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Santrauka

Po mélyniy suléiy spaudimo, lieka didel¢ dalis alutiniy produkty — mélyniy i$spaudy. Sie produktai
paprastai panaudojami ne itin raconaliai ir neretai utilizuojami. Toks mélyniy i§spaudy $vaistymas
nulemia dideliy vertingy maistiniy junginiy kiekiy praradimg. Remiantis moksliniy Saltiniy
duomenimis nustatyta, kad mélyniy iSspaudose po sul¢iy spaudimo lieka didelis kiekis maistiniy
skaiduly ir biologiskai aktyviy junginiy, kurie pasizymi palankiu poveikiu sveikatai.

Sio darbo tikslas buvo pritaikyti optimalius bioaktyviy junginiy i§skyrimo metodus i§ mélyniy (lot.
Vaccinium myrtillus) i$spaudy, jvertinti gauty frakcijy ir ekstrakty pagrindinius cheminés sudéties
rodiklius bei savybes, taikant jvairius in vitro metodus. Tyrimy metu buvo stengiamasi atrinkti
perspektyviausias bioaktyviy junginiy frakcijas ir pritaikyti sudarytose modelinése sistemosSe in
vitro.

Pirmiausia, sausos mélyniy isspaudos buvo susmulkintos 2, 1 ir 0.5 mm frakcijomis. Tada atliktas
ekstrakty iSgavimas i§ susmulkinty iSspaudy naudojant tradicinius ir SiuolaikiSkus ekstrakcijos
metodus: daugiapakope superkriting ekstrakcija anglies dvideginiu, pagreitintg ekstrakcija
organiniais tirpikliais bei maceravima.

Gauty ekstrakty ir po ekstrakcijy likusiy kietyjy frakcijy antioksidacinis aktyvumas jvertintas
naudojant jvairius in vitro metodus. Ivertinta radikaly sujungimo geba taikant 2,2-difeni-1-
pikrilhidrazilo (DPPH") radikalo ir 2,2'-azino-bis-3etilbenztiazolin-6- sulfono rugsties (ABTS™)
radikalo blukinimo metodus. Taip pat nustatytas bendras fenoliniy junginiy kiekis Folin-Ciocalteu
metodu ir deguonies suriSimo geba (ORAC). Netirpiy iSspaudy komponentai buvo tirti taikant
QUENCHER procediirg ir nustatyta, kad po ekstrakcijy iSspaudose dar lieka atioksidaciniu
aktyvumu pasiZzymin¢iy junginiy.

Kokybiné mélyniy iSspaudy ekstrakty, triacilgliceroliy bei antocianiny kiekybiné analizé buvo
atlikta taikant ultra efektyviaja skysCiy chromatografija. Didziausia antocianiny koncentracija
nustatyta ekstrakte, kuris buvo gautas maceracivimu purtant, kai ekstrahavimui buvo parinktas
vandens ir etanolio misinys. Sis ekstraktas toliau tirtas, taikant i$purkiamajj dZiovinimo metoda,
kuomet ekstraktas prie$ iSpurSkimg buvo jkapsuliuotas, naudojant tris skirtingas dangas (matricas),
0 véliau jkapsuliuoti produktai buvo tirti jvertinant jkapsuliavimo efektyvumg. Naudojant
maltodekstring kaip jkapsuliavimo agenta, gautas didziausias jkapsuliavimo efektyvumas.
Sekanciame etape buvo jvertintas iSpurksSty milteliy stabilumo tyrimas jogurte. Vertinant stabiluma,
jogurtas buvo tirtas 4 savaites, kas savaite tikrinant antocianiny kiekj jame.



Apibendrinant galima teigti, kad mélyniy iSspaudos yra puikus bioaktyviy junginiy Saltinis, kurj
toliau galima panaudoti maisto pramonéje praturtinant Kitus maisto produktus, taip sukuriant
vertingus funkcionaliuosius maisto produktus, pasizymincius teigiamomis sveikata gerinanc¢iomis
savybémis.
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Summary

After the production of blueberry juice, a large part of the by-products remain. These products are
generally not used in a rational way and are often utilized. Such a waste of blueberry pomace
determines the loss of large amounts of valuable nutrients. According to scientific studies, high
amounts of nutrient fiber and biologically active compounds have been found in bilberry pomace.
These compounds have a beneficial effect for human health.

The aim of this work was to apply different extraction methods of bilberry (Vaccinium myrtillus L.)
pomace and evaluate the main chemical composition properties of the obtained fractions and
extracts using various in vitro methods. In the course of the research, were tried to select the most
active extracts of the bioactive compounds and to apply them to in vitro systems.

Firstly, the dried pomace was ground to obtain 2, 1, and 0.5 mm particle size fractions. Then
extracts were obtained from bilberries using traditional and modern extraction techniques such as
multi-level supercritical carbon dioxide extraction, accelerated solvent extraction and maceration.

Antioxidant potential of extracts and solid plant material was evaluated by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH") radical2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical
cation (ABTS™) scavenging and oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assays, total phenolic
content (TPC) was determined by Folin-Ciocalteu method. Solid fractions investigated by
QUENCHER approach showed that solid fractions obtained after various extractions, still contain
significant amounts of active compounds.

Qualitative chemical compostion analysis of bilberry pomace extracts, triacylglcerols and
quantative analysis of anthocyanins were performed by ultra performance liquid chromatography.
The highest concentration of anthocyanins showed MAC H>O/EtOH (8:2) extract. This extract was
further selected for encapsulation by spray-drying with three different matrices, and the efficiency
of the encapsulation was monitored. By using maltodextrin as an encapsulating agent, maximum
encapsulation efficacy was obtained. These matrixes were added to the ecological yogurt without
additives and then samples were kept for 4 weeks, and anthocyanins content was monitored weekly.

This study revealed that bilberry pomace is a great source of bioactive compounds that can be
further utilized in nutrition to enrich other nutritional values or to produce various natural food
supplements.
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Santrumpy sarasas

Santrumpeos:

SKE — CO2 — superkritinis anglies dvideginis

PD — purskiamasis dziovinimas

IE — jkapsuliavimo efektyvumas

AAPh — 2,2"-azobio (2-amidinpropano) dihidrochloridas
ABTS"" - 2,2"-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigstieskatijono laisvasis radikalas
DPPH® — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas
ORAC - deguonies radikaly absorbcijos geba

BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis

PET — pagreitinta ekstrakcija tirpikliais

GRE — galo rugsties ekvivalentai

TRE — trolokso ekvivalentai

UESCh — ultra efektyvioji skysc¢iy chromatografija

MS/MS — dviguba masiy spektrometrija

UESCh — MS — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija su kvadrupoliniu skriejimo laiko masiy
detektoriumi

UV — ultravioletiniai spinduliai

STN — standartinis nuokrypis

RR — riebaly rugstys

MAC — maceravimas

DC — LJD — dujy chromatografija su liepsnos jonizacijos detektoriumi

SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas

SM — sausa medziaga

GIS — grynos iSspaudos

MAC H>O/EtOH — po maceravimo etanolio ir vandens mis$iniu (2:8) gautas ekstraktas

PET H2O — pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas, gautas naudojant 120 °C temperatiirg

PET EtOH — pagretintos ekstrakcijos etanolinis ekstraktas, gautas naudojant 70 °C temperatiirg
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SK — CO2 — superkritinio anglies dvideginio ekstraktas

SK — CO2 MAC EtOH - po superkrtinio anglies dvideginio taikytos maceracijos gautas etanolinis
ekstraktas

SK — CO2 MAC H20 - po superkrtinio anglies dvideginio taikytos maceracijos gautas vandeninis
ekstraktas

*MAC H20/EtOH — isspaudos po maceravimo etanolio ir vandens misiniu (2:8)
*PET H.0 — isspaudos po pagreitintos ekstrakcijos vandeniu

*PET EtOH — iSspaudos po pagretintos ekstrakcijos etanoliu

*SK — CO2 — i$spaudos po superkritinés ekstrakcijas anglies dvideginiu

*SK — CO2 MAC H>O - isspaudos po superkrtinés ekstrakcijos anglies dvideginiu taikytos
maceracijos purtant vandeniu

12



Ivadas

Sveiko gyvenimo biido ir sveikatai naudingy maisto produkty vartojimo jproc¢iai Vis labiau
jsiSaknija Siuolaikingje visuomenéje. Vis daugiau vartotojy stengiasi vartoti sveikesnius ir
natiiralesnius maisto produktus. Sveikesnis mitybos modelis daro teigiamg poveikj misy sveikatai
ir sveikatos priezidiros islaidoms. Siuo metu ypa¢ didelis démesys skiriamas augalinés kilmés
produktams, kadangi juose gausu vertingy junginiy, kurie teigiamai veikia sveikatg. Moksliniuose
Saltiniuose nustatyta, kad vaisiai ir uogos pasizymi dideliu bioaktyviy junginiy kiekiu ir ypac didele
gausa polifenoliniy junginiy [1, 19].

