaudomis (Agat, Ametyst, Cesarzowa Eugenia, Dradem, Erdi
Botermo, Erdi Nagygyvmvscu, Fanal, Fortuna, Groniasta, Karneol, Keleris 14, Ksiazeca, Lucyna,
Lutowka, Meteor Korai, Morina, Nana, Nordstar, Pandy, Sabina, Safir, Skierka, Stevensbaer,
Topas, Turgieniewka, Wanda, Wiblek, Wifor, Wilena, Wilga, Winer, Wisok, Wolynska) ir nustateé,
kad jis kito nuo 3,72 iki 18,40 mmol TE/100 g SM [122]. Lyginant literataroje pateiktus duomenis
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su gautais eksperimentiniais rezultatais matyti, kad tiek naudojamos frakcijos sudétis, tiek veislés
pasirinkimas turi labai didelés jtakos antioksidaciniam aktyvumui.

Matuojant ORAC, didziausia deguonies radikaly suriSimo geba pasizyméjo 5 frakcija (46,24 mg
TE/g SM), o maziausia — 2 frakcija (15,42 mg TE/g SM). ISspaudy antioksidacinio aktyvumo vertés
prie§ ekstrakcijg kito 15,42-46,24 mg TE/g SM intervale. Maziausiu aktyvumu pasizyméjo 2 ir 4
frakcijos lyginant su visomis 6 frakcijomis. Aneta ir kiti (2014) atliko antioksidacinio aktyvumo
jvertinimg vysniose pagal ORAC metoda ir nustate, kad jis kito nuo 8,13 iki 38,11 mmol TE/100 g
SM [122].

Po SKE-CO;, taip pat buvo analizuojamas gauty liekany antioksidacinis aktyvumas, kuris sumazgjo
lyginant su pradine zaliava. Didziausias BFJK nustatytas 6 frakcijoje — 21,63 mg GRE/g SM, o
maziausias — 6,92 mg GRE/g SM (2 F liekanoje). Antioksidacinis aktyvumas pagal ABTS™
didziausias nustatytas 6 frakcijos lickanoje (97,51 mg TE/g SM), o maziausiu aktyvumu pasizyméjo
2-0s (31,86 mg TE/g SM) ir 3-os (32,18 mg TE/g SM) frakcijy liekanos. Matuojant ORAC
nustatytas didZiausias aktyvumas 1 frakcijos (33,23 mg TE/g SM) ir 6 frakcijos (35,66 mg TE/g
SM) liekanose. Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo taip pat dvi frakcijos, tai 2 F
(13,43 mg TE/g SM) ir 4 F (13,04 mg TE/g SM).

3.4.3. Riebaly riig§éiy sudéties analizé

Riebaly ragstys sudaro lipidus (riebalus) ir jos yra skirstomos j kelias grupes pagal dvigubus rysius
(jungtis) grandingje. Sociosios riebaly riigstys neturi dviguby jung¢iy, mononesocios — turi vieng
dviguba jungtj, polinesocios — turi 2—6 dvigubus rySius. Vysniy ekstrakty, gauty po superkrizinés
ekstrakcijos anglies dioksidu, riebaly rigs¢iy sudétis pateikiama 12 lenteléje.

12 lentelé. Riebaly rugsciy sudétis vySniy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

Riebaly rigséiy kiekis, %
Riebaly rugstis

1F 2F 3F 4F 5F 6F
1 2 3 4 5 6 7

Palmitino ragstis

8,26 + 0,00 7,99 +0,11 8,51+0,38 9,53+£0,12 8,33 +£0,56 12,94 £ 0,66
(C16:0)
Palmitolio rugstis

0,46 £ 0,01 0,47 £ 0,01 0,48 £0,02 0,52 £ 0,00 0,26 + 0,01 -
(C16:1)
Heptadekano
rigstis 0,15+ 0,07 - 0,11 £0,01 - - 0,43 £0,02
(C17:0)
Stearino riigstis

1,66 £ 0,01 1,79 £ 0,04 1,86 £ 0,02 1,94 £ 0,00 1,74 £ 0,03 2,72 £ 0,03
(C18:0)
Oleino ruigstis

30,37+0,29 3430+0,22 33,58+0,09 32,61+0,07 20,56+0,02 27,91+0,05
(C18:1n9c)
Linolelaidino
rugstis 0,52 + 0,00 0,60 + 0,03 0,56 £ 0,01 0,53 £ 0,01 0,32+ 0,01 -
(C18:2n6t)
Linolo rtigstis

39,52+0,30 41,40+0,46 41,38+0,14 40,39+0,29  42,06+0,24  33,54+0,11

(C18:2n6c)

lentelés tgsinys kitame puslapyje
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12 lentelés tesinys. Riebaly rtigséiy sudétis vysniy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

1 2 3 4 5 6 7

Arachidiné rugstis
(C20:0)

y-Linolo ragstis
(C18:3n6)
cis-11-Eikozeno

rigstis - - 0374002  057+0,00  0,55+0,05 -
(C20:1)

0,60 + 0,01 0,76 £ 0,07 0,77+ 0,03 0,69 + 0,02 0,38 +0,03 0,92 +£0,05

0,93 +£ 0,01 - 0,51 = 0,00 - 9,25+ 0,10 0,55+ 0,00

Linoleno rugstis
(C18:3n3)

Heneikozano
rugstis 0,49 £ 0,01 - 0,25+ 0,01 0,55 +0,02 - 2,11+0,27
(C21:0)

cis-11,14-
Eikosadieno - - - - 1,98 £ 0,00 -
rugstis (C20:2)

cis-8,11,14-
Eikosatrieno 1,00+ 0,16 - - - - -
riigstis (C20:3n6)

cis-5,8,11,14,17-
Eikosapentaeno 8,40 £ 0,02 9,04 + 0,32 6,35+ 0,12 4,39 + 0,00 1,08 £ 0,10 4,79+ 0,19
rugstis (C20:5n3)

2,57+ 0,01 1,16 £ 0,04 1,74+ 0,01 3,05+0,03 9,58 +£0,01 7,45+ 0,07

Nervono riagstis

(C24:1) - - 1,32 £0,07 2,06 + 0,04 1,36 £ 0,14 1,05+ 0,10

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés + SN, (-) — neaptiktas junginys.

Visuose ekstrakty frakcijose dominuojancios sociosios riebaly riigstys buvo: palmitino ir stearino,
nesocCios riebaly rigstys — oleino ir linolo. IS viso SeSiolika skirtingy riebaly riigséiy (RR) buvo
identifikuota paprastyjy vySniy ekstraktuose, kuriuose didzigja dalj sudar¢ nesocios riebaly rugstys,
1§ kuriy apie 25 % sudaré mononesocios RR, o 44 % polinesocios RR nuo viso riebaly riig§ciy
kiekio. Viso nustatytos 4 mononeso¢ios RR ir 7 polineso¢ios RR. Mononesocias riebaly rtigstis
sudaré: palmitolio rigstis, oleino rugstis, cis-11-eikozeno riigstis, nervono rugstis. DidZiausias i$
mononesociy RR kiekis nustatytas oleino riigSties (C18:1), kuris kito 20,56-34,30 % intervale. Kity
RR kiekis buvo zenkliai mazesnis. Nustatyta palmitolio riebaly riigsties (C16:1) koncentracija
visuose ekstraktuose sieké 0,26-0,52 %, iSskyrus 6 F, kurioje ji nebuvo identifikuota. Panasus
kiekis nustatytas ir cis-11-eikozeno riigsties (C20:1) (0,37-0,57 %) 3-0s, 4-0s ir 5-0s frakcijos
ekstraktuose. Nervono riebaly rtgsties (C24:1) 3-o0je, 4-0je, 5-0je ir 6-0je frakcijose buvo kiek
daugiau nuo 1,05 iki 2,06 %. Vertinant polinesociy riebaly riigsc¢iy sudétj, matyti, kad daugiausiai
vys$niy ekstraktuose buvo linolo riebaly ragsties (C18:2) 33,54-42,06 %. Antra pagal kiekj buvo
linoleno rugstis (C18:3), kurios koncentracija ekstraktuose kito nuo 1,16 iki 9,58 %. Nors y-linolo
rugsties (C18:3) koncentracija buvo labai panasi (0,51-9,25 %), taciau ji nebuvo aptikta 2 ir 4
frakcijose. Tirtuose vysSniy ekstraktuose buvo ir tokiy polineso€iy riebaly riig§ciy, kuriy
koncentracija vos sieké 1-2 %. Tarp tokiy RR buvo: linolelaidino ragstis (C18:2), kurios kiekis kito
0,32-0,60 % ribose, cis-11,14-cikosadieno ragstis (C20:2), kuri buvo aptikta tik 5 frakcijoje (1,98
%), cis-8,11,14-eikosatrieno ragstis (C20:3), kuri buvo identifikuota tik 1 frakcijoje (1,00 %) ir cis-
5,8,11,14,17-cikosapentaeno ragstis (C20:5), kurios kiekis sieké 1,05-2,06 %. Visuose ekstraktuose
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so¢iy RR kiekis sieke apie 31 % nuo viso riebaly rugsciy kiekio. Tarp sociyjy riebaly ragsciy
didziausias kiekis rastas palmitino RR (7,99-12,94 %.) (C16:0), o stearino RR (1,66-2,72 %)
(C18:0) kiekis buvo beveik 5 kartus mazesnis lyginant su palmitino RR. Soti heneikozano riebaly
ragstis (C21:0) buvo aptikta 1, 3, 4 ir 6 frakcijose, o jos kiekis kito nuo 0,25 iki 2,11 %. Kitos
socios riebaly rtgstys kaip, heptadekano riebaly riigstis (C17:0 — 0,11-0,43 %) ir arachidiné riebaly
rugstis (C20:0 — 0,38-0,92 %.) rastos labai mazomis koncentracijomis. Heptadekano RR buvo
nustatyta ne visose vySniy ekstrakty frakcijose, o tik 1-0je, 3-0je ir 6-oje. IS gauty analizés rezultaty
matyti, kad vySniy ekstraktas po superkrizinés ekstrakcijos su CO, buvo geras nesoCiy riebaly
ragsciy Saltinis. Pagrindinés riebaly ragsciy, kurios buvo identifikuotos SKE-CO, ekstraktuose,
strukttrinés formulés pateikiamos 20 paveiksle.