Siais laikais vis didesnj susirGipinima kelia jvairios maisto gamybos ir apdorojimo metu
susidarancios atliekos. Vienas dazniausiai naudojamy Uogy apdorojimo budy yra sul¢iy spaudimas.
Gaminant jvairiy uogy sultis yra gaunama 70 — 80 % sulc¢iy ir 20 — 30 % po sul¢iy spaudimo likusio
Salutinio produkto [2]. Sie produktai, kuriuos daZniausiai sudaro uogy odelés, stiebai ir s¢klos,
paprastai perdirbami | gyviiny pasarus, kompostuojami, naudojami biodujy gamyboje, bet
dazniausiai utilizuojami [3]. Toks uogy iSspaudy Svaistymas nulemia dideliy kiekiy vertingy
maistiniy junginiy praradimg. Po mélyniy suléiy spaudimo likusiose i§spaudose gausu maistiniy
skaiduly ir biologiskai aktyviy junginiy, kurie pasiZymi palankiu poveikiu sveikatai: mazina rizika
susirgti Sirdies, kraujagysliy ligomis bei véziu dél stipraus antioksidacinio ir priesuzdegiminio
aktyvumo, kuris savo ruoztu mazina oksidacinj stresg [4]. D¢l $ios priezasties ieSkoma alternatyvy
kaip jas efektyviai panaudoti, kadangi tokiu atveju bus pasiekta ne tik ekonominé nauda, bet ir
iSnaudojama galimybé racionaliau panaudoti antrines zaliavas, didinant kity maisto produkty vertes
arba gaminant jvairius nataralius maisto priedus ar daziklius [5].

Mélyniy i$spaudos yra Salutinis sul¢iy apdorojimo produktas, turintis daug bioaktyviy junginiy,
kuriuos skirtingais ekstrakcijos metodais galima iSgauti ir toliau panaudoti funkciniy maisto
produkty gamyboje. Remiantis biorafinavimo koncepcija, isspaudose lieka tik minimalus Kiekis
vertingy junginiy, ir $i zaliava gali bati toliau naudojama ne maisto pramonéje, pavyzdziui, biokuro
gamyboje.

Darbo tikslas — parinkti optimalius mélyniy i$spaudy (lot. Vaccinium myrtillus L.) bioaktyviy
junginiy i8skyrimo metodus, jvertinti gauty ekstrakty chemine sudétj bei antioksidacines savybes,
taikant jvairius in vitro metodus. Ivertinti perSpektyviausiy ekstrakty mikrojkapsuliavimo
efektyvumo ir stabilumo tyrimus.

Darbo tikslui pasiekti buvo issikelti uzdaviniai:

1. Ivertinti mélyniy (lot. Vaccinium myrtillus L.) iSspaudy pradines charakteristikas.

2. Isskirti i§ meélyniy iSspaudy ekstraktus, taikant pagreitinta ekstrakcija aukStame slégyje,
maceravimg purtant ir ekstrakcija superkritiniu anglies dvideginiu bei nustatyti ekstrakty iSeigas.

3. Ivertinti mélyniy iSspaudy ir kietos frakcijos po skirtingy ekstrakcijos biidy antioksidacinj
potenciala, taikant jvairius antioksidacinio aktyvumo in vitro metodus.

4. Taikant dujy ir skys€iy chromatografijos metodus atlikti skirtingy ekstrakty riebaly riigsciy,
antocianiny ir kity fenoliniy junginiy kokybine ir kiekybine analize, nustatyti triacilgliceroliy sudét;.
5. Atrinkti perspektyviausig, didele antocianiny koncentracija pasizymintj ekstraktg, ir jvertinti jo
panaudojimo galimybe jkapsuliuojant ekstrakta j skirtingomis fizikocheminémis savybémis
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pasizymincias dangas. Taip pat jvertinti antocianiny jkapsuliavimo efektyvuma bei atlikti produkto
stabilumo tyrima.
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Literatiiros apzvalga

1.1. Mélyniy (lot. Vaccinium myrtillus) morfologiniai poZymiai ir paplitimas

Meélyné (lot. Vaccinium myrtillus) — tai 15 — 40 cm aukscio daugiametis kriimoksnis, priklausantis
erikiniy (lot. Ericaceae) augaly Seimai, dilenijaziedziy (lot. Dilleniidae) poklasiui. Augalo lapai yra
odiski, ovalios formos, nusmailéjusia virSiine, krastuose smulkiai dantyti, Sviesiai zalios spalvos.
Pavasarj iSsiskleidus lapams, jy spalva yra rausva, kuri véliau pasikeicia i gelsvai zalsva, o prie$
numetant lapus, jie paraudonuoja. Ziedai pavieniai, rausvai Zalios spalvos, i§sidéste lapy paZastyse.
Vaisiai rutuliski, 6 — 8 mm skersmens, sultingi, malonaus kvapo, saldaus skonio, melsvai juodos
spalvos. Uogos vidus yra mésingas, violetinés spalvos su rudomis ovaliomis séklomis (1.1 pav.) [6,
7].

Meélynés yra visame pasaulyje paplitusias uogos. Daugiausia auga Siaurés Amerikoje ir Europoje.
Ypa¢ gausiai paplitusios Lietuvos piety ir pietryCiy srityje. Dazniausiai auga kalnuotose ir
miskingose vietose, drégnose pievose, pelkése ir rigsc¢iuose dirvozemiuose [6]. Lietuvoje randamos
ir kitos Vaccinium L. genties raSys: girtuoklé (lot. Vaccinium uliginosum L.), brukné (lot.
Vaccinium vitis-idaea L.), tarpiné Silauogé (lot. Vaccinium intermedium Ruthe). Lietuvos klimato
saglygomis mélyniy krimai pradeda zydéti geguzés ménesio pabaigoje ir zydi iki birzelio vidurio,
taciau pavieniy ziedy galima aptikti visg vasarg. Mélyniy uogos galutinai prinoksta liepos ménesio
pradzioje ir laikosi iki rugséjo [6, 8].

2.1 pav. M¢lyné (lot. Vaccinium myrtillus) [9]

1.2. Mélyniy biocheminé sudétis

Meélyniy iSspaudose gausu flavanoidy, taniny, fenoliniy, oraganiniy rugséiy bei kity biologiskai
aktyviy junginiy, tokiy kaip vitaminai C (askorbo ragsties), B1 (tiamino), B2 (riboflavino), B3
(niacino), K (naftochinono) bei mineraliniy medziagy (gelezies, kalcio, kalio, vario, magnio,
fosforo, chromo, mangano). Siy uogy i$spaudose rasti dideli maistiniy skaiduly kiekiai: 5,12 g/
100 g tirpiyjy ir 77,74 g / 100 g netirpiyjy maistiniy skaiduly. Jy sudétyje yra pektino (3,33 %),
celiuliozés (8,38 %) ir hemiceliuliozés (20,91 %). Nustatyta, kad Svieziose mélyniy vaisiuose
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galima rasti iki 4g / kg pektino [10]. Mélyniy iSspaudose yra labai daug polifenoliniy junginiy
grupei priklausanéiy antocianiny. Nustatyti cianidino, delfinidino, malvidino, peonidino ir
petunidino arabinozidy, galaktozidy ir gliukozidy, kurie pasizymi farmakologiniu poveikiu bei
suteikia mélyniy vaisiams buidingg spalvg [11]. Svarbu paminéti, kad uogy sudétis priklauso nuo jy
rasies, augimo salygy bei uogy sunokimo laipsnio.

Mélynés yra laikomos vienos svarbiausiy fenoliniy junginiy Saltiniu. Mokslinéje literatiiroje
nurodoma, kad mélyniy uogose fenoliniy junginiy randama apie 0,7 — 1,2 mg/g sausos maseés [12].
Sie junginiai yra pladiai paplite visy augaly tarpe ir turi itin didele svarba juy augimui bei
reprodukcijai. Fenoliniai junginiai turi aromatinj ziedg, kuris turi vieng ar daugiau hidroksilo
grupiy, o jy struktiiros gali kisti nuo paprastos fenolio molekulés iki sudétingos didelés molekulinés
masés polimero struktiiros [13]. Tokie strukttriniai skirtumai lemia placia fenoliniy junginiy
jvairove gamtoje.

Kaip ir daugelyje kity uogy mélynése gausu flavanoidy [10, 15]. Tai dideliu antioksidaciniu
aktyvumu pasizymintys junginiai, priklausantys fenoliniy junginiy grupei. Pagrindinis flavanoidy
struktiiros elementas yra flavono branduolys, kuriame randama 15 anglies atomy iSdéstyty trijy
ziedy sfera (C6-C3-C6), jie zenklinami A, B ir C raidémis. Siame struktiiriniame skelete svarbu tai,
kad yra chromano ziedas (C), kurio antroje, trecioje ar ketvirtoje vietoje prisijunggs aromatinis
ziedas B (1.2 pav.) [16].

2.2 pav. Flavanoidy strukttiros modelis [17]

Mélyniy vaisiuose nustatyta nuo 5 iki 12 % taniny, i§ kuriy didziausig dalj sudaré katechinas [7, 8].
Neprinokusiuose vaisiuose rasta fenoliniy riigs¢iy: galo, protokatecho, m-hidroksibenzoinés ir p-
hidroksibenzoinés, vanilino, chlorogeno, kavos, siringo, ferulio bei 0-, m- ir p-kumaro ragsties.
Identifikuota keletas fenoliniy riig8¢iy esteriy su cukraus liekana: 1-O-hidroksicinamil- B-D-
gliukozé ir p-kumarilgliukozé. Nustatyta organiniy rags¢iy: obuoliy, chinino, pieno, oksalo, gintaro,
citriny [8, 20, 21].

Mélyniy vaisiuose identifikuota apie 109 lakieji junginiai, i$ kuriy didziausig dalj sudaré alifatiniai
alkoholiai, aldehidai ir ketonai, terpeno dariniai, aromatiniai junginiai ir esteriai. Nustatyti trys
pagrindinai junginiai, suteikiantys budingg mélynéms kvapa: trans-2-heksenalis, etil-3-
metilbutiratas ir etil-2-metilbutiratas [22]. Mélyniy vaisiy séklose nustatyta baltymy, riebalinio
aliejaus, kurio sudétyje yra soCiyjy, mono ir polinesoCiyjy riebaly ragséiy [23].

Mélynése aptinkami dideli antocianiny kiekiai, kurie sudaro didziausig vandenyje tirpiy
polifenoliniy flavanoidy grup¢ augaly karalystéje (1.3 pav.) [24]. Tai nataralas pigmentai, atsakingi
uz daugelio darzoviy, vaisiy ir uogy (taip pat ir mélyniy) mélyna, violeting, geltong ir oranzing
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spalvas. Mélynéms budingas didelis antocianiny kiekis, lyginant su kitomis uogomis. Literatiiros
Saltiniuose nurodyta, kad mélynése antocianinai sudaro apie 90% visy fenoliniy junginiy esanciy
Siose uogose [25]. Pavyzdziui, vidutinis kiekis $iy junginiy spanguolése yra apie 40%, o braskése
apie 48 % [26]. Antocianiny kiekis, mélynése kinta nuo 300 iki 700mg/100g Svieziy uogy [27].

1
R
OH
+
HO @) 2
AN R
= 3
O—R
OH
R! R? R3 Antocianinas
H H Gliukozé/Arabinozé/Galaktoze Pelargodin-3-gliukozé/arabinozé/galaktozé
OH H Gliukozé/Arabinozé/Galaktozé Cianindin-3-gliukozé/arabinozé/galaktozé
OH OH Gliukozé/Arabinozé/Galaktozé Delfinidin-3-gliukozé/arabinozé/galaktozé
OCH3 OH Gliukozé/Arabinozé/Galaktozé Petunindin-3-gliukozé/arabinozé/galaktozé
OCHs H Gliukozé/Arabinozé/Galaktoze Peonidin-3-gliukozé/arabinozé/galaktozé
OCH3 OCH3s Gliukozé/Arabinozé/Galaktozé Malvidin-3-gliukozé/arabinozé/galaktozé

2.3 pav. Antocianiny struktiiriné schema [35]

Moksliniuose $altiniuose nurodama, kad mélynése rasta 15 skirtingy antocianiny: malvidin 3-
galaktozidas, delfinidin 3-galaktozidas, delfinidin 3-arabinozidas, petunidin 3-galaktozidas,
petunidin 3-arabinozidas, malvidin 3-arabinozidas, cianidin 3-gliukozidas, cianidin 3-galatozidas,
cianidin 3-arabinozidas, delfinidin 3-gliukozidas, malvidin 3-gliukozidas, peonidin 3-gliukozidas,
peonidin 3-galaktozidas, peonidin 3-arabinozidas ir peonidin 3-gliukozidas [28]. Kiekvienas
junginys suteikia skirtingg vaisiaus luobelés atspalvj ir turi skirtingas antioksidacines savybes [29].
Kurio junginio mélynés uogoje kaupiama daugiausiai, vienareikSmiskai atsakyti negalima, nes
atlikingjami tyrimai rodo skirtingus rezultatus. Moksliniuose $altiniuose teigiama, jog daugiausiai
yra randama delfinidino ir cianidino junginiy.[30, 31, 32]. Uogy kiekybiné sudétis priklauso nuo
augalo augimo lokalizacijos, nokimo periodo bei surinkimo laikotarpio.

Antioksidacinés antocianiny savybés paprastai priklauso nuo molekulés struktiros ir pakaity
issidéstymo. Siy junginiy antioksidantinis poveikis pasireidkia per daugelj sudétingy mechanizmuy,
tokiy kaip: (1) sugebéjimg tiesiogiai suriSti laisvuosius radikalus, (2) apsaugoti nuo aktyviyjy
deguonies junginiy formavimosi [33]. Modelinése sistemose nustatyta, kad antioksidacinémis
savybémis pasiZymintys antocianinai atiduoda elektrong ar vandenilio atomg 1§ hidroksilo pakaito
laisviesiems radikalams ir taip suriSa laisvuosius radikalus nutraukdami oksidaciniy procesy
granding [34].

1.3. Meélyniy veikliyjy medziagy farmakologinis poveikis

Per pastaruosius kelerius metus mélyniy uogy farmakologinis poveikis buvo plac¢iai nagrin¢jamas
jvairiais in vivo ir in vitro eksperimentais [36]. Literatiiroje daugelis tyrimy patvirtina, kad visos
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uogos, jskaitant ir mélynes, pasizymi reikSmingu biologiniu poveikiu zmogaus sveikatai dél
sudétyje esanciy fenoliniy junginiy kiekio. Mélynése gausu biologiskai aktyviy medziagy, kurios
pasizymi antikancerogeniniu, prieSuzdegiminiu, antioksidaciniu bei antimikrobiniu poveikiu. [37,
38]. Sios uogos pasizymi ypa¢ dideliu antocianiny kiekiu. Moksliniuose $altiniuose nurodyta, kad
mélynése aptinkami antocianinai sudaro apie 90 % visy fenoliniy junginiy [25]. Zheng ir kt. (2003)
teigia, kad antioksidacinis aktyvumas mélynése labiausiai priklauso nuo jy sudétyje esanciy
antocianiny [39].

Antocianinai turi potencialiy farmakologiniy ir biologiniy savybiy, dél kuriy gali biiti naudojami
tiek medicinoje, tiek terapiniais tikslais. D¢l Sios priezasties susidoméjimas jais paskutiniu metu itin
iSaugo. Atlika daugybé tyrimy tiriant mélyniy bei jy sudétyje esanciy antocianiny poveiki
sveikatai. Sie junginiai suri$a laisvuosius radikalus bei svarbiis prevencijai nuo kancerogenezés
[40]. Hou ir kt. (2004) nustaté, antocianiny ir jy anglikony teigiama poveikj slopinant vézines ligas
sukelian¢iy veiksniy poveikj [41].

Taip pat buvo istirtas antocianiny apsauginis poveikis Sirdies ir kraujagysliy ligy prevencijai [42].
Teigiamas §iy junginiy poveikis pastebétas atliekant eksperimentinius tyrimus su pelémis, kuriuose
nustatyta, kad mélyniy sudétyje esantys antocianinai sumazino bendrg Zarnose aptikty adenomy
skai¢iy [40]. In vitro eksperimentais nustatyta, jog antocininai slopina uzdegima sukelian¢iy
junginiy (prostaglandiny, leukotrieny bei histamino) sintezg ir iSsiskyrimg [44]. Literatiiroje rasta
keletas tyrimy, kurie atlikti jvertinant mélyniy vaisiy antocianiny antioksidacinj poveikj, Sie
junginiai pasizyméjo proteaziy inhibiciniu poveikiu, kurios turi jtakos antikancerogeniniam,
antioksidantiniam, prieSuzdegiminiam bei neuroprotekciniam poveikiui. Vartojant antocianiny
turin¢ius produktus, galima apsisaugoti nuo daugelio létiniy ir neurodegeneraciniy ligy [45].

Tyrimais jrodyta, kad polifenoliniai junginiai apsaugo augalus nuo ultravioletiniy saulés spinduliy
poveikio, oksidacinio streso bei patogeniniy mikoorganizmy [46]. Literatiiroje rasta tyrimy,
kuriuose nustatyta, kad mélyniy sudétyje esantys fenoliniai junginiai gali antibakteriskai veikti
Salmonella ir E. coli bakterijas [47].

Kai kurie autoriai teigia, jog i§ mélyniy iSgauti ekstraktai gerina regéjima bei akiy prisitaikyma
prie tamsos bei rySkios Sviesos [48]. Ekstrakty sudétyje esantys komponentai pagretina akiy
aprapinimg krauju bei deguonimi, kuris ypa¢ svarbus norint apsisaugoti nuo tokiy ligy kaip
glaukoma. Atlikus bandymus su Zmonémis sergantiems glaukoma, kuriems buvo vieng kartg
duota 200 mg mélyniy antocianiny dozé, pastebétas teigiamas poveikis Sios ligos atzvilgiu
[49]. Atlikus bandymus su gyvinais taip pat nustatyta, jog i$ uogy iSgauti ekstraktai gali
pagerinti atmintj ir apsaugoti smegenis, sumazinant oksidacinio streso jtaka [50].

1.4. Technologiniy veiksniy jtaka veikliyju junginiy jkapsuliacijos efektyvumui, prailginto
veikimo produkty sukiirimui

Ikapsuliavimas — inovatyvi technologija, kuri naudojama siekant pagaminti mikro/nano dydzio
daleles. Siuo badu pagaminti tarpiniai produktai dazniausiai naudojami farmacijos, chemijos ir
maisto pramonése srityse [51]. Sios technologijos principas pagristas tuo, kad mikro dydzio
dalelés yra padengiamos kietyjy daleliy, laSeliy ar inertiniy dujy apvalkalu, taip apsaugodamos
pagamintas mikrokapsules nuo  Soriniy veiksniy (1.4 pav.). Jkapsuliavimo proceso metu
pagamintos dalelés yra skirstomos pagal dydj:
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e nanodalelés (<1 pm);
e mikrodalelés (1 — 800 um);
e makrodaleles ( >800 um) [52].

O+O—>.