Literaturoje pateikiama duomeny, kuomet taikant skirtingus ekstrakcijos metodus, nustatoma
vysniy kauliuky aliejaus riebaly rtigsciy sudétis. Mokslininky grupé Gornas ir kiti (2016) nustate,
kad priklausomai nuo pasirinktos vySniy veislés, kauliuky aliejaus sudétis nekinta, tac¢iau randamas
skirtingas riebaly riig8¢iy kiekis. Sio eksperimento metu buvo istirtos 6 vy$niy veislés
(Bulatnikovskaya, Haritonovskaya, Latvijas Zemais, Shokoladnica, Tamaris ir Zentenes), o gauti
rezultatai parodé, kad $iy vysniy kauliuky aliejus buvo geras riebaly rigsciy (palmitino (C16:0) —
5,06-7,38 %, palmitolio (C16:1) — 0,16-0,33 %, stearino (C18:0) — 2,22-3,45 %, oleino (C18:1) —
25,25-45,30 %, linolo (18:2) — 35,50-46,06 % ir arachidinés riebaly rigsties (C20:0) — 0,95-1,38
%) Saltinis [118]. Yilmaz ir kiti (2013) atlike eksperimenta nustaté, kad vysniy kauliuky aliejuje
pagrindinés riebaly riigstys Sios: palmitino (C16:0) (7,24 %), stearino (C18:0) (1,33 %), oleino
(C18:1) (44,99 %), linolo (18:2) (41,81 %) ir linoleno (C18:3) (4,63 %) [70]. Abiejy moksliniy
grupiy duomenys labai panasiis, ta¢iau Gornas ir kiti (2016) stearino RR nustaté apie 1,5 karto
daugiau nei Yilmaz ir kiti (2013). Gornas darbo grupé (2016) nurodé identifikave arachiding ragstj
(C20:0), o Yilmaz ir kiti (2013) nustaté linoleno RR (C18:3). Palyginus mokslininky gautus
duomenis su baigiamajame projekte pateiktais, matyti labai panasiis rezultatai. NeZymius skirtumus
gal¢jo lemti skirtingi ekstrakcijos metodai bei jy salygos, Zaliava, pradinis paruoSimas, vySniy
auginimo salygos bei tyrimams naudotos vysniy veislés.

e T T T T . e A

Palmitino r OH
o]
S N NG NG PR PN L PR Z
Olemo r OH
LWL WL W LW B WL WL W
Linolo r OH
\/\/\///\/,/\/\/\/\/\ 0
Linoleno r OH

20 pav. Riebaly riigstys, kurios buvo identifikuotos vysniy ekstraktuose
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3.4.4. Triacilgliceroliy sudéties analizé

Triacilgliceroliai (TAG) yra esterinti riebalai. Triacilglicerolius sudaro glicerolis ir prie jo prijungti
trys riebaly ragsciy esteriai. TAG sudétis vySniy ekstraktuose po SKE-CO; pateikiama 13 lenteléje.

13 lentelé. Triacilgliceroliy sudétis vy$niy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

Triacilglicerolio Triacilgliceroliy kiekis, %
junginys 1F 2F 3F 4F 5F 6F
LLLn 19,50 18,95 19,54 20,22 22,00 21,65
LnLnLn - - - - 3,19 0,52
SLO 7,62 8,20 7,74 7,83 3,00 6,07
NK1 6,62 5,58 5,66 5,68 6,29 6,82
PLS 2,89 2,90 3,09 2,95 1,36 2,82
LLnLn 3,57 2,97 3,93 4,28 11,07 7,49
OLL 18,83 19,76 18,30 18,49 14,30 15,26
PLnLn 0,70 - 0,52 0,35 2,30 0,88
PLL 4,91 4,64 4,69 4,74 6,01 6,19
OLnL 13,20 13,61 13,97 13,37 19,27 13,02
PLO 6,95 7,12 6,92 6,86 3,72 6,69
SLL 15,20 16,28 15,63 15,24 7,49 12,60

Cia: P: palmitino riigtis; S: stearino rgstis; O: oleino riigstis; L: linolo riigstis; Ln: linoleno rigtis, (-) — neaptikta.

Pagal gautus eksperimentinius rezultatus matyti, kad lipofiliniuose vysniy ekstraktuose buvo
identifikuota 12 TAG junginiy, kuriuos pagrinde sudaro penkios riebaly riagstys (P — palmitino, S —
stearino, O — oleino, L — linolo ir Ln — linoleno). Taip pat tyrimo metu buvo aptiktas vienas naujas
TAG junginys. Sis triacilglicerolis (NK1), dar kol kas néra identifikuotas literatiiroje, todél ji
sudaranciy riebaly riigsciy sudétis néra pateikiama. Didziausias TAG kiekis vySniy ekstraktuose
buvo nustatytas Siy junginiy: dilinoloil-linolenoilglicerolio (LLLn — 18,95-22,00 %), oleoil-
dilinoloilglicerolio (OLL — 14,30-19,76 %), oleoil-linolenoil-linoloilglicerolio (OLnL 13,02-19,27
%) ir stearoil-dilinoloilglicerolio (SLL 7,49-16,28 %). Tik 5-0je ir 6-0je vysniy i$spaudy frakcijy
ekstraktuose nustatytas triacilglicerolis, kurio molekuléje visos trys riebaly riigstys buvo vienodos
(LnLnLn). LnLnLn kiekis 5 F sieke 3,19 %, o 6 F — 0,52 %. Toks didelis skirtumas galéty buti dél
to, kad 5 F linoleno riebaly riigsties kiekis yra didziausias (9,58 %), o 6 frakcijoje mazesnis — 7,45
%. Kity identifikuoty TAG junginiy koncentracija vySniy iSspaudy ekstraktuose buvo mazesné nei
12 %. Eksperimento metu identifikuojant TAG nebuvo nustatyti tokie junginiai, kuriy sudétyje baty
dvi ar trys socios riebaly riigStys. Tais atvejais kai ] triacilglicerolio sudétj j€jo viena soti riebaly
rugstis, i§ pateikty rezultaty matyti, kad tai — palimtino arba stearino riebaly ragstis.

Comes ir kiti (1992) literatiroje pateiké duomenis apie tresniy kauliuky aliejaus, gauto po Soksleto
ekstrakcijos, TAG sudét] ir kiekj. Vysniy kauliuky aliejuje buvo nustatyti LLO, LOO, OOO ir EEL
triacilgliceroliy junginiai, kur L — linolo riebaly rtgstis, O — oleino riebaly rtgstis, E — elaidiné
riebaly rugstis (angl. elaidic acid) [123]. Po vysniy iSspaudy SKE—-CO, ekstrakcijos identifikuotas
triacilglicerolio OLL kiekis (14,30-19,76 %) buvo labai panasus kaip Comes ir kity (1992)
nustatytas treSniy aliejuje (18,5 %).
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3.4.5. Bendro

karotinoidy kiekio analizé

Nustatytas bendras karotinoidy kiekis (BKK) vysSniy ekstraktuose po atliktos superkrizinés
ekstrakcijos anglies dvideginiu (SKE-CO,) pateikiamas 14 lentel¢je. BKK isreikStas mg B-karoteno

grame ekstrakto bei

grame sausy medziagy.

14 lentelé. Bendras karotinoidy kiekis vy$niy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

Bandinys ?KK’ BK'_(’
mg B-karotino/g ekstrakto mg p-karotino/g SM

1 Frakcija 2,53 +0,00 0,09 + 0,00
2 Frakcija 1,69 £ 0,01 0,10+ 0,00
3 Frakcija 2,05+ 0,00 0,07 + 0,00
4 Frakcija 2,10+ 0,01 0,08 + 0,00
5 Frakcija 1,22 +0,00 0,11 +0,00
6 Frakcija 2,56 +0,01 0,10+ 0,00

Nurodytos vidutinés keturiy pakartojimy vertés + SN.

IS gauty analizés duomeny matyti, kad bendras karotinoidy kiekis vySniy ekstraktuose kito nuo 1,22
iki 2,56 mg p-—karoteno/g ekstrakto. Labai panasi koncentracija nustatyta 3-oje (2,05 mg pB-
karoteno/g ekstrakto) ir 4-oje frakcijose (2,10 mg B-karoteno/g ekstrakto). Didziausias karotinoidy
kiekis gautas 6 frakcijoje (smulkiausioje) — 2,56 mg p-karoteno/g ekstrakto, maziausias — 5
frakcijoje (1,22 mg B-karoteno/g ekstrakto). Lyginant BKK vysniy ekstraktuose po Soksleto
ekstrakcijos ir superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu pastebima labai panasi tendencija tarp
rezultaty (Zr. 21 pav.). Atliktas eksperimentas parodé, kad bendras karotinoidy kiekis gautas po
SKE-CO; buvo didesnis lyginant su Soksleto duomenimis, kai kuriais atvejais net 2 kartus (2 ir 5
frakcijos). Ivertinus iSeigg ir paskai¢iavus BKK kiekj gramui sausos zaliavos rezultatai buvo labai
panasiis, naudojant abu ekstrakcijos btidus, o tai parodo, kad SKE-CO, pakankamai efektyviai
iSekstrahavo karotinoidus i§ Zaliavos.

3,00 ~

2,50

2,00

1,50

BKK,

mg B-karoteno/g ekstrakto

1,00

0,50

0,00

2,53 2,56
2,10
2,05 1,93
1,69
1,41
1,07 112 1%
0,79
0,56

1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 4 Frakcija 5 Frakcija 6 Frakcija

Po SKE — CO2

H Po Soksleto
ekstrakcijos

21 pav. Bendro karotinoidy kiekio, gauto po Soksleto ekstrakcijos ir SKE-CO,, palyginimas
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3.4.6. Lakiyjy junginiy sudéties analizé

Vysniy iSspaudy ekstraktai, kuriy sudétyje buvo lakiyjy aromato junginiy, gauti po superkrizinés
ekstrakcijos anglies dvideginiu (SKE-CO,). Atlikus ekstrakty mikroekstrakcija, virSerdvéje
nustatyti 86 lakieji aromato junginiai i$ kuriy identifikuoti — 55 (zr. 15 lentel¢), kurie priklauso
jvairioms organiniy junginiy grupéms (aldehidams, esteriams, terpenams, ketonams ir kt.). Gauti
rezultatai (lakiyjy junginiy kiekis) iSreiksti procentais nuo identifikuoty junginiy smailiy ploty
SUmos.