Serdiné Apvalkalo
medZiaga sienelé MlkrOkapsule

2.4 pav. Mikrokapsuliy sudarymo principiné schema [53]

Efektyviam jkapsuliavimui, svarbu parinkti tinkamas salygas, kadangi nuo jy priklauso kokio
dydzio bus dalelés, mikrokapsuliy danga ir veikliyjy medziagy savybés [54]. Ypac svarbu
parinkti tinkamas dangas [55]. Sios medZiagos turi bati nehidrofobiskos, mazos klampos bei
pasizyméti emulguojanciomis savybémis, siekiant suformuoti reikalingg plévele veikliyjy
medziagy padengimui [56]. Apvalkalo medziagos gali bati sintetinés, pusiau sintetinés ir
natiralios. Daziausiai naudojamos dangos: polisacharidai, ir jy miSiniai su lipidais ar proteinais
[57]. Remiantis mokslinémis publikacijomis, galima daryti iSvadg, kad jkapsuliuojant augaly
ekstraktus tikslinga baty naudoti nattralios kilmés dangas dél tinkamos saveikos su augalinés
kilmés veikliosiomis medziagomis [58]. Dazniausiai naudojamos natdralios dangos yra
maltodekstino, Zelatinos ir ciklodekstrino medziagos [58,59].

Tyrimais jrodyta, kad maltodekstrinas purskiamojo dziovinimo metu pagerina iSpurksty milteliy
technologines  savybes [57]. Zelatina dél fizikocheminiy savybiy suderinamumo pladiai
naudojama eteriniy aliejy jkapsuliavimui [63]. Taip pat ji turi jtakos pagaminty emulsijy
stabilumui: didinant Zzelatinos koncentracija tirpale klampa tiesiogiaididéja [64]. Ciklodekstrinai
pasizymi tiek hidorifilinémis, tiek hidrofobinémis savybémis, to pasekoje puikiai jkapsuliuojamos
jvairios veikliosios medziagos [65].

Mikrokapsulés gali biiti gaminamos taikant daug jvairiy metody: purSkiamojo dZiovinimo,
purSkiamojo auSinimo, sukamojo disko purSkimo, centriftginés ekstruzijos, tirpiklio garinimo,
tirpiklio ektrahavimo, tarpfazinés polimerizacijos, liposomy technologijos, nanokapsuliacijos,
riSamyjy medziagy polimerizacijos, in — situ polimerizacijos metodus [55, 67]. Dazniausiai
naudojami dziovinimo biidai mikrokapsuléms gauti:

e Purskiamojo dziovinimo metodas
Vienas i§ dazniausiai taikomy pigmenty jkapsuliavimo metody yra iSpurskiamasis dziovinimas
(1.5 pav.). Purskiamojo dziovinimo (PD) metodas yra dazniausiai naudojamas metodas, norint
jkapsuliuoti antocianinus [55]. Sis metodas naudojamas jkapsuliuoti kar§¢iui ir §ilumai jautrias
medZiagas dél trumpo dZiovinimo laiko (5 — 30 s) [69]. Sios technologijos principas pagristas tuo,
kad jkapsuliavimui naudojamy dangy bei veikliyjy medziagy pagalba yra suformuojama emulsija,
tada tirpiklio garinimo metu susidarant aukStam slégiui ir suspausto oro srovei, apvalkalo medziagy
miSinys padengia veikligsias medziagas, tokiu biidu mikrokapsuléms daZniausiai suteikiant ovalig
forma. [67]. Taikant §] metoda junginys jkapsuliuojamas daugiabranduolése arba matricinio tipo
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mikrokapsulése [70]. PurSkiamojo dziovinimo metodo metu pagaminty mikrokapsuliy
fizikomechaninéms savybéms jtakos turi emulsijos, suspensijos ar paruosto tirpalo kokybé, jy
klampa, pagalbiniy medziagy savybés bei proceso technologiniai parametrai [71].

Medziagos
tiekimas

Karétas_>

oras

Purskima
antgalis

——

Dziovinima
kamera e o

Serdine «~
dalis

2.5 pav. Purskiamojo dZiovinimo pricipiné schema [72]

Purskiamojo dziovinimo metodo tinkamy parametry parinkimas (vidinés proceso temperatiiros,
iSorinés proceso temperatiros,  tirpalo tékmés grei¢io) turi jtakos iSpurkS$ty milteliy
charakteristikoms: milteliy  fizikocheminéms savybéms, veikliyjy junginiy jkapsuliacijos
efektyvumui bei iseigai [73]. Siekiant pagaminti tinkamos kokybés miltelius reikia atsizvelgti |
technologines proceso savybes bei tinkamg pagalbiniy medziagy bei savybiy parinkima.

Nuo tinkamos vidinés ir iSorinés Oro temperatiiros purskiamojo dziovinimo proceso metu,
priklauso iSpurksty milteliy charakteristikos: Zemesné temperatiira jtakoja didesnj drégmeés kiekj
produkte, auksta temperatira salygoja veikliyjy junginiy termolabiluma. Nustatyta, kad auksta
vidiné proceso temperatiira leidzia pagreitinti gamyba, ant laseliy pavirSiaus suformuoja pusiau
pralaidzia membrang, taciau tai gali salygoti pridzitvimg ir suformuoti didelius burbulus ant
pavirSiaus, kurie daro jtakag produkto iSeigai bei jtakoja milteliy lipnuma [40, 79]. PurSkiamojo
dziovinimo metodas pazangus veikliyjy junginiy jkapsuliacijos metodas, skirtas iSgauti miltelius,
norint juos apsaugoti nuo aplinkos poveikio. Siekiant pagaminti tinkamos kokybés miltelius
reikia atsizvelgti j technologines proceso savybes bei tinkamg emulsijos, pagalbiniy medZiagy
beiparinkimag

e Centrifuginés ekstruzijos metodas
Centrifuiginés ekstruzijos metodas tinka jkapsuliuoti tik skystas medziagas. Sio proceso metu,
ikapsuliavimui skirta medziaga yra paduodama cilindriniu vamzdziu, o mikrokapsuliy dangos
skyscio pavidalu pumpuojama kartu aplink pagrindinés medziagos ziedo erdve (1.6 pav.).
Naudojant besisukantj ekstruzijos antgalj su koncentriniais purkstukais, Serdiné medziaga
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.

iSspaudziama j jg apdengian¢ig membrang ir tada Kietinami Salto oro srove, kol sustingsta. Sis
procesas tinkamas formuojant 400 — 2000 um skersmens daleles [55, 67].
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2.6 pav. Centrifiiginés ekstruzijos proceso schema [75]

e Tirpiklio garinimo metodas
Mikrokapsuléms pasirinkta danga yra istirpinama lakiame tirpiklyje. Gautas polimerinés dangos
tirpalas yra disperguojamas, siekiant gauti norimo dydzio bei formos mikrokapsules. Pagrindiné
ikapsuliuojamoji medziaga yra tirpinama polimerinés dangos miSinyje, kol istirpsta. Siekiant
iSgarinti polimero tirpiklj, miSinys gali buti kaitinamas, kol tirpiklio nebelieka. Nesiklio
temperatiira sumazinama iki aplinkos temperatiros su nuolatiniu suzadinimu. Siame etape
mikrokapsulés gali bati naudojamos suspensingje formoje, pvz: milteliai [55, 67].

e Tarpfazinés polimerizacijos metodas

Gaminant $iuo badu, du reagentai polikondensacijoje susijungia ir greitai sureaguoja. Sio
metodo pagrindas yra klasikiné Schotten Baumann reakcija tarp rag$ciy chloridy ir junginio,
kurio sudétyje yra aktyvus vandenilio atomas, pvz: aminai arba alkoholis, poliesteriai,
polikarbamidai, poliuretanai. Esant tinkamoms sglygoms, plonos lanks¢ios sienelés forma
suformuojama greitai. Pesticido ir dirtgsc¢iy chlorido tirpalas yra emulsuojamas vandeniniame
tirpale, kuriy sudétyje yra pridétas amino ir polifunkcinis izocianatas. Bazés dalyvauja
neutralizuojant rtgstis reakcijos metu.  Suglaustos polimerinés sienos akimirksniu sudaro
emulsinius laselius [55, 67].

¢ RiSamyjy medziagy polimerizacijos metodas
Daugelyje procesy, pagrindiné medziaga yra jterpiama j polimering matricg daleliy formavimo
metu. Paprastas Sio metodo tipas purSkimas — dziovinimas, kurioje dalelés suformuojamos
iSgarinant tirpiklj i§ matricinés medziagos. Taciau matricos kietéjimas taip pat galibiti sukeltas
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naudojant cheming kaitg.Naudojant §j reiskinj, paruo$iamos mikrokapsulés, kuriy sudétyje yra
baltyminis tirpalas [55, 67].
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2. Tyrimo objektas ir metodai
2.1. Tyrimy objektas

Tyrimo objektas — po sul¢iy spaudimo gautos mélyniy (lot. Vaccinium myrtillus) iSspaudos,
i8dziovintos 2016 metais ~ 40°C laipsniy temperataroje. Prie$ ekstrakcijg dziovintos mélyniy
i$spaudos buvo smulkinamos cikloniniu maliinu (Retsch, Haan, Vokietija) naudojant 8000 aps./min.
greiCiu, kartu derinant tris skirtingo tankumo sietus: 0,5, 1 ir 2 mm. I8dziovintos ir susmulkintos
mélyniy i$spaudos laikomos hermetiskai sandariuose stikliniuose induose, vésioje, sausoje ir
tamsioje, saulés spinduliy nepasiekiancioje, patalpoje. Smulkinimo metu gautos trijy skirtingy
frakcijy vienalyc¢iai iSspaudy miSiniai padidina aktyviy komponenty ekstrahavimo efektyvuma.

2.2. Tyrimams naudoti cheminai reagentai ir jrenginiai

Cheminiai reagentai:

e Ekstrakty paruo$imui naudoti reagentai ir medziagos: heksanas (CeHu4), etanolis (CoHsOH;
96,3%), acetonas (C3zHsO), metanolis (CH30OH), CO- ir azoto dujos (99,9 %, Gaschema, gamtinés
dujos), diatominé zemé (Sigma-Aldrich, Mousa, Sent Luisas), ultra $varus vanduo 0,054 uSi/cm
(gryninta Milipore, Bedford MA, JAV vandens gryninimo sistema) ir distiliuotas vanduo 0,054
uSi/em (gryninta Milipore, Bedford MA, JAV vandens gryninimo sistema) ir distiliuotas vanduo.

e Antioksidacinio aktyvumo tyrimuose naudoti reagentai ir medziagos: Folin-
Ciocalteaureagentas (Sigma-Aldrich, Buchs, Sveicarija), galo ragstis >99 %grynumo (Fluka,
Lenkija), metanolis > 99,9 %grynumo (Sigma-Aldrich, Vokietija), bevandenis natrio karbonatas
(Na2CO3) 98 % grynumo (CHEMPUR, Lenkija), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilhidratas (DPPH -
laisvasis radikalas, 95 %), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksirtgstis 97 % grynumo
(troloksas), kalio chloridas, natrio chloridas, vandeninis natrio hidrofosfatas, kalio dihidrofosfatas,
kalio persulfatas ir mnatrio hidroksidas (StanLab, Liublinas, Lenkija). 2,2'-azino-bis-3-
etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis (ABTSe+, laisvasis radikalas, 98 %), 2,2"-azobio (2-
amidinpropano) dihidrochloridas (AAPh), 3',6'-dihidroksispiro(izobenzofuran-1(3H),9'-
(9H)ksanten)-3-onas (fluoresceinas,Steinheim, Vokietija). Mikrokristaliné celiuliozé (Sigma-
Aldrich, Mouse, Sent Luisas) ir plastiko kiuvetés 10 x 10 x 45 mm. (Fluka, Lenkija).

e Baltymy, drégmés ir mineraliniy medziagy nustatymui naudoti reagentai ir medZziagos:
druskos ragstis (HCl; Chempur, Piekary Slaskie, Lenkija), koncentruota sieros rtgstis (konc.
H2S04; Chempur, Piekary Slaskie, Lenkija), katalizatorius tableté (3,5 g K2S04; 290.4 g CuSO4,
Sigma-Aldrich), natrio sarmas (NaOH; Chempur, Piekary Slaskie, Lenkija), boro riigstis (H3BO4;
Chempur, Piekary Slaskie, Lenkija), tasiro indikatorius.

e Chromotografinei analizei naudoti reagentai, medziagos ir junginiy standartai ESCh klasés
grynumo tirpalai: skruzdziy ragstis 98 % grynumo, acetonitrilas ir metanolis (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Vokietija). Ultra Svarus vanduo 0,054 uSi/cm (gryninta Milipore, Bedford MA,JAV
vandens gryninimo sistema).

Naudoti jrengimai:
e cikloninis maltnas ,,ZM 200 (Retsch, Haan, Vokietija);
e analitinés svarstyklés ,,KERN 770 (Goti, Kern&Sohn Gmbh., Alkstad, Vokietija);
e svarstyklés ,,Precisa XB 620C*, (Sveicarija);
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e laboratoriné ekstrakcijos superkritiniais skysciais ,,Helix* sistema (Applied Separation,
Allen-town, PA, JAV);

e pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais sistema (PET) ,,DIONEX ASE 350%,
(Sunnyvale, CA, JAV);

e vakuuminis — rotacinis garintuvas ,,BUCHI Rotavapor R-210*, (Kanada);

e purtytuvas ,,Platform Shaker Universal PSU 20%,(JAV);

e purtyklé — vorteksas ,,Bio vortex V1Bioscan“,(Ryga, Latvija);

e ultragarso vonelé ,,Ultrasonics“( Astra-Son™, JAV);

e Biuchnerio piltuvas;

e liofilizatoriuS ,,MAXI DRY LYO* (Danija);

e automatinés pipetés: 20-200 pl, 100-1000 pul (CAPP, Danija), 1000 pl (Hirshmann
Laborgerate, Hirshmann Technocolor, Vokietija);

e spektrofotometras ,, GENESYS 8, 10 UV"(Spetronic instruments, Rocester, JAV);

e Perkin Elmer Clarus dujy chromatografas su liepsnos jonizacijos detektoriumi(Perkin Elmer,
CA, JAV);

e mikrosvirkstas 50 ul (SGE, Australia);

e ESCh chromatografas: binarinis siurblys Waters 1525 (Water, Hilford, MA), rankinis
bandinio jleidimo jrenginys Rheodyne 7725i ((Rheodyne, Rohnert Park, CA), UV
detektorius Waters 996 (Waters, Hilford, MA), masiy detektorius Water-Micromass ZQ
2000 (Water, Arlington, MA));

e skenuojantis elektronininis mikroskopas ,,Quanta 200 F* (Zurich, Switzerland).

2.3. Ekstrakty gavimo schema

IS mélyniy iSspaudy siekiant iSgauti funkcionaliaisiais komponentais praturtintus ekstraktus taikyti
tradiciniai ir Siuolaikiski ekstrakcijos metodai. Ekstraktai buvo i§gaunami maceravimo purtant biidu
bei naudojant ekstrahavimo metodus, pasizymincius padidinto slégio salygomis — superkritiné
ekstrakcija anglies dioksidu (SKE — COz) bei pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (PET).
Mélyniy i$spaudy eksperimentiniy tyrimy schema pateikta 2.1 paveiksle.
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| dalis

Meélyniy
i§spaudos (0.5,
1 ir 2 mm)

Pagreitinta ekstrakcija
organiniais tirpiklais

Superkritiné ekstrakcija
anglies dvideginiu

Maceravimas
H20/EtOH

(PET) (SKE - CO2) (santykiu 8:2)
PET H20 SK — CO2 SK - CO2
ekstraktas esktraktas liekana
PET EtOH - 5
ekstraktas SK - COz2 I\EEC ]gg;{
MAC EtOH .
eskiraktas liekana
SK -CO2 SK -CO2
MAC H20 MAC H20
esktraktas liekana
Il dalis
Mikrojkapsuliavimas Antioksidacinio ine e ..
: Vl? : aktyvumo jvertinimas Kokybine - Kokybiné ir kiekybine
purskiamojo (ABTS", DPPH' ekstrakty analize antocianiny analizé
dZiovinimo metodu* ORAC. BF ) i (UESCh —MS) (UESCh — MS)
*MAC H20/EtOH * MAC H20/EtOH Meélyniy %Sspaudos
#QK — CO2 *« SK-CO2 0.5, 11r2 mm
*SK — CO2 MAC EtOH * SK-CO2MAC
*SK — CO2 MAC H20 EtOH
*PET H20 * SK-CO2MAC H20
*PET EtOH « PET H20
* PET EtOH
QUENCHER Drégmeés, baltymu.
proceduira (DPPH", lipiduy ir minreliniy
ORAC. BFIK) medZziagy nustatymas

*mikrojkapsulimui pasirinktas vienas ekstraktas MAC H20/EtoH (santykiu 8:2)

2.1 pav. M¢élyniy iSspaudy gamybos (I dalis) ir vykdyty eksperimenty schema (11 dalis)
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2.4. Superkritiné ekstrakcija anglies dioksidu (SKE-CO2)

Ekstrakcijos atliktos naudojant ,,Helix“ sistemg (Applied Separation, Allen-town, PA, USA) su 10L
(145 x 490 mm) tario neradijan¢io plieno ekstrakciniu indu, Kurios principiné schema pateikta 2.2
pav.

125 g susmulkintos vienos frakcijos (0,5, 1 arba 2 mm) mélyniy iSspaudos sudedamos i celg taip,
kad pilnai ja uzpildyty ir tada sandariai uzdaroma. Prie§ pradedant dinaming ekstrakcija, 30 min
vykdoma statiné ekstrakcija. CO2 srautas visos ekstrakcijos metu vienodas — 2 1/min. Ekstrahavimo
slégis ir temperatira nustatomi automatiskai, prie§ pradedant ekstrakcija, ekstraktoriaus valdymo
blokuose, o laikas kontroliuojamas rankiniu bidu. Ekstrakcija vykdoma esant 45 °C temperaturai ir
400 bar slégiui 360 min, kas pusvalandj vertinant masés padidéjimg analitinémis svarstyklémis
»KERN 770 (Goti, Kern&Sohn Gmbh., Alkstad, Vokietija). Surinkti ekstraktai iki tolimesniy
tyrimy saugomi sandariuose stikliniuose buteliukuose —4 °C temperatiroje.

CO2 Termostatas
balionas T
_ Slegio
’ reguliatorius
Ausintuvas 0
]s
':-;- Siurblys | g Surinktuvas
| ¢ \..“rrrrJ
| 4‘ — ’ 5 -
Sildytuvas

2.2 pav. Superkritinio ekstraktoriaus anglies dvideginiu schema [76]
2.5. Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (PET)

Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpiklais buvo atlikta naudojant pagreitinto tirpiklio
ekstrahavimo jrengimg ASE 350 (Dionex, Sunnyvale, CA, JAV). Aparatiira sudaro tirpikliy
talpyklos, siurblys, ekstrakciné celé, termostatas, surinktuvas ir dujinio azoto balionas (2.3 pav).