Pagrindiniai lakieji aromato junginiai, kurie buvo identifikuoti vys$niy iSspaudy ekstraktuose:
humulenas (angl. humulene), vanilinas (angl. vanillin), 2E,AE-dekadienalis (angl. 2E,4E-
decadienal), 2-undekanonas (angl. 2-undecanone), nonankarboksiriig§tis (angl. nonanoic acid),
maltolis (angl. maltol), B-mircenas (angl. S-myrcene), 2,3-butandiolis (angl. 2,3-butanediol) ir
benzaldehidas (angl. benzaldehyde). Dominuojantis vySniy aromato junginys 1-6 frakcijose —
benzaldehidas, kurio kiekis kito nuo 8,16 iki 22,78 %. Benzaldehido kiekis mazéjimo tvarka
frakcijose i8sidésto taip: didZiausias jo kiekis nustatytas 5 frakcijoje (22,78 %), labai panaSiais
kiekiais lyginant tarpusavyje gauta 2-oje F (15,63 %), 1-oje F (12,82 %) ir 3-0je F (11,54 %)
frakcijose, o maziausi kiekiai nustatyti 4 (9,43 %) ir 6 (8,16 %) frakcijose. B-mircenas rastas 1-oje
(0,22 %), 3-0je (2,23 %), 4-oje (3,70 %) ir 6-oje (3,65 %) frakcijose, 2 F ir 5 F nebuvo aptiktas. Sio
junginio nustatytas kiekis buvo antras pagal dydj, taciau lyginant su benzaldehidu net 6 kartus
mazesnis. Kity pagrindiniy lakiyjy aromato junginiy (humuleno, 2E,4E-dekadienalio, vanilino,
nonankarboksirtigsties, 2,3-butandiolio, 2-undekanono, maltolio) koncentracija buvo mazesné nei 1
% nuo visy identifikuoty junginiy smailiy ploty sumos, o visy kity likusiy — mazesné nei 0,01 %. 15
lentel¢je pateikiami ir neZinomi junginiai, kuriy kiekis didesnis nei 1 %, taciau jie kol kas dar néra
identifikuoti.

Remiantis literatiros duomenimis, benzaldehidas laikomas pagrindiniu vy$niy lakiuoju aromato
junginiu. Sun ir kiti (2010) atliko lakiyjy junginiy analize 5-ioms skirtingoms tresniy (Prunus
avium) veisléms (Lapins, Rainier, Hongdeng, Stella ir Zhifuhong) ir nustaté, kad benzaldehidas
buvo vienas 1§ dominuojanciy junginiy jose. Gauti rezultatai parode, kad Sio junginio koncentracija
priklauso Siek tiek ir nuo veislés, nes benzaldehido kiekis atitinkamai jose sieké: Lapins — 17,74 %,
Rainier — 13,50 %, Hongdeng — 16,77 %, Stella — 11,03 %, Zhifuhong — 2,18 % [124]. Literattiroje
pateikiami duomenys yra labai panaSus ir/arba sutampa su Sio darbo rezultatais.
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15 lentelé. Lakiyjy aromato junginiy sudétis vysniy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

Sulaikymo . . Sulaikymo  Sulaikymo Smailiy plotas, %
trukmé, s Junginio pavadinimas indeksas indeksas* I g o= e = oF Nuoroda

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1368,7 Eilcjjtrlylsstﬁ;uenas 1520 1515 p p p p p p Waterman (2003) [125]
1347,9 Germacrenas D 1500 1497 - - 0,02 - - 0,08 Okamoto ir kiti (1981) [126]
1347,3 a-Bulnezenas 1499 1509 - - - - - 0,08 Waterman (2003) [125]
1334,4 Humulenas 1487 1487 - - 0,36 0,31 - 0,87 Minyard ir kiti (1967) [127]
1306,6 Geranilacetonas 1461 1455 0,03 - 0,02 0,01 - 0,07 Waterman (2003) [125]
1302,1 E-B-Farnezenas 1457 1456 - - - 0,01 - - Waterman (2003) [125]
1294,9 Nezinomas junginys 1 1450 - - - - - 1,04 -
12945 Nezinomas junginys 2 1450 - - - - - 1,04 -
1282,5 Vanilinas 1439 1447 0,28 0,47 0,39 0,37 0,02 0,05 Grzybowski ir kiti (1980) [128]
12745 Z-B-Farnezenas 1431 1442 - - - 0,01 - - Waterman (2003) [125]
12394 n-tetradekanas 1399 1400 - - - 0,03 - 0,09 Waterman (2003) [125]
1210,3 Dekankarboksirtigstis 1373 1366 0,03 - - - - - Waterman (2003) [125]
1194,9 2-Metilundekanalis 1360 1368 - p - - - - Waterman (2003) [125]
1190,7 Citronelilacetatas 1356 1352 0,01 - - - - - Waterman (2003) [125]
11853 Luano rigsties dibutilo 1351 1359 . . . . . 001  Zulaica ir Guiochon (1963) [129]
11715 1-Metilnaftalenas 1339 1330 p - - p 0,01 - Kuhn (2001) [130]
1165 Metilgeranatas 1333 1324 - - - 0,05 - 0,03 Waterman (2003) [125]
1161,7 Metildekanoatas 1330 1325 - - - - 0,02 - Waterman (2003) [125]
1144.3 2E ,4E-Dekadienalis 1316 1316 0,05 0,06 0,28 0,27 0,07 0,50 Waterman (2003) [125]

lentelés tgsinys kitame puslapyje
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15 lentelés tesinys. Lakiyjy aromato junginiy sudétis vysniy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1130,2 2-Undekanonas 1303 1294 - - - 0,12 - 0,18 Waterman (2003) [125]
1126,1 n-tridekanas 1299 1300 - - - 0,01 0,10 Waterman (2003) [125]
1097,5 Nonankarboksirtigstis 1277 1276 0,03 0,38 - 0,25 - - Waterman (2003) [125]
1075,7 Nezinomas junginys 3 1258 - 1,72 - 0,49 - - -
1052,3 Nezinomas junginys 4 1238 - - - - - 1,72 -
1051,8 Nezinomas junginys 5 1238 - - - - - 1,69 -
1050,7 Nezinomas junginys 6 1237 - - - - - 1,71 -
1042,6 Metilnonanoatas 1230 1226 - - 0,03 - - 0,04 Waterman (2003) [125]
1036,1 Naftalenas 1225 1219 p - - p - 0,01 Oszczapowicz ir Kiti (1984) [131]
1024 2E,4E-nonandienalis 1215 1212 0,02 0,05 0,01 0,01 0,01 0,06 Waterman (2003) [125]
1007,9 g“ﬁgﬂ? eteris dietileno 1201 1193 0 0,02 ; - - - Voelkel (1987) [132]
1007,3 Etiloktanoatas 1201 1197 - - - - 0,05 - Waterman (2003) [125]
986,4 Benzilo acetatas 1185 1177 0,05 0,02 0,01 0,02 - - Tomori ir kiti (1974) [133]
9442 Heksilbutanoatas 1152 1156 - - - 0,01 - - Ashes ir Haken (1974) [134]
936,5 Amfetaminas 1146 1150 - - 0,06 - - - Berninger ir Moller (1977) [135]
928,2 Maltolis 1139 1130 0,13 0,13 - 0,12 - - Viani ir kiti (1965) [136]
916,8 Metiloktanoatas 1130 1127 - - 0,05 - - 0,05 Waterman (2003) [125]
894,7 Amil izovaleratas 1113 1112 - - - - - 0,05 Ashes ir Haken (1974) [134]
876,3 p-cimenenas 1099 1091 - - - - - 0,01 Waterman (2003) [125]
8745 n-undekanas 1098 1100 - - - - - p Waterman (2003) [125]
851,1 v-heksalaktonas 1081 1081 0,05 - - - 0,06 - Brander ir kiti (1980) [137]
830,8 Nezinomas junginys 7 1065 0,74 0,79 0,97 - - - -
829,8 Nezinomas junginys 8 1065 - - 1,14 - - - -

lentelés tgsinys kitame puslapyje
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15 lentelés tesinys. Lakiyjy aromato junginiy sudétis vysniy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
829,4 Nezinomas junginys 9 1064 - 1,02 - - - - -
828,9 Nezinomas junginys 10 1064 - - 1,46 1,22 - - -
828,8 Nezinomas junginys 11 1064 - 1,35 1,73 1,20 - - -
828,5 Nezinomas junginys 12 1064 - 1,37 - - - - -
828,4 Nezinomas junginys 13 1064 - - - - 1,11 - -
827,8 Nezinomas junginys 14 1063 - - - - - 1,08 -
826,4 Nezinomas junginys 15 1062 - 15,84 15,14 12,89 13,83 - -
825,2 Nezinomas junginys 16 1061 10,92 15,83 14,94 12,71 13,84 - -
8247 Nezinomas junginys 17 1061 - - - - - 11,58 -
822,5 Nezinomas junginys 18 1059 - - 1,59 - - - -
822,0 Nezinomas junginys 19 1059 - - - - - 1,27 -
808,1 1,8-cineolis 1049 1050 - - - - 0,09 - Szabolcs ir kiti (1985) [138]
806,1 B-felandrenas 1047 1056 - - p - 0,09 0,01 Burns ir Tingey (1983) [139]
795,9 o-cimenas 1040 1038 - - - - 0,12 0,06 Gerasimenko ir kiti (1981) [140]
787,2 1,3-dimetil-5-etilbenzenas 1033 1042 - - - - - 0,09 Toth (1983) [141]
787,1 m-cimenas 1033 1037 - - p - 0,07 - Raina ir kiti (2003) [142]
782,6 y-terpinenas 1030 1039 - - - - 0,02 - Pala-Paul ir kiti (2001) [143]
756,9 1,2,3-trimetilbenzenas 1011 1010 0,01 - - p - 0,03 Hoekman (1993) [144]
7472 Etilheksanoatas 1004 998 - - - - 0,09 - Waterman (2003) [125]
7404 Fenolis 999 1002 : 0,02 : : : . Yamaguchi "[fzgiamom (1981)
735,4 Nezinomas junginys 20 995 - - 2,24 - - - -
735,2 B-mircenas 995 995 0,22 - 2,23 3,70 - 3,65 Burns ir Tingey (1983) [139]
734,6 Nezinomas junginys 21 994 - - - - - 3,66 -