UzZsukama i§ abiejy galy nertdijanéio plieno celé, pries tai uzpildoma 7 g atitinkamos frakcijos
susmulkintomis mélyniy iSspaudomis. Celés galuose dedama po 1 g diatominés zemés ir
celiuliozinai filtrai siekiant iSvengti méginio patekimo j jrenginio sistemg ir surinkimo inda.
Uzpildyta ekstrakciné celé statoma j karuselés principo Stova. Ekstrakcijos vykdomos naudojant
etanolio ir vandens tirpiklius, vykdant tris ciklus esant 1000 psi slégiui bei skirtingoms
temperataroms, priklausomai nuo to, koks tirpiklis naudojamas (etanoliui — 70 °C, vandeniui — 120
°C). Po ekstrakcijos likes etanolis buvo isgarintas rotaciniu garintuvu (BUCHI Rotavapor R-210%,
Kanada) naudojant 40 °C temperatiira, o vanduo — liofilizatoriuje (MAXI DRY LYO, Danija).
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Gauti ekstraktai buvo saugomi sandariuose tamsaus stiklo buteliukuose —18 °C temperatiroje iKi
sekanciy tyrimy.

Termostatas

Sumaidymo Sturblys
voztuvas

I-
\

Statinis
vozZtuvas

3]

Ekstrakciné

celé
i | et
Tirpiklis Tirpiklis Surinkimo
Azotas indas

2.3 pav. Pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais sistemos schema [77]
2.6. Baltymuy, riebaly, drégmés ir mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

Baltymy, riebaly, drégmés ir mineraliniy medziagy kiekis buvo nustatytas remiantis standartine
(AOAC) nustatymo metodika (AOAC, 1995) [78].

Sausosios medziagos arba pusiausvyrinis drégnis buvo nustatytas gravimetriskai, dziovinat 105°C
temperatiiroje iki nekintamos masés. Mineraliniy medziagy kiekis nustatytas gravimetriskai
apdorojus tiriamajg Zaliavg 550 °C temperaturoje. Baltymy kiekis nustatytas Kjeldalio, o riebaly
kiekis — Soksleto metodais.

2.7. Ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas
2.7.1. Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas (BFJK)

Bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas pagal Folin ir Ciocalteu (1927) metodinj apraSyma
naudojant Folin—Ciocalteu (Sigma — Aldrich, Buchs, Sveicarija) reagenta (Folin, O., Ciocalteu
1927) ir iSreikstas galo rugsties ekvivalentais (mg/g GRE).

Atliekant tradicing tyrimy analizg, 150 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis méginys) buvo
sumaisyta su 750 pul Folin — Ciocalteu's reagento (1:9, v/v) ir 600 pl Na>COs tirpalo (75 g/l).
Paruosti méginiai supurtomi ir laikomi 120 minuéiy tamsioje. Praé¢jus numatytam laikui, matuojama
absorbcija esant 760 nm bangos ilgiui. Naudojant galo riigsties tirpalg (koncentracijy ribos: 0,050
mg/ml — 0,250 mg/ml), pagal gautus rezultatus buvo apskaiciuota kalibracinés kreivés lygtis: y =
10,339x + 0,0326; R = 0,99809.

Taikant QUNCHER procediirg, 10 mg bandinio arba mikrokristalinés celiuliozés (kontrolinis
bandinys) sumaiSoma su 150 pl distiliuoto H2O, 750 ul Folin — Ciocalteu ‘s reagento (1:9, v/v) ir
600 pl NaxCOs tirpalo (75 g/1). Bandiniai 120 minué¢iy purtomi tamsoje, o po to centrifuguojami 7
minutes, naudojant 14000 aps./min. Absorbcija matuojama esant 760 nm bangos ilgiui. Kalibraciné
kreivé paruoSiama 10 mg mikrokristalinés celiuliozés sumaiSant su 150 pl galo riigsties (0 — 80
ul/ml dist. H20) arba distiliuoto H20 (kontrolinis bandinys), ul Folin — Ciocalteu ‘s reagento (1:9,
v/v) ir 600 ul NazxCOs tirpalo (75 g/1). Kalibraciné tiesinés priklausomybés lygtis: y = 4,2157x —
0,107; R*=0,9977.
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Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas galo rigsties ekvivalentais (mg/g GRE), naudojant
(2.1) formule:

C=cxVxm?t (2.1)

C — polifenoliy junginiy kiekis (mg/g GRE);

¢ — galo riigsties koncentracija, nustatyta pagal kalibracing kreive (mg/ml);
V — ekstrakto tiiris (ml);

m — ekstrakcijai naudota méginio masé (g).

2.7.2. DPPH*2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo radikaly sujungimo metodas

Laisvyjy radikaly sujungimo (DPPH®) tyrimas atliekamas pagal Brand-Williams ir kt. metodin;j
apraSymg (Brand-Williams ir kt., 1995) [14]. Metodas pagrjstas reakcija tarp antioksidanto ir
DPPH*® radikalo. DPPH® laisvyjy radikaly sujungimo geba isreiskiama Trolokso ekvivalenty
antioksidaciniu aktyvumu.

Atliekant tradicing tyrimy analizg, 500 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis méginys) buvo
sumaisyta su 1000 ul darbiniu DPPH® tirpalu, Kuris ruosiamas 0,0175 g radikalo iStirpinant 200 ml
metanolio. Darbinis DPPH® tirpalas skiedZziamas metanoliu, esant 517 nm bangos ilgiui, kad
absorbcijos verté buty lygi 0,800 + 0,03 optinio tankio vienety. Paruosti méginiai supurtomi ir
laikomi 120 minuciy tamsioje. Praé¢jus numatytam laikui, matuojama absorbcija esant 517 nm
bangos ilgiui. Kalibraciné kreivé sudaryta panaudojus etaloninius jvairiy koncentracijy Trolokso
tirpalus (1,25 — 10 pug/ml). Kalibraciné tiesinés priklausomybés lygtis: y = 6,5426x + 4.4281; R2 =
0,9982.

Taikant QUNCHER procedirag, 10 mg bandinio arba mikrokristalinés celiuliozés (kontrolinis
bandinys) sumaisoma su 500 ul metanoliu bei 1000 pul darbiniu DPPH?® tirpalu. Paruosti méginiai
120 minuéiy purtomi tamsoje, o po to centrifuguojami (7 min., 14000 aps./min.). Absorbcija
matuojama esant 517 nm bangos ilgiui. Kalibraciné kreivé paruoSiama 10 mg mikrokristalinés
celiuliozés sumaisant su 500 pl Trolokso tirpalu (0 — 60 umol/l metanolio) arba MeOH (kontrolinis
bandinys) ir 1000 ul darbinio DPPH?* tirpalo. Kalibracinés kreivés lygtis: y = 5,8458x - 1,1538 ; R?
=0,9935.

Laisvyjy radikaly sujungimo geba apskai¢iuojama naudojant (2.2) formule:

AB — AA
YA

2.2
AB 00 (2.2)

| — laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas (%);
AB — DPPH? reakcijos sistemos optinis tankis;
AA — sistemos su antioksidantu optinis tankis.

2.7.3. ABTS** 2,2'-azine-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono  ragsties laisvyju radikaly
sujungimo metodas

Tyrimas atliktas pagal Re ir kt. (1999) metodinj aprasyma [79]. ABTS®*" radikaly sujungimo geba
iSreiSkiama Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu.
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Eksperimentui atlikti reikalingi du tirpalai. Prie$ pradedant tyrimg pasiruosiamas fosfatinis buferinis
tirpalas (PBS),kuris ruosiamas j 1 1 matavimo Kolbg su distiliuotu H2O, istirpinant 8,18 g NaCl, 0,27
g KH2POs, 1,78 g Na.HPO4x2 H20 ir 0,15 g KCI (pH = 7,4). Pradinis ABTS®" tirpalas gaunamas
0,0549 g ABTS*" radikalo istirpianant 50 ml PBS tirpale ir pridedant 0,0038 g K.S-Os druskos, kuri
istirpinta 200 pl distilivotame vandenyje. Gautas tirpalas 15 — 16 val laikomas tamsoje. Pra¢jus
numatytam laikui, ruo$iamas darbinis ABTS®" tirpalas: pradinis ABTS®" tirpalas skiedziamas su
PBS, esant 734 nm bangos ilgiui, kad absorbcijos verté baty lygi 0,700 + 0,03 optinio tankio
vienety.

Atliekant tradicing tyrimy analize, 25 ul bandinio arba metanolio (kontrolinis méginys) buvo
sumaiSyta su 1500 pl darbiniu ABTS®" tirpalu. Paruo$ti méginiai supurtomi ir laikomi 120 minuciy
tamsioje. Absorbcija matuojam esant 734 nm bangos ilgiui. Kalibraciné kreivé sudaryta panaudojus
etaloninius jvairiy koncentracijy Trolokso tirpalus (0,02 — 0,4 mg/ml). Kalibraciné tiesinés
priklausomybés lygtis: y = 0,2087x — 1,013; R? = 0,999.

2.7.4. Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymas (ORAC)

Tyrimas atliktas pagal Prior ir kt. metodinj apraSyma (Prior ir kt., 2003) [18]. Metodas pagrijstas
peroksido radikaly suriSimu, kurj generuoja azobis (AAPh), slopindamas fluoresceino fluorescentinj
signalg.

Eskpermentui atlikti ruosiami trys skirtingy koncentracijy fluoresceino tirpalai: S; = 0,045 ¢
fluoresceino istirpinama 100 ml PBS, S = imama 0,5ml Sq tirpalo ir skiedziama 100ml PBS bei Sz=
imama 0,8 ml S, tirpalo ir skiedziama 50 ml PBS.