lentelés tgsinys kitame puslapyje
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15 lentelés tesinys. Lakiyjy aromato junginiy sudétis vySniy ekstraktuose, gautuose po SKE-CO,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
733,0 Nezinomas junginys 22 993 - - 2,23 - - - -
733,0 Nezinomas junginys 23 933 - - - 1,84 - - -
732,8 Nezinomas junginys 24 933 - - - - - 3,65 -
730,5 Nezinomas junginys 25 992 0,98 - - 9,48 - - -
729,5 Nezinomas junginys 26 991 - 1,48 - - 2,16 - -
7264 Benzaldehidas 988 078 1282 1563 1154 943 2278  gie  rorhomenir Ezlél]mne“ (1984)
725,7 Nezinomas junginys 27 988 12,82 15,53 23,15 9,45 23,08 - -
724,6 Nezinomas junginys 28 987 12,78 - - - - - -
724.6 Nezinomas junginys 29 987 - - - 9,21 1,78 - -
7245 Nezinomas junginys 30 987 - - - - - 8,17 -
7239 Nezinomas junginys 31 987 - - - - - 8,15 -
723,7 Heksano riigstis 987 981 - - 0,18 - - - Takeoka ir kiti (1996) [147]
719,5 5-metilfurfuralis 984 984 0,02 0,07 0,02 0,01 - - Shibamoto ir kiti (1981) [148]
709,1 Pentilpropanoatas 976 980 - - - - - 0,07 Ashes ir Haken (1974) [134]
627,3 Izobutil izobutiratas 917 911 - - p p - p Waterman (2003) [125]
621,3 Heptanalis 913 904 p - - - - 0,02 Minyard ir kiti (1967) [127]
586,8 Pentano rugstis 887 883 0,08 0,02 0,04 0,02 0,09 0,21 Shashkova ir Kiti (1969) [149]
582,4 1,3-dimetilbenzenas 885 886 - - - - - p Mitra ir Kiti (1974) [150]
526,3 Izopentano ragstis 845 835 - - - - 0,01 - Waterman (2003) [125]
462,8 2,3-butandiolis 799 789 0,19 0,27 0,22 0,22 0,25 0,11 Waterman (2003) [125]
446,4 Toluenas 788 786 - - 0,01 - - - Kuhn (2001) [130]

p — pédsakas (<0,01 %); (-) — neaptiktas junginys; (*) — sulaikymo indeksas, pagal literatiiroje pateiktus duomenis; nurodytas neZinomy junginiy kiekis, kuriy plotas > 1 %.
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3.5. VyS$niy iSspaudy ekstrakcija suspaustais skysciais (ESS) ir gauty ekstrakty/liekany
eksperimentiniai tyrimai

3.5.1. Ekstrakcijos suspaustais skys¢iais (ESS) proceso optimizavimas

3.5.1.1. Ekstrakcijos suspaustais skysciais (ESS) eksperimentinio modelio ir optimaliy
ekstrakcijos salygu sudarymas

Anglies dvideginis (CO,) yra nepolinis tirpiklis, kuris tirpina tik nepolines ar maZai polines
medziagas. Atlikus SKE-CO; optimaliomis salygomis buvo isekstrahuota tik lipofiliska vysniy
iSspaudy dalis, o liekanoje dar buvo like jvairiy poliniy (hidrofiliniy) junginiy, kuriuos norint isgauti
buvo pasirinkta suspausty skysciy ekstrakcija. Taikant ESS buvo naudojamas etanolio/vandens
(70:30) misinys. Verta paminéti, jog norint gauti didesnes ekstrakty iSeigas ir didesnj veikliyjy
komponenty kiekj bei siekiant sumazinti tirpikliy sgnaudas, butina parinkti optimalias ekstrakcijos
salygas (temperatiirg ir laika).

ESS proceso optimizavimas atliktas stambiausiai 1 frakcijai po SKE-CO,, 0 nustatytos optimalios
salygos galiausiai pritaikytos visoms likusioms frakcijoms. Optimalioms salygoms nustatyti
taikytas matematinis pavirSiaus atsako metodas, pritaikant centriSkai kompozicinj planavimo
modelj. Gauti eksperimentiniai duomenys buvo apdoroti Design-Expert 7.0. programa. PavirSiaus
atsako metodas pasirinktas dél to, kad tiriamieji atsakai (iSeiga ir proantocianidiny kiekis) priklauso
nuo kintamyjy parametry (temperatiiros (A) ir laiko (B)). Atlikto eksperimento tikslas optimizuoti
Kintamuosius parametrus (A ir B), siekiant gauti didZiausias tiriamyjy atsaky (iSeigos ir
proantocianidiny kiekio) vertes.

Naudojant centriSkai kompozicinj planavimo modelj vy$niy iSspaudy liekanoms po SKE—-CO; buvo
sudarytas 2-jy kintamy parametry (A ir B) 13-0s cikly planas, kurj sudaré 5 centriniai ir 8
faktoriniai taskai. Sudaryto plano centriniai taskai — 90 °C temperatiira, 3x10 min. ekstrakcijos
trukmé. Pagal sudaryto centriSkai kompozicinio modelio plang atlikti eksperimento rezultatai
pateikiami 16 lenteléje.

16 lentelé. Vysniy iSspaudy 1 F liekanos gautos po SKE—-CO; optimizavimas atliekant ESS pagal centriskai
kompozicinj planavimo modelj

Nr. EES salygos Atsako kintamieji parametrai Teorinis
. . . tocianidi
Ekstrakcijos Ekstrakcijos Proantocianidiny Teoriné p_roa_n oclaniding
. . s o kiekis, mg PAC/g
temperatiira, trukme, ISeiga, % kiekis, iSeiga, % SM
°C min. mg PAC/g SM
1 2 3 4 5 6 7
1 60 15 23,70 + 2,94 101,92 + 9,24 23,58 98,86
2 90 10 20,99 £ 0,82 115,44+ 1,29 21,77 115,31
3 90 10 21,76 £ 0,82 115,44+ 1,29 21,77 115,31
4 90 10 22,71 +£0,82 115,44+ 1,29 21,77 115,31
5 90 10 21,21+ 0,82 115,44 + 1,29 21,77 115,31
6 120 5 29,38 = 0,00 148,02 + 8,26 29,38 150,75
7 90 5 19,63 + 3,45 87,56 £7,61 20,04 93,85
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16 lentelés tesinys. Vysniy i8spaudy 1 F liekanos gautos po SKE-CO, optimizavimas atliekant ESS pagal
centri$kai kompozicinj planavimo modelj

1 2 3 4 5 6 7

8 120 10 29,64 +2.71 170,20 £ 8,27 29,34 158,78
9 60 5 16,42 £ 2,35 76,25 + 0,63 16,01 67,23
10 120 15 29,61 £ 1,26 119,94 £ 6,51 29,29 128,63
11 90 10 22,74 £ 0,82 115,44 £1,29 21,77 115,31
12 60 10 18,97 +£ 2,35 90,06 + 1,09 19,50 102,14
13 90 15 24,26 + 6,11 104,23 £ 6,78 24,09 98,60

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN.

Optimizavimo proceso kiekvienas atsakas buvo analizuojamas atskirai, pirmiausiai buvo tiriama
kintamyjy parametry jtaka iSeigai. Modelio, gauto pagal centriSkai kompozicinj plang, analizé
(ANOVA) pateikiama 17 lenteléje. Analizé parodé, kad modelis yra reik§mingas pagal Stjudento
kriterijy (p <0,0001), apskaiciuotg F verte (94,70), o klaidos tikimybé néra reikSminga (p >0,6943)
ir modelis gali biiti naudojamas visoje planavimo erdvéje. Gauti rezultatai taip pat parodé, kad yra 4
reik§mingi veiksniai, kurie turi jtakos vysniy iSspaudy iSeigai: A, B, A% AB. I3analizuoti
nepriklausomi kintamieji pagal jy itaka vySniy iSspaudy ekstrakto iSeigai gali biiti iSdéstyti tokia
tvarka: P (p <0,0001) > B (p = 0,0002) >A? (p = 0,0003) > AB (p = 0,0011). Atlikus vysniy
iSspaudy kvadratinio modelio regresiniy lyg€iy analiz¢ nustatyta, kad matematinis modelis,
sudarytas pagal gautas ekstrakty iSeigas, atitinka gautus rezultatus, nes nustatytas determinacijos
koeficientas yra pakankamai aukstas (R? = 0,99). Teorinis determinacijos koeficientas (R* = 0,94)
yra labai panasus j eksperimentinj determinacijos koeficienta (R? = 0,98), o tai parodo labai gera
ry$] tarp pasirinkty kintamyjy parametry ir iSeigos. ApskaiCiuota adekvatumo preciziSkumo
santykiné reikSmé 30,90 (8i reikSmé turéty biiti daugiau nei 4), kuri parodo prognozuojamy verciy
palyginimg su vidutinémis prognozuojamomis paklaidomis eksperimento taskuose, rodo, kad
signalas yra tinkamas ir modelis gali biiti naudojamas modeliuojant plano erdve.

17 lentelé. Centriskai kompozicinio modelio dispersiné analizé pagal kintamasias vertes (atsakas — iSeigos
Kiekis)

Kintamieji Kvadraty suma Kvadraty vidurkis F — kriterijus p — reik§mé
Modelis 207,26 41,45 94,70 <0,0001 reikSmingas
A — Temperatiira 145,36 145,36 332,07 < 0,0001
B — Laikas 24,54 24,54 56,06 0,0001
AB 12,41 12,41 28,36 0,0011
A? 19,43 19,43 44,40 0,0003
B? 0,24 0,24 0,56 0,4805
Liekana (angl. residual) 3,06 0,44 - -

Klaidos tikimybé 0,85 0,28 0,51 0,6943 nereik§mingas

F — FiSerio kriterijus; p — reik§mé < 0,05 (tuomet kintamasis yra statistiskai reikSmingas).

PavirSiaus atsako metodas buvo naudojamas nustatyti optimalias kintamyjy vertes, kurioms esant
biuty gaunama didziausia ekstrakto iSeiga atliekant ESS procesa. Pagal regresijos koeficientus
sudarytas polinominis modelis, kuris uzraSomas 21 lygtimi. Polinominis modelis apibtidina santykj
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tarp priklausomy ir nepriklausomy kintamyjy (A ir B). Teorinés (prognozuojamos) iSeigy vertes
buvo apskaiciuotos pagal polinomine lygtj ir palygintos su gautais rezultatais (zr. 22 pav.).

I3eiga (%) = 21,77 + 492 x A+ 2,02 x B — 1,76 X A X B + 2,65 x A> + 0,30 x B? (21)

Pagal mareaa e medel swcpdjama prodes Seapa. b
|
]

rhas ns na

ESES elesperimento metn gauta iSeiga, %o

22 pav. Matematinio modelio nuspéjamos ir faktinés ekstrakcijos iSeigos palyginimas

Pagal sudaryta antrojo laipsnio polinominj modelj matyti, kad gautos atsako (iSeigos) faktinés
reik§més yra labai mazai arba nezymiai nutolusios nuo nuspéjamo modelio apskaiciuoty atsako
verciy.