Atliekant tradicing tyrimy analiz¢, 96 Sulinéliy juodoje nepermatomoje 1éksteléje 25 ul bandinio
arba metanolio (kontrolinis méginys) sumaisoma su 150 pl floresceino tirpalo Sz ir inkubuojama 15
min 37 C temperatiiroje. Po to, naudojant daugiakanale pipete, j Sulinélius greitai pilama po 25 ul
AAPh tirpalo. Tada 1ékstelé jdedama | spektrofotometrg (FLUOstar Omega reader BMG Labtech,
Offenburg, Vokietija). Fluorescencija spektrofotometru matuojama 150 cikly, kai vieno ciklo
trukmé 66s, o atitinkami emisijos bangy ilgiai 485 ir 520 nm. Kalibraciné tiesinés priklausomybés
lygtis: y = 21671x + 2.4292; R* = 0,9727.

Taikant QUNCHER procediirg, 10 mg bandinio arba mikrokristalinés celiuliozés (kontrolinis
bandinys) , 150 ul PBS tirpalo bei 900 ul floresceino tirpalo Sz supilama j ependorfus. SumaisSyti
bandiniai 60 min purtomi tamsoje, o Vvéliau centrifuguojami (5 min, 5000 aps./min). Po
centrifugavimo su pipete paimamas optiskai skaidrus skystis ir supilamas j 96 Sulinéliy juoda
nepermatomga 1ékstele ir 15 min inkubuojama 37 C temperatiiroje. Po inkubacijos supilama po 25 pl
AAPhN tirpalo. Fluorescencija matuojama 150 cikly (vieno ciklo trukmé 66s), kai atitinkami emisijos
bangy ilgiai 485 ir 520 nm. Kalibracinés kreivés lygtis: y = 0,114x + 6,4243; R? = 0,9617.

Kalibraciné kreivé sudaryta panaudojus jvairiy koncentracijy Trolokso tirpalus (0,1 —0,4 mg/ml). Po
kalibracine kreive esantis plotas (AUC) kiekvienam bandiniui apskai¢iuojamas integruojant
santykine fluoresceino kreive. AUC apskaiciuojamas pagal (2.3) formulg:

i=120

AUC =1+ Z }é 2.3)
i=1 70
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fo— pradiné fluoresceino verté (0 min);
fi — fluoresceino verté tam tikra laikg (i-tajg min).

2.8. Ekstrakty ir triacilgliceroliu analizé ultra efektyviosios skys¢iu chromatografijos —
masiy spektrometrijos metodu (UESCh — MS)

Ekstrakty analiz¢ atlikta naudojant Waters Acquity sistemg (Waters, Milford, JAV). Sistema buvo
sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru (Bruker Daltonic,
Brémenas, Vokietija).

Atvirkséiy faziy analitine kolonéle (Acquity BEH C18, Amide 2,1 x 100 mm) atliktas anali¢iy
skirstymas, kai sorbento daleliy dydis — 1,7 um (Waters, Milford, JAV), esant 40 °C temperatiirai.
Eliuenty sistema: A — 0,2 % skruzdziy rugstis (v/v) ir B — 100 % acetonitrilas. Chromatografijos
trukmé — 10 min. Taikytas gradiento kitimas: 0 min. — 10 % B; 1 min. — 16 % B; 2 min. — 22 % B; 5
min. — 40 % B; 7 min. — 50 % B, 8,5 — 10 min. — 70-100 % B. Judrios fazés tékmés greitis — 0,4
ml/min., o jleidziamas toris — 2 pL. Junginiai, iSeinantys i§ kolonélés, aptikti diody matricos
detektoriumi (DMD) esant 100 — 450 nm bangos ilgiui. Masiy detektorius buvo nustatytas
neigiamos elektrinés — iSpurSkiamosios jonizacijos rezimu, o Visi parametrai kontroliuojami
naudojant HyStar programing jranga. Jonizacijai naudota + 4500 V jtampa, fragmentavimo celés
jtampa 5 eV, azoto dujos naudotos kaip iSpurskiancios (slégis 2 bar) bei dziovinancios dujos, kuriy
tekmes greitis 10 1/min.

Tarpusavyje derinant pilno skenavimo ir MS/MS modelius nustatytos junginiy molekulinés
formulés intervale — m/z 100 — 1500, kai skenavino greitis buvo 2,5 Hz. Taikant MS/MS modelj
buvo patvirtinti junginiai, kuriy negalima vienareikSmiskai identifikuoti. Chromatografiniy smailiy
identifikavimas atliktas pagal analités, standartiniy junginiy masiy spektrus, eliucijos trukmés
sutapima, MS/MS rezimu gautus fragmentus bei lyginant juos su literatiiros duomenimis. Nezinomy
junginiy identifikavimui buvo taikytas MS/MS rezimas, kai fragmentavimo jtampa celéje buvo 30
eVv.

Triacilgliceroliy analizé atlikta su 0.5, 1 ir 2 mm SK — CO> ekstraktais, pagal Alam Zeb ir Michael
Murkovic (Grazas, Austrija, 2010 m.) metodikg [96]. I$skirtymas atliktas su Acquity UPLC BEH
C18 1.7 um, 2.1 x 50 mm kolonéle (Waters, Milford, JAV), esant 40 °C temperatirai. Analizé
atlikta izokratiskai. Naudota mobili fazé: 18 % izoprapanolio ir 82 % metanolio misinys, kuriame
buvo 0,1 % acto rugsties ir 0,05 % amonio acetato. Eliuento srauto greitis 0,4 ml/min, o analizés
trukmeés greitis 12 min.

Masiy spektrometras naudojamas ESI rezimu, jonizacijai naudota — 5000 V jtampa, fragmentavimo
celés jtampa 8 eV, dziovinanciy dujy tékmés greitis 8 I/min, o temperatiira 200 °C. ESI — MS
spektrai buvo gauti m/z intervale nuo 100 iki 1500, kai skenavimo greitis buvo 1 Hz.
Chromatografiniy smailiy identifikavimas atliktas pagal molekulines mases, MS/MS rezimu gautus
fragmentus bei lyginant juos su literatiros duomenimis, o santykiné triacilgliceroliy sudétis
apskaiciuojama pagal ploto vienetus.

2.9. Riebaly rugsciy (RR) sudéties nustatymas dujy chromatografijos (DC — LID) metodu

Nustatinéjant riebaly rugs¢iy sudétj dujy chromatografijos metodu, pirmiausia atlieckamas riebaly
peresterinimas. Pasveriama 0,5 g riebaly ir uzpilama 4 ml metanolinio 0,5N NaOH tirpalo. Gautas
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miSinys gerai supurtomas ir kaitinamas grjztamuoju Saldytuvu, kol iSnyksta riebaly fazé. Kai
baigiama esterifikuoti riebalus, jpilama 5 ml 24 boro trifluorido ir kaitinama dar 2 min. Bandinj
atSaldzius iki kambario temperatiiros, jpilama 5 ml heksano, sumaiSoma ir laukiama, kol nusistovés
skirtingi sluoksniai. VirSutiné heksano faz¢é yra atskiriama ir iki analizé laikoma 4 °C temperatiiroje.
Galutiniam bandiniui paimama 100 pl heksano fazés ir praskiedziama 900 pl heksano.

Analizé atlickama naudojant chromotografg su liepsnos jonizuojanciu detektoriumi. Krosnies
temperatiira uzprogramuota nuo 150 °C iSlaikant 5 min ir keliama iki 230 °C 6°C/min grei¢iu, o
nuo 230 iki 250 °C temperatiira keliama 2 °C/min grei€iu ir iSlaikoma Sioje temperattroje 10 min.
Detektoriaus temperatira 280 °C, o inZektoriaus — 250 °C.

Rugs¢iy metilo esteriai indentifikuojami pagal gautus sulaikymo laikus, lyginant juos su zinomy
riebaly riig8¢iy standartais, o procentiné riebaly rtigsciy sudétis apskai¢iuojama pagal smailiy ploty
procentus.

Riebaly rigsciy kompozicija nustatoma naudojant dujy chromatografijos metodu (LST EN ISO
12966-1:2015) [81]. Naudojant §j metoda, nustatomi anglies atomus turin¢iy riebaly riigd¢iy metilo
esteriai.

2.10. Antocianiny kokybinis ir kiekybinis jvertinimas

Antocianiny ekstrakcija: 2 g susmulkinty gryny iSspaudy supilama j placiadugne¢ kolbg ir uzpilama
40 ml EtOH/H20/0,1M HCI (85:14:1) misiniu. Ekstrakcija vykdoma 10 min ultragarsin¢je voneléje
ir 30 min intensyviai maiSant magnetine maiSykle (270 rpm). Gauta iStrauka filtruotg per filtra, o
tada 15 min centrifuguota 5000 aps/min. greiCiu, esant 4 °C temperatiirai. Gautas supernantas
surenkamas j 50 ml Kolbg ir praskiedziamas iki zymos su etanoliu. Misinys filltruojamas per 15 mm
Svirksto filtrg, praskiedziamas ESCh grynumo metanoliu ir nufiltruojamas membraniniu filtru.

Kiekybinei analizei atlikti buvo naudojama Waters Acquity sistema. Kolonélés parametrai,
termostato temperatiira, A ir B eliuentai, judrios fazés tékmés greitis bei injekcijos tiris nurodyti
2.8. skyriuje. Detekcija atlikta esant 550 nm bangos ilgiui. Gradiento kitimas: 0 min. — 99 % A; 7
min. — 85 % A; 8 min. — 0 % A; 10 min. — 9,5 % A; 10 min. — 99 % A. Kvadrupolinis skriejimo
laiko masiy detektorius buvo nustatytas teigiamos elektrinés jonizacijos rezimu. Masiy spektrai
uzrasyti pilno skenavimo rezime, intervale — m/z 100 — 800. Chromatografiniy smailiy
identifikavimas buvo atliktas remiantis literatiiros duomenimis bei MS/MS rezimu gauty junginiy
fragmentais. Fragmentavimo jtampa celéje — 40 eV.