Erdvinis 3D grafikas (Zr. 23 pav.) rodo kintamyjy parametry (temperatiiros ir laiko) jtaka ekstrakto
iSeigai, esant pastoviam slégiui (10,3 MPa). I$ pateikty rezultaty matyti, kad temperatiira turi daug
didesng¢ jtaka iSeigos pokyciui, nei ekstrakcijos trukmé. Nors remiantis modelio analize (zr. 17
lentele) tiek ekstrakcijos laikas, tiek temperatiira yra labai reikSmingi parametrai lemiantys
ekstrakcijos iSeigos pokycius, taciau erdvinis 3D grafikas parodé, kad temperatiiros poky¢iai turi
didesng jtaka iSeigai. IS pateikty rezultaty (Zr. 23 pav.) matyti, kad temperatiiros pakélimas nuo 60
°C iki 120 °C i8eiga padidino nuo 6 iki 13 %, o ekstrakcijos trukmés prailginimas nuo 5 iki 15 min.
tokios didelés jtakos neturéjo. DidZiausias pokytis keiciant ekstrakcijos trukme nustatytas esant 60
°C temperatiirai, kuomet iSeiga padidéjo nuo 2 iki 5 %.

23 pav. ESS pavirsiaus atsako plotas, parodantis vy$niy i§spaudy ekstrakto iSeigos priklausomybe¢ nuo
optimizuojamy parametry (temperatiiros ir laiko)

67



Toliau analizuojant kintamyjy parametry (ekstrakcijos laiko (B) ir temperatiiros (A)) jtaka antrajam
atsakui — proantocianidiny kiekiui (PAC) (Zr. 16 lentelé). Modelio, gauto pagal centriskai
kompozicinj plang, analizé (ANOVA) parodé, kad modelis yra reikSmingas pagal Stjudento
kriterijy (p = 0,0007), o apskaiciuota F verté sieké 18,20 (zr. 18 lentel¢). Pagal gautus rezultatus
matyti, kad 4 reikSmingi veiksniai turi jtakos vySniy iSspaudy ekstraktuose esanc¢iam PAC kiekiui.
ReikSmingi veiksniai pagal jtaka proantocianidiny kiekiui gali buti iSdéstomi §ia tvarka: A (p
<0,0001), B? (p = 0,0079), AB (p = 0,0170), A? (p = 0,0224). Atlikus vysniy iSspaudy kvadratinio
modelio regresiniy lygciy analiz¢ nustatyta, kad matematinis modelis, sudarytas pagal gautg PAC
kiekj, atitinka gautus rezultatus, nes nustatytas determinacijos koeficientas vis dar aukstas (R2 =
0,93). Teorinis determinacijos koeficientas pakankamai skiriasi nuo eksperimentinio, o tai parodo
silpnesnj ry$j tarp pasirinkty kintamyjy parametry ir PAC kiekio. ApskaiCiuota adekvatumo
preciziSkumo santykiné reikSmé 15,62 yra gerokai didesné nei 4, todél prognozuojamy verciy
palyginimas su vidutinémis prognozuojamomis paklaidomis eksperimento taskuose, rodo, kad
signalas yra tinkamas ir modelis gali biiti naudojamas modeliuojant plano erdve.

18 lentelé. Centriskai kompozicinio modelio dispersiné analizé pagal kintamagsias vertes (atsakas — PAC
Kiekis)

Kintamieji Kvadraty suma Kvadraty vidurkis F — kriterijus p — reik§mé
Modelis 6775,53 1355,11 18,20 0,0007 reik§mingas
A — Temperatiira 4812,70 4812,70 64,64 < 0,0001
B — Laikas 33,89 33,89 0,46 0,5215
AB 722,27 722,27 9,70 0,0170
A? 633,70 633,70 8,51 0,0224
B? 1006,26 1006,26 13,51 0,0079
Liekana (angl. residual) 521,19 74,46 - -

Klaidos tikimybé 521,19 173,73 - -

F — FiSerio kriterijus; p — reik§mé < 0,05 (tuomet kintamasis yra statistiSkai reikSmingas).

Pagal regresijos koeficientus sudaromas polinominis modelis, kuris uZraSomas 22 lygtimi,
apibiidinant santykj tarp priklausomy ir nepriklausomy kintamyjy (A ir B). Prognozuojamas
proantocianidiny kiekis apskai¢iuotas pagal polinoming lygtj ir palygintas su gautais rezultatais (Zr.
24 pav.)

PAC kiekis <m9 PAC SM) = 115,31+ 28,32 X A+ 2,38 X B — 13,44 X A x B + 15,15 X

A? — 19,09 x B? (22)
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24 pav. Matematinio modelio nuspéjamo ir faktinio proantocianidiny kiekio palyginimas

Tiek i$ teorinio, tiek eksperimentinio determinacijos koeficienty bei matematinio modelio grafiko
matyti, kad gautos PAC reikSmés yra Siek tiek nutolusios nuo teoriniy modelio reik§Smiy. Lyginant
matematinius modelius tarpusavyje pagal abu atsakus (iSeiga ir proantocianidiny kiekj), galima
teigti, kad patikimesnis modelis gautas vertinant iSeigg.

Erdvinis 3D grafikas (Zr. 25 pav.) rodo kintamyjy parametry (temperatiiros ir laiko) jtaka
proantocianidiny kiekiui, esant pastoviam slégiui (10,3 MPa). IS pateikty rezultaty matyti, kad
prailgintas ekstrakcijos laikas, nepriklausomai nuo naudojamos temperatiiros neigiamai veiké
proantocianidiny kiekj (jis sumazg¢jo). Verta paminéti, kad proantocianidinai yra termolabiliis
junginiai, kurie esant aukStai temperattrai gali skilti. Butent §ia jy savybe biity galima paaiskinti
gautus rezultatus, kuomet ilgesnis poveikis (15 min.) Zemesne (60 °C) ar aukStesne (120 °C)
temperatira lémé PAC kiekio sumazéjimg. Gauti rezultatai rodo, kad keliant ekstrakcijos
temperatiira (nuo 60 °C iki 120 °C), bet esant trumpiausiai ekstrakcijos trukmei (5 min), nustatytas
didziausias proantocianidiny pokytis nuo 76,25 iki 148,02 mg PAC/g SM. Vykdant 10 min.
ekstrakcijg temperatiiros pokyciai neturéjo tokios reikSmingos jtakos PAC kiekiui.

Presacecissidio ick
mg PAC-A/ g 5M

25 pav. ESS pavirsSiaus atsako plotas, parodantis proantocianidiny kiekio priklausomybg¢ nuo optimizuojamy
parametry (temperatiiros ir laiko)
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Optimizuojant ESS proceso salygas (temperatiirg ir laikg) buvo pasirinkti du atsakai (iSeiga ir
proantocianidiny kiekis), siekiant gauti didziausias jy reikSmes, taip suefektyvinant ekstrakcijos
procesa, iSgaunant bioaktyvius junginius. Naudojant Design-Expert 7.0.programg buvo nustatytos
dvejos optimalios salygos (60 °C, 3x15 min. ir 120 °C, 3x10 min.), kuomet gaunama didziausia
iSeiga ir PAC kiekis. [vertinus gautus rezultatus (zr. 16 lentele), matyti kad, tiek didesné iSeiga, tiek
didesnis proantocianidiny kiekis nustatytas esant 120 °C (iSeiga — 29,64 %, PAC kiekis — 170,20
mg PAC/g SM) nei 60 °C (iSeiga — 23,70 %, PAC kiekis — 101,92 mg PAC/g SM) temperatirai.
Taciau temperatira yra vienas i§ pagrindiniy veiksniy lemianciy termolabiliy junginiy skilima
ekstrakcijos metu. Dél Sios priezasties suabejojus, kad esant 120 °C temperatiirai iSlieka daug
termolabiliy bioaktyviyjy junginiy, nors gaunama ekstrakto iSeiga ir auksSta, buvo nuspresta
optimaliy salygy patvirtinimui jvesti dar vieng papildomg analizés metoda — antocianiny kokybing ir
kiekybine analize (zr. 3.5.1.2. skyrius). Gauti rezultatai parodé, kad ekstraktuose gautuose esant 60
°C temperatiirai ir vykdant 3x15 min. ekstrakcija antocianinai buvo identifikuoti, kai tuo tarpu
jvykdzius ekstrakcijg aukstesnéje temperattiroje (120 °C, 3x10 min.) jy kiekis Zenkliai sumazéjo
arba buvo aptinkami tik pédsakai. Todél ESS optimaliomis ekstrakcijos salygomis, naudojant
etanolio/vandens misinj (70:30), buvo pasirinktos 60 °C temperatira ir 3x15 min. ekstrakcijos
trukmeé.

3.5.1.2. Kokybiné ir kiekybiné antocianiny analizé, optimaliy ESS salygu parinkimui

Antocianiny kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui vySniy iSspaudy ekstraktuose, gautuose
dvejomis ESS optimaliomis salygomis, taikyta ultra efektyvioji skysCiy chromatografija su
kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy detektoriumi (UESCh-Q-TOF-MS). Taikant UESCh-Q-TOF-
MS ekstraktuose nustatyti junginiai buvo identifikuoti pagal tikslias jy mases, molekulines
formules, UV spektro duomenis, MS/MS réZimu gauty junginiy fragmentus bei sulaikymo laikus
lyginant su literatiiros duomenimis bei duomeny bazémis. Identifikuoti junginiai bei jy kiekis,
iSreikStas 100 g ekstrakto bei 100 g sausy medziagy, pateikiami 19 lentel¢je. Nustatyti 4
pagrindiniai antocianiny junginiai ESS ekstraktuose: cianidin-3-O-sophorozidas, cianidin-3-O-
gliukozil-rutinozidas, cianidin-3-O-gliukozidas ir cianidin-3-O-rutinozidas.

19 lentelé. Antocianiny sudétis vySniy ekstraktuose, gautuose po ESS optimaliomis saglygomis

I$éjimo o ‘ BAK, BAK,
Junginys laikas Cheminé Masé mg CGE/100 mg CGE/100
Y formulé [M+H] g 9 9
min. ekstrakto gSM

ESS optimalios salygos: 60 °C temperatira ir 3x15 min. ekstrakcijos trukmé

1 2 3 4 5 6
Cianidin-3-O-sophorozidas 5,00 Cy7H31046 611,1613 59,60 £+ 1,01 14,13 £0,24
Cianidin-3-O-gliukozil- 5,20 CasHa1O20 757,2195 90,12 + 1,66 21,36+ 0,39
rutinozidas
Cianidin-3-O-gliukozidas 5,40 CxH2:011 449,1078 58,29 £ 1,35 13,82+ 0,32
Cianidin-3-O-rutinozidas 5,70 Cy7H3:045 595,1666 84,87 £ 0,60 20,11 +0,14

lentelés tesinys kitame puslapyje
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19 lentelés tesinys. Antocianiny sudétis vyS$niy ekstraktuose, gautuose po ESS optimaliomis salygomis

ESS optimalios salygos: 120 °C temperatiira ir 3x10 min. ekstrakcijos trukmé

1 2 3 4 5 6
Cianidin-3-O-sophorozidas 5,00 Cx7H3:046 611,1613 p p
Cianidin-3-O-gliukozil- 5,20 CasHu1O00 757,2195 68,78 + 0,14 16,30 + 0,03
rutinozidas
Cianidin-3-O-rutinozidas 5,70 Cy7H31,015 595,1666 67,29 £ 0,57 15,95+ 0,13

Nurodytos vidutinés dviejy pakartojimy vertés + SN, p — pédsakai.

Nustatyta, kas molekulinis jonas [M+H]" 611,1613 atitiko molekuling formule C,7H3;016. Sis
junginys buvo identifikuotas kaip cianidin-3-O-sophorizidas (angl. cyanidin-3-O-sophoroside).
Molekuliniam jonui [M+H]+ 757,2195 buvo priskirta molekuliné formulé Cs3Hg1049 ir $is junginys
buvo atpazintas kaip cianidin-3-O-gliukozil-rutinozidas (angl. cyanidin-3-O-glucosyl-rutinoside).
Molekulinis jonas [M+H]" 449,1078 atitiko molekuling formule Cz1H» 011, 0 §is junginys buvo
sutapatintas su cianidin-3-O-gliukozidu (angl. cyanidin-3-O-glucoside). Molekulinis jonas [M+H]"
595,1666 atitiko molekuling formule Cy7H3101s. Sis junginys buvo identifikuotas kaip cianidin-3-
O-rutinozidas (angl. cyanidin-3-O-rutinoside).

Kiekybin¢ antocianiny analize atlikta pagal komercinj cianidin-3-gliukozido standartg. Pagrindiniai
antocianinai aptikti vy$niy iSspaudy ekstraktuose — cianidin-3-O-gliukozil-rutinozidas ir cianidin-3-
O-rutinozidas. Literatliroje nurodoma, kad biitent anks¢iau paminéti junginiai yra dominuojantys ir
sudaro didziausig dalj nuo viso antocianiny kiekio paprastyjy vySniy iSspaudy ekstraktuose [53].
Kokybiné ir kiekybiné antocianiny analizé buvo atlikta dviem ekstraktams, gautiems po ESS,
siekiant nustatyti optimalias salygas, prie kuriy iSlieka didziausias bioaktyviy junginiy kiekis.
Ekstraktuose, kurie buvo gauti esant 60 °C temperatirai ir 3x15 min. ekstrakcijos trukmei, nustatyti
4 antocianinai (cianidin-3-O-sophorozidas, cianidin-3-O-gliukozil-rutinozidas, cianidin-3-O-
gliukozidas ir cianidin-3-O-rutinozidas). Tuo tarpu ekstraktuose gautuose esant aukstesnei
temperatirai (120 °C, 3x10 min.) nustatyti tik du pagrindiniai antocianinai (cianidin-3-O-gliukozil-
rutinozidas ir cianidin-3-O-rutinozidas), o cianidin-3-O-sophorozido rasti tik pédsakai. Cianidin-3-
O-gliukozil-rutinozidas ir cianidin-3-O-rutinozidas yra pakankamai atsparis temperatiiros
poveikiui, nes tiek ekstrakte gautame prie 60 °C, tiek prie 120 °C temperatiiros nustatytas labai
panasus kiekis, kuris atitinkamai sieké 90,12 ir 68,78 (O-gliukozil-rutinozido) bei 84,87 ir 67,29
(cianidin-3-O-rutinozido) mg CGE/100 g ekstrakto. Remiantis Kolodziejczyk ir kity (2013)
pateiktais duomenimis, antocianiny kiekis vysniy iSspaudy ekstraktuose kito nuo 18,5 iki 4421,6
mg/100 g [53]. Blando ir kiti (2019) nurodé, jog vySniose antocianiny kiekis sieké 54,5 mg/100 g
Sviezios masés (angl. fresh weight — FW), o Ferretti ir kiti (2010) nustaté 45-109 mg CGE/100 g
Svieziy vaisiy [46, 151]. Lyginant literatiroje pateiktus duomenis su eksperimento metu gautais,
matyti, kad bendras antocianiny kiekis (sudéjus visy junginiy koncentracijas) gaunamas panasus ]
anksciau aprasytus mokslininky duomenis, nors Kolodziejczyk ir kiti (2013) autoriai nustaté zenkliai
didesnj kiekj. Tokius rezultatus galéjo lemti pasirinkta zaliavos (vySniy) veislé, jos apdorojimas,
ekstrakcijos budas, tirpiklis, ekstrakcijos salygos bei taikyti skirtingi kiekybinés analizés metodai.
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3.5.1.3. Ekstrakty gauty optimizuojant ESS procesg antioksidacinio potencialo jvertinimas

+

Ekstrakty, gauty atlikus ESS optimizavima, antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas spalvine ABTS’
reakcija bei ORAC metodu, bendras fenoliniy junginiy kiekis jvertintas taikant Folin-Ciocalteu
metodika. BFJK (mg GRE/g) ir antioksidacinis aktyvumas (mg TE/g) iSreikstas grame ekstrakto bei
grame sausy medziagy. Pirmoji iSraiSka parodo ekstrakto antioksidacinj aktyvuma, o antroji
bioaktyviy junginiy i$skyrima, kuris siejamas su ekstrakcijos efektyvumu. Rezultatai pateikiami 20
lenteléje.

20 lentelé. Vysniy ekstrakty gauty po ESS optimizavimo proceso antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

o+
- BFJK, BFJK, ABTS™, ABTS™ ORAC, ORAC,
Bandinys mg GRE/g mg GRE/g mg TE/g ma TE/a SM mg TE/g ma TE/a SM
ekstrakto SM ekstrakto g g ekstrakto g g

ESS-1F
60 °C,
3%5 min 64,37 £1,30 10,18 £ 0,21 267,24 + 9,87 4225+ 1,56 192,52 £10,11 30,43 +£ 1,60
60 °C,

. 73,44+ 1,73 13,41 £ 0,32 265,34+ 12,05 48,44 £ 2,20 198,33 + 10,52 36,21 +£1,92
3x10 min.
60 °C,

. 55,90 = 1,04 12,75+ 0,24 205,08 + 3,33 46,78 £ 0,76 190,29 + 10,04 43,41 +£2,29
3x15 min.
90 °C,
3%5 min 50,87 £1,04 9,61 +0,20 184,85 + 2,34 34,93 + 0,44 213,23 + 18,49 40,29 + 3,49
90 °C,

. 62,33 +1,33 13,13+ 0,28 209,96 + 6,45 4422 £ 1,36 204,75 + 6,88 43,13 £ 1,45
3x10 min.
90 °C,

. 62,60 + 1,83 14,62 + 0,43 179,09 + 3,11 41,82+ 0,73 21028 £9,02 49,11 +2,11
3x15 min.
120 °C,
35 min 66,02 +£4,05 18,67 + 1,15 276,77 +£30,52 78,26 + 8,63 254,05 + 11,66 71,84 + 3,30
120 °C,

. 83,29 + 3,77 23,76 +£ 1,08 307,44 + 8,27 87,71 £2,36 263,93 + 11,67 75,30 + 3,33
3x10 min.
120 °C,
315 min 53,79 £0,50 15,33+ 0,14 218,38 £ 12,73 62,23 + 3,63 222,15+ 10,89 63,31 +3,10

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés + SN.

Nustatyta, kad BFJK ir antioksidacinis aktyvumas didé¢jo, did¢jant temperatiirai. Taciau prailginus
ekstrakcija iki 3x15 min. tiek BFJK, tiek antioksidacinis aktyvumas sumazéjo nepriklausomai nuo
naudojamos temperatiiros. Ilgesnis ekstrakcijos laikas padidina jautresniy/termolabiliy junginiy
skilimo ar kity nepageidaujamy pokyciy rizika. Siekiant jvertinti temperatiros jtakag ESS
efektyvumui, naudojant etanolio vandens miSinj (70:30), pasirinktas intervalas nuo 60 iki 120 °C.
Nustatyta, kad didziausios BFJK, ABTS™ radikalo blukinimo ir ORAC vertés buvo esant 120 °C
temperatirai, vykdant ekstrakcijg 3x10 min. ir atitinkamai sieké 83,29 mg GRE/g ekstrakto, 307,44
mg TE/g ekstrakto ir 263,93 mg TE/ g ekstrakto. [vertinus iSeigas ir perskaiciavus rezultatus gramui
sausos medZiagos, nustatytas didZiausias antioksidacinis aktyvumas tokiomis paciomis salygomis.
Galima teigti, kad aukStesné temperatira padidina fenoliniy junginiy ir kity bioaktyviy junginiy
18skyrimag 1§ vySniy iSspaudy. [rodyta, kad Siluma padidina tirpiklio difuzijg j augalo lgsteles ir
desorbcijg bioaktyviy junginiy is jy.
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3.5.2. Ekstrakty ir juy liekany gauty po ekstrakcijos suspaustais skysciais
charakterizavimas

3.5.2.1. Vysniy iSspaudy frakciju ekstrakcijos iSeigos, gautos atlikus ESS optimaliomis
salygomis

Nustacius proceso optimalias salygas, ESS buvo atlikta su likusiomis vysniy iSspaudy frakcijomis
po SKE-CO,, gautos iSeigos pateikiamos 21 lentel¢je, o proantocianidiny kiekio pokyciai aptarti
3.5.2.2 skyriuje (zr. 22 lentelé).

21 lentelé. Ekstrakty iSeigos gautos po ESS optimaliomis saglygomis (60°C, 3x15 min.)

Bandinys ISeiga, % ISeiga SM, %
1 Frakcija 23,70 £ 2,94 0,23 +£0,03
2 Frakcija 14,79 £ 1,77 0,14 +£0,02
3 Frakcija 19,26 £ 0,28 0,19+ 0,00
4 Frakcija 12,59 £ 0,96 0,12+ 0,01
5 Frakcija 26,33 +£ 2,57 0,24 +£ 0,02
6 Frakcija 24,66 = 1,44 0,24 £ 0,01

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés = SN.

I$ gauty rezultaty matyti, kad didZiausios iSeigos gautos 1-0je, 3-0je, 5-0je ir 6-0je frakcijose, kur
atitinkamai sieké 23,70, 19,26, 26,33 ir 24,66 %, o maziausios buvo nustatytos 2 ir 4 frakcijose
(14,79 ir 12,59 %). Atlikus ESS optimaliomis sglygomis matyti, kad iSeigy vertés tarp frakcijy kito
labai netolygiai, o tokiems rezultatams galéjo turéti jtakos jy sudétis. Kiekvienoje frakcijoje buvo
nevienodas kiekis priemaiSy (susmulkinty vy$niy kauliuky luksty ir branduoliy), kurios ir galéjo
turéti jtakos iSeigy pokyciams tarp frakcijy. Nustatyta, kad 4 frakcijos iSeiga (12,59 %) buvo 1,5
karto mazesné nei 3 F ir net 2 kartus mazesné nei 5-0je frakcijose gauta didziausia iSeiga.