Kiekybiné analizé atlikta naudojant iSorinius standartus. Kalibraciné kreivé sudaryta pagal
komercinio standarto cianidin-3-gliukozido (y = 0,00712x + 104,2035; R? = 0,998) skirtingy
koncentracijy (10 —250 ug/ml) tirpalus. Junginiy koncentracijos apskaiciuotos pagal tiesing ploty
regresija (koreliacijg) ir iSreikstos mg/100 g sausos masés (SM).

2.11. Antocianiny jkapsuliavimo efektyvumo nustatymas naudejant purskiamojo dZiovinimo
metod3a.

2.11.1. Mikrokapsuliy gamyba

Mikrojkapsuliavimui naudotos 3 skirtingos matricos (dangos):
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e maltodekstrinas (100% Maltodextrin carbs, MyProtein, Manchester, England);

e iSrigy baltymy izoliatas (Maisto mokslo ir technologijos katedra, KTU) ir
maltodekstino misinys (1:2);

e modifikuotas krakmolas HI-CAP (Ingredion, Westchester, IL).

I pla¢iadugne kolbg pasveriama 50 ¢ pasirinktos matricos ir sumaiSoma su 200 ml distiliuoto
vandens. Gautas miSinys 5 valandas masomas ant magnetinés maisSyklés, po to j gauta miSinj
jvedamas 1 % tiriamojo ekstrakto (nuo bendo sausy medziagy kiekio) ir valanda maiSomas
magnetine maiSykle, saugant nuo tiesioginiy saulés spinduliy. Toliau gautas miSinys 7 min
homogenizuojamas 16000 aps./min grei¢iu ir iSpurSkiamas purkstuvine dziovykle (BUCHI,
Switzerland) j miltelius. Tirpalo padavimo greitis injekcijos proceso metu 3 — 5 ml/min, o vidiné
proceso temperatira 150 — 160 °C. Pagaminti milteliai buvo laikomi tamsaus stiklo induose,
apsaugant nuo tiesioginiy saulés $viesos spinduliy.

2.11.2. Mikrojkapsuliuoty produkty struktiiros analizé skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu (SEM)

Skenuojantysis elektroninis mikroskopas yra prietaisas, skirtas daug karty padidintam kietojo kiino
pavir$iaus vaizdui tirti. Skenuojanc¢iuoju elektroniniu mikroskopu gauti vaizdai turi gerokai didesn¢
skiriamajg geba lyginant su optiniu mikroskopu.

SEM metodas pasirinktas dél jo universalumo ir galimybés vizualiai pamatyti ir kokybiskai jvertinti
tiek stambius tiek ir smulkius pavir$inius darinius. Purk$tuvine dziovykle gauty granuliy pavirSiaus
mikrostruktriira buvo tirta Quanta 200 F (Switzerland) skenuojanciu elektroniniu mikroskopu,
palaikant 10 kV jtampa.

2.11.3. Bendras ir pavirsSiaus antocianiny kiekio ir jkapsuliavimo efektyvumeo nustatymas

Vertinant jkapsuliavimo efektyvumag buvo nustatyta iSgava mikrokapsuliy viduje ir pavirSiuje.
Tiriant antocianiny koncentracija kapsulés viduje 100 mg milteliy iStirpinama 1 ml metanolio, acto
rugSties ir dist. vandens miSinyje, santykiu (50:1:49) ir 1 min vorteksuojama (,,Bio vortex
V1Bioscan“,Ryga, Latvija). Gauta dispersija jdedama ] ultragarso Vonele (,,Ultrasonics®, Astra-
Son™_ JAV) 20 min, o po to 8 min centrifuguojama 11000 aps./min grei¢iu. Méginys filltruojamas
(0,22 um PTFE membraniniu filtru, VWR International), toliau tiriama UESh — MS metodu (zr. 2.8
skyrius).

Pavir$iaus antocianiny kiekio nustymas: 100 mg milteliy iStirpinam 1 ml metanolio ir acto riigsties
misinyje, santykiu (99:1) ir 1 min $velniai vorteksuojama. Méginys filltruojamas naudojant 0,22 pm
membraninj filtra toliau tiriama UESh-MS metodu (zr. 2.8 skyrius)

Antocianiny iSeiga, regeneravimas ir jkapsuliavimo efektyvumas apskai¢iuojami taikant formules
[82]:

milteliy masé
ISeiga(%) = k (9)

x 100 2.4
sausyjy medzaigy kiekis pries iSpurskima (g) 24)

5 antocianiny kiekis milteliuose (mg/g)
ISgava (%) = — — %X 100 (2.6)
antocianiny kiekis ekstrakte (mg/g)
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o bendras antocianiny kiekis® — pavir$iaus antocianiny kiekis
Antocianiny IE(%) = — — x 100 (2.6)
bendras antocianiny kiekis*

'atitinka kiekvieng atskirg antocianing
2.11.4. Ikapsuliuoty antocianiny stabilumo tyrimas

] tamsaus stiklo indelius buvo pasverta po 0,25 jkapsuliuoty milteliy milteliy ir 25 g ekologisko
jogurto. Visi méginiai sumaiSomi, sandariai uzdaromi ir 4 savaites laikomi 4 + 1 °C temperatiroje.
Kontrolé buvo ruosiama analogiskai kaip ir tirilamieji méginiai. Paruosti kontrolés méginiai tg pacia
dieng analizuoti ir nustatytas antocianiny kiekis jogurte i§ karto po tiriamojo bandinio sumaiSymo.
Stabilumo tyrimui buvo paruosti bandiniai po 3 pakartojimus.

Chromatografiné analizé: | centrifiginius mégintuvélius buvo pasveriama 4 g sumaisyto jogurto 1
g partigstinto ultra $varaus vandens ( pH = 3). Kiekvienas méginys 1 min vorteksuojamas ir 20 min
centifuguojamas 6000 aps./min greic¢iu 4 °C temperattroje. Toliau gautas supernatantas 20 min
centirfuguojamas 12000 aps./min grei¢iu. Gautas méginys buvo filtruojamas (0,22 um PTFE
membraniniu filtru, VWR International) tiriamas UESh — MS metodu (Zr. 2.8 skyrius)

2.12 Rezultaty statistiné analizé

Gauti tyrimy duomenys apdoroti naudojant matematinés statistikos programag MS Office Excel
(Microsoft, JAV). Visi atlikti eksperimentai kartoti po 2 — 3 kartus, iSreiSkiant gautus rezultatus
vidurkiais ir apskai¢iuojant standartinj nuokrypj.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Meélyniy iSspaudy sudétis

Tyrimy metu nustatyti pagrindiniai i8spaudy sudétiniai komponentai: baltymy, riebaly, drégmés bei
mineraliniy medziagy kiekis. Tyrimams naudotos isdziovintos ir skirtingomis frakcijomis (0.5, 1 ir
2 mm) susmulkintos iSspaudos, kuriy baltymy kiekis svyravo nuo 4,54 iki 4,74 g/100g, riebaly
kiekis nuo 0,20 iki 0,23 g/100g, mineraliniy medziagy nuo 1,24 iki 1,44 g/100g ir drégmés kiekis
nuo 6,03 iki 6,26 g/100g. I$ gauty rezultaty (1 lentel¢) galima daryti iSvada, kad iSspaudy
susmulkinimo laipsnis neturi didelés jtakos jy cheminei sudéciai.

Yemmireddy ir kt., (2013) nustaté, kad iSdziovintose mélynése baltymy kiekis svyravo nuo 2,22 iKi
2,95 g/100g, riebaly kiekis nuo 0,47 iki 0,84 g/100g, mineraliniy medziagy nuo 1,26 iki 1,34
g/100g. Lyginant literatiroje pateiktus rezultatus su Sio darbo rezultatais pastebéta, kad
Yemmireddy ir kt., (2013) gavo 2 kartus mazesnj baltymy kiekj, tac¢iau 2 kartus didesnj riebaly
kiekj, o mineraliniy medziagy kiekis buvo panasus [83]. Reque ir kt., (2014) nustaté, kad mélyniy
iSspaudose baltymy kiekis atitinka 4,67 g/100g, riebaly — 0,67 g/100g, o mineraliniy medziagy —
1,59 g/100g [84]. Siy autoriy gauti baltymy ir mineraliniy medZiagy kiekiai atitiko $§iame darbe
gautus rezultatus, taciau riebaly kiekis buvo 3 kartus didesnis.

1 lentelé. Mélyniy iSspaudy sudétis

) Nustatytas kiekis iSspaudose, g/100g
Komponentai
0,5mm 1 mm 2mm
Baltymai 4,74+0,04 4,56+0,02 4,54+0,21
Riebalai 0,21+0,02 0,23+0,03 0,20+0,04
Drégme 6,16+0,12 6,03+0,14 6,26+0,50
Mineralinés medziagos 1,44+0,02 1,29+0,07 1,24+0,06

Svarbu paminéti, kad mélyniy cheminé sudétis gali skirtis dél geografiniy regiony bei klimato
salygy ypatumy. Bunea ir kt. (2011) nustaté, kad laukinés mélynés pasizymi didesniu fenoliniy
junginiy kiekiu ir antioksidaciniu