3.5.2.2. Proantocianidiny kiekio analizé, atlikus ESS optimaliomis salygomis

Proantocianidinai (PAC) — polimeriniai fenoliniy junginiai arba kondensuoti taninai (angl.
condensed tannins), kurie susideda i§ flavan-3-olj sudaranciy vienety. Tai yra vieni i§ svarbiausiy
bioaktyviy junginiy randamy uogose, vaisiuose, jskaitant vySnias. Proantocianidiny kiekis
nustatytas atliekant spalving reakcija su DMAC reagentu. PAC kiekis vySniy ekstraktuose gautuose
po ESS isreikStas grame ekstrakto bei grame sausy medziagy. Rezultatai pateikiami 22 lenteléje.

22 lentelé. PAC kiekis gautas i$ vySniy ekstrakty, atlikus ESS optimaliomis salygomis (60 °C, 3x15 min.)

Proantocianidiny kiekis, Proantocianidiny Kkiekis,

Bandinys

mg PAC/g ekstrakto mg PAC/g SM
1 Frakcija 446,80 £ 40,50 101,92 £ 9,24
2 Frakcija 478,45 £ 9,69 66,63 £ 1,38
3 Frakcija 561,73 + 8,08 104,54 + 1,50
4 Frakcija 695,83 + 20,36 84,19 £2,47
5 Frakcija 656,09 £ 33,52 157,74 + 8,50
6 Frakcija 780,51 + 33,31 184,89 + 7,91

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £ SN.
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Proantocianidiny kiekis ekstraktuose buvo pakankamai didelis ir tarp 4-0s, 5-0s ir 6-0s frakcijy
didesniy skirtumy nenustatyta, atitinkamai sieké 4 F — 695,83, 5 F — 656,09 ir 6 F — 780, 51 mg
PAC/g ekstrakto. Tuo tarpu 1-3 frakcijose nustatytas daugiau nei
proantocianidiny kiekis lyginant su 6 frakcija. Taciau jvertinus iSeigg ir perskaic¢iavus PAC kiekj
sausai medziagai (i$spaudoms) matyti, kad didziausias $iy junginiy kiekis isliko 5 ir 6 frakcijose,

1,5 karto mazesnis

taciau labai zenkliai sumazéjo 4-oje frakcijoje. Didesniy skirtumy nenustatyta tarp 1 ir 3 bei 2 ir 4
frakcijy, kur proantocianidiny kiekis atitinkamai buvo nustatytas 101,92 ir 104,54 bei 66,63 ir 84,19
mg PAC/g SM. Palyginti $iuos rezultatus su literatiroje pateikiamais kol kas néra galimybés, nes
niekas iki Siol néra nustates proantocianidiny kiekio vySniy iSspaudose. Taciau, verta paminéti, kad
procianidinai yra proantocianidiny klasés nariai, kitaip sakant, tai yra oligomerai sudaryti tik i$
cianidino sudaranciy vienety. Remiantis Nemes ir kity (2018) pateiktais duomenimis, procianidiny
kiekis vySniy liekanoje po ekstrakcijos su etanolio/vandens miSiniu buvo 0,21 g procianidino
A2/100 g SM, tuo tarpu paciose vysniose — 0,48 g procianidino A2/100 g Svieziy vysniy [152].
Kaip matyti i§ mokslininky pateikty rezultaty procianidino kiekis, iSreikStas procianidinu A2, po
ekstrakcijos sumazéjo 2 kartus, kai Sio eksperimento metu perskaiCiavus sausoms Zzaliavoms
(iSspaudoms) gautas, kur kas didesnis proantocianidiny kiekis. Tai galéty reiksti, kad eksperimentui
naudotos vy$niy iSspaudos buvo geresnis proantocianidiny $altinis nei $viezi vaisiai.

3.5.2.3. Ekstrakty ir ekstrakcijos liekany, ESS

antioksidacinio potencialo jvertinimas

gauty optimaliomis salygomis,

Ekstrakty ir ekstrakcijos lickany gauty atlikus ESS optimaliomis sglygomis (60 °C, 3x15 min.)
antioksidacinis aktyvumas i$matuotas ABTS™ ir ORAC metodais, o bendras fenoliniy junginiy
kiekis (BFJK) jvertintas pritaikant Folin-Ciocalteu metodika. BFJK (mg GRE/g) ir antioksidacinis
aktyvumas (mg TE/g) iSreikstas grame ekstrakto/bandinio bei grame sausy medziagy. Rezultatai
pateikiami 23 ir 24 lenteléje.

23 lentelé. Vysniy ekstrakty gauty po ESS optimaliomis sglygomis antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

o
Bandinys ms I(:E‘J;Ié/g mgB I(:BJRKE,/g 25 TFSE/g ABTS”, rggR"I?\Ig/g ORAC,

ekstrakto SM ekstrakto mg TE/g SM ekstrakto mg TE/g SM
1 Frakcija 55,90 £ 1,04 12,75+ 0,24 205,08 £ 3,33 46,78 £ 0,76 190,29 + 10,04 43,41 +2,29
2 Frakcija 53,83 +2,10 7,50 = 0,29 143,02 + 4,95 19,92 £ 0,69 230,70 £ 17,80 32,13 +£248
3 Frakcija 81,83+ 1,21 15,23 £0,23 211,00 £ 6,50 39,27 +£1,21 252,20 +£22,77 46,93 + 4,24
4 Frakcija 76,67 £ 0,66 9,28 + 0,08 211,00 + 10,03 25,53+ 1,21 249,13 £ 19,82 30,14 £2,40
5 Frakcija 72,02 £ 1,83 17,32 £ 0,44 191,93 +£ 6,56 46,14 £ 1,58 244 61 £ 15,52 58,81 £3,73
6 Frakcija 83,21+ 1,95 19,71 £ 0,46 254,94 £ 4,58 60,39 £ 1,08 209,58 £9,93 49,65+ 2,35

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés £ SN.

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas itin priklauso nuo jy fitocheminés sudéties ir bioaktyviy junginiy
kiekio. Atlikus ESS ekstrakcija optimaliomis saglygomis visoms (1-6 F) vysniy iSspaudy frakcijoms
po SKE-CO; nustatyta, kad BFJK kito nuo 53,83 iki 83,21 mg GRE/g ekstrakto. Didziausias
fenoliniy junginiy kiekis nustatytas smulkiausioje 6 frakcijoje (83,21 mg GRE/g ekstrakto), o
maziausias 2 frakcijoje (53,83 mg GRE/g ekstrakto). Adil ir kiti (2008) atliko su vysniy
iSspaudomis auksto slégio ekstrakcija (HPE) (angl. high pressure extraction) etanoliu ir nustaté
bendra fenoliniy junginiy kiekj gautuose ekstraktuose, kuris kito nuo 1,79 iki 3,73 mg GRE/g
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bandinio. Lyginant literatiiroje pateiktus duomenis ir Sio eksperimento metu gautus rezultatus
matyti, kad etanolio/vandens miSinys (70:30) bei ekstrakcija suspaustais skysciais buvo efektyvesné
iSgaunant polinius polifenolinius junginius. BFJK atlikus ESS buvo netgi 20 karty didesnis (53,83—
83,21 mg GRE/g ekstrakto) lyginant su Adil ir kity (2008) pateiktais duomenimis. Tokig efektyvia
ekstrakcija galéjo lemti etanolio/vandens miSinys, kuris padidina tirpiklio poliSkuma taip
pagerindamas bioaktyviy junginiy prasiskverbimg i§ kietosios matricos, tuo paciu padidindamas jy
koncentracijg ekstrakte (gaunamas didesnis fenoliniy junginiy kiekis). Nustatyta, kad naudojant
grynus tirpiklius (pvz. gryng etanolj), iSekstrahuojamas mazesnis kiekis veikliyjy medziagy. Dar
vienas veiksnys galimai lémes didesnj BFJK yra slégis, nes ESS metu naudotas slégis (10 MPa)
buvo nuo 5 iki 20 karty mazesnis lyginant su Adil ir kity (2008) atliktu eksperimentu.

Panasi antioksidacinio aktyvumo tendencija ekstraktuose isliko atliekant ABTS™ radikalo blukinimo
metodg, kuomet didZiausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas 6 frakcijoje (254,94 mg TE/g
ekstrakto), o maziausias 2 frakcijos (143,02 mg TE/g ekstrakto). Tarp 3 F ir 4 F ekstrakty
antioksidacinio aktyvumo rezultatai buvo vienodi, o tai parodo, kad abi frakcijos pasizymi tokiu
paciu aktyvumu. Matyti, kad ekstrakto gauto i$ 6 frakcijos antioksidacinis potencialas buvo daugiau
nei 1,5 karto didesnis lyginant su 2 frakcija. Sie rezultatai parodo, kad 6 frakcijoje veikiausiai buvo
daugiau fitocheminiy junginiy. ISanalizavus deguonies radikaly suriSimo gebos (ORAC) rezultatus
matyti kiek kitokia tendencija, o gautos vertés kito nuo 30,14 iki 58,81 mg TE/g ekstrakto.
Didziausiu aktyvumu pasizymeéjo 5 frakcijos, o maziausiu 4 frakcijos ekstraktai.

24 lentelé. Vysniy liekany gauty po ESS optimaliomis saglygomis antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

. BFJK, BFJK, ABTS", ABTS™ ORAC, ORAC,
Bandinys mg GRE/g mg GRE/g mg TE/g ma TE/a SM mg TE/g ma TE/a SM
bandinio M bandinio g 114 bandinio g 1574

1 Frakcija 2,84 0,11 0,65+ 0,03 12,87 £ 0,69 2,94+ 0,16 3,87+0,22 0,88 + 0,05

2 Frakcija 1,87+ 0,10 0,26 + 0,01 6,27 +£0,21 0,87+ 0,03 1,96 +0,14 0,27 £0,02
3 Frakcija 2,36+0,11 0,44 £0,02 5,79 £ 0,20 1,08 £ 0,04 1,75+ 0,02 0,33 +0,00
4 Frakcija 2,99 +£ 0,09 0,36 £ 0,01 10,46 £ 0,57 1,27 £ 0,07 3,56 £ 0,05 0,43 £0,01
5 Frakcija 427+£0,22 1,03 +£0,05 21,33+ 1,01 5,13+ 0,24 2,45+£0,22 0,59 £ 0,05

6 Frakcija 11,15+ 0,79 2,64+0,19 37,76 £ 0,00 8,94+ 0,00 11,90 + 1,03 2,82+0,24

Nurodytos vidutinés penkiy/Sesiy pakartojimy vertés £ SN.

Vysniy iSspaudy liekanose po ESS nustatytas antioksidacinis aktyvumas pritaikius Quencher
procediirg. Dalis junginiy, pasizymin¢iy antioksidacinémis savybémis, sujungti stipriais rysiais su
Jvairiais Zaliavoje esanciais komponentais, tod¢l yra tikslinga atlikti skirtingas ekstrakcijas, naudoti
skirtingus tirpiklius, siekiant iSekstrahuoti Siuos junginius. Atliekant Quencher procediirg pries ir po
ekstrakcijy galima jvertinti ekstrakcijy efektyvuma, iSskiriant (iSekstrahuojant) bioaktyvius
junginius, pasizymincius antioksidaciniu aktyvumu, i§ Zaliavos.

Atlikus ekstrakcijg suspaustais skysciais, naudojant etanolio/vandens misinj, BFJK kiekis svyravo
nuo 1,87-11,15 mg GRE/g bandinio, ABTS™" radikalo blukinimo metodu nustatytas antioksidacinis
aktyvumas kito nuo 5,79 iki 37,76 mg TE/g bandinio, 0 ORAC metodu nuo 1,75 iki 11,90 mg TE/g
bandinio. Po SKE-CO, ekstrakcijos, iSskyrus lipofiling frakcija i§ vysniy iSspaudy frakcijy,
antioksidacinis aktyvumas nezenkliai, taciau sumazéjo lyginant su pradinémis zaliavomis (Zr. 10
lentel¢). Taciau panaudojus kur kas poliskesnio tirpiklio miSinj pastebima, kad tiek BFJK kiekis,
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tiek antioksidacinis aktyvumas (ABTS™ radikalo blukinimo metodu bei deguonies radikaly
suriSimo gebos metodu) visy frakcijy liekanose zenkliai sumazéjo (apie 3 kartus). Taigi, ESS
taikymas, pasirenkant tirpikliy miSinj parod¢, kad toks biidas yra pats efektyviausias i§ visy naudoty
ekstrakcijos metody, o mazos antioksidacinés gebos vertés lickanose rodo, kad Sis metodas yra labai
tinkamas, siekiant i$skirti bioaktyvius junginius i§ vySniy iSspaudy. Taciau kaip matyti i§ rezultaty
(zr. 24 lentelé) liekanose vis dar licka dalis bioaktyviyjy junginiy, kurie galéty buti iSskirti
panaudojus didesnio poliSkumo tirpiklj ar pritaikius kitus metodus (pvz. fermenting ekstrakcija),
taciau tai nebuvo jtraukta j Sio baigiamojo projekto tiksla.
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ISvados

1. Vysniy i$spaudos buvo suskirstytos j 6 frakcijas pagal skirtingo dydzio sietus (0,8—10 mm). 1 F
— stambiausia, kurioje daugiausiai nesusmulkinty kauliuky, 6 F — smulkiausia, kurig sudaré
iSspaudos ir tik labai maza dalis priemaiSy. Vysniy i§spaudy daleliy pasiskirstymas vandens
terpéje parodé, kad 2 frakcijos dalelés sudaré didziausig intensyvumo lygi (6,15 %) lyginant su
visomis $eSiomis frakcijomis. 1-4-0je ir 6-0je frakcijose daugiausiai buvo 30-100 um dydzio
daleliy, tuo tarpu 5 frakcijoje vyravo 60-200 um dalelés. Pagal nustatytus rezultatus (daleliy
dydj bei jy pasiskirstymg vandenyje) matyti, kad buvo gautas heterogeniniy daleliy misinys.
Vysniy iSspaudy frakcijy nustatyta cheminé sudétis parodé¢, kad didziausias baltymy ir riebaly
kiekis buvo 5-oje frakcijoje, kai drégmeés kiekis buvo labai panaSus tarp visy bandiniy. Vertinant
mineraliniy medziagy kiekj gauta, kad didziausias kiekis buvo 6-oje frakcijoje, o maziausias 3-
oje. Taciau apskaiCiuotas angliavandeniy kiekis parodé, kad daugiausiai jy aptikta 3-0je
frakcijoje.

2. Atliekant Soksleto ekstrakcija su heksanu buvo gauta didesné iSeiga lyginant su SKE-CO;
visose frakcijose. Didziausia ekstrakcijos iSeiga gauta 5-0je frakcijoje (12,16 ir 8,69 %) taikant
abu ekstrakcijos metodus. Sudarytos kinetinés SKE-CO, kreivés buvo isreikstos ekstrakto
iSeigos priklausomybe nuo laiko. I§ rezultaty matyti, kad 1-4 F iSeiga nustojo kilti praéjus 60
min., tadiau 5-0S ir 6-os didZiausia iSeigos verté buvo pasiekta ties 90 min. Kadangi procesas
laikomas baigtu tuomet, kai iSeiga visiskai nusistovi, nustatyta, kad visy frakcijy iSeiga nebekilo
praéjus 180 min. Didesnis bendras karotinoidy kiekis (nuo 0,63 iki 1,12 mg B-karoteno/g
ekstrakto) gautas atlikus SKE-CO, lyginant su Soksleto ekstrakcija. Gautuose aliejuose po
SKE-CO; didziaja dali riebaly rugsciy sudaré nesocios riebaly rtgstys: linolo, oleino ir
linoleno. Triacilgliceroliy analizé parodé¢, kad pastaruosiuose ekstraktuose didziausias kiekis
buvo nustatytas LLLn, SLL, OLnL, OLL junginiy. Triacilgliceroliy sudétyje nustatytos visos
dominuojancios riebaly rigstys. Gautuose ekstraktuose po SKE-CO; identifikuoti 55 lakieji
junginiai, i§ kuriy didZiausia koncentracija buvo benzaldehido (8,16-22,78 %), B-mirceno
(0,22-3,70 %), humuleno (0,31-0,87 %), 2E,4E-dedadienalio (0,05-0,50 %), vanilino (0,02—
0,47 %), nonankarboksirtgsties (0,03-0,38 %) ir 2,3-butandiolis (0,11-0,27 %). Ivertinus
lipofiliniy vySniy ekstrakty antioksidacinj potencialg buvo nustatyta, kad visy frakcijy Soksleto
ekstraktai pasizyméjo didesniu BFJK (10,00-15,62 mg GRE/g ekstrakto) lyginant su SKE-CO,,
taciau mazesniu aktyvumu, vertinant ABTS™ ir ORAC metodais. Atlikus Soksleto ir SKE-CO,
estrakcijas matyti, kad bendras fenoliniy junginiy kiekis 4 frakcijos vysniy iSspaudy liekanose
buvo labai panasus ir atitinkamai sieké 11,84 ir 11,70 mg GRE/g bandinio.

3. Nustatyta temperatiiros ir ekstrakcijos laiko jtaka nuriebalintoms vySniy i§spaudy liekanoms po
SKE-CO,, panaudojant ESS ekstrakcijg. Ekstrakcijos salygos optimizuojamos pagal pavirSiaus
atsako metoda, siekiant gauti maksimalig iSeigg ir didZiausig proantocianidiny kiekj. Optimalios
ekstrakcijos sglygos Siam eksperimentiniam modeliui buvo pasitlytos dvejos: 60 °C, 3x15 min.
ir 120 °C, 3x10 min. Atsizvelgiant, kad antocianinai yra vyraujantys bei termolabiliis junginiai,
atlikta iy junginiy kokybiné ir kiekybiné analizé hidrofiliniuose ekstraktuose. Optimaliomis
salygomis 60 °C, 3x15 min. buvo identifikuoti 4 junginiai: cianidin-3-O-sophorozidas — 14,13,
cianidin-3-O-gliukozil-rutinozidas — 21,36, cianidin-3-O-gliukozidas — 13,82 ir cianidin-3-O-
rutinozidas — 20,11 mg CGE/100 g SM, o prie 120 °C, 3x10 min. nustatyti tik 2 junginiai
(cianidin-3-O-gliukozil-rutinozidas — 16,30 ir cianidin-3-O-rutinozidas — 15,95 mg CGE/100 g
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SM). Atsizvelgiant j Siuos rezultatus ESS optimaliomis sglygomis buvo pasirinktos 60 °C, 3x15
min.

Hidrofiliniuose ekstraktuose nustatytas proantocianidiny kiekis kito 66,63-184,89 mg PAC/g
SM intervale. Vysniy iSspaudy ekstraktai, apdoroti etanolio/vandens misiniu, pasizyméjo
didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei lipofiliniai ekstraktai. Bendras fenoliniy junginiy kiekis
vySniy iSspaudy ekstraktuose iSgautuose ESS metodu (7,50-19,71 mg GRE/g SM) buvo
daugiau nei 10 karty didesnis lyginant su ekstraktais iSgautais heksanu (0,75-1,22 mg GRE/ ¢
SM) ir beveik 30 karty uz ekstraktus iSgautus su SKE-CO; (0,27-0,71 mg GRE/g SM). Lygiai
tokia pati tendencija matyti jvertinus antioksidacinj aktyvuma ABTS™ radikalo blukinimo ir
deguonies radikaly suri§imo gebos (ORAC) metodais. Taip pat buvo pritaikytas Quencher
metodas vySniy iSspaudoms ir gautoms liekanoms po atlikty skirtingy ekstrakcijy, siekiant
jvertinti procesy efektyvuma.

Pritaikius ir optimizavus biorafinavimo procesus auksto slégio metodais buvo gauti trys
produktai: lipofilinis ekstraktas (aliejus), kuriame gausu polinesoCiy riebaly ragscéiy,
triacilgliceroliy ir karotinoidy; hidrofilinis ekstraktas su jame esanciais antocianinais,
proantocianidinais bei dideliu antioksidaciniu aktyvumu, kurj lemia iSekstrahuoti fenoliniai
junginiai, ir lasteliena ar kitaip sakant skaiduliniy medziagy Saltinis. Antioksidacinés gebos
tyrimai parod¢, kad kietojoje liekanoje po ESS ekstrakcijos etanolio vandens miSiniu,
aktyvumas Zenkliai sumazéjo lyginant su pradinémis vertémis ir tai rodo didelj pritaikyto
biorafinavimo proceso efektyvumag, kuomet nustatomas sglyginai mazas bioaktyviy junginiy
Kiekis jose.
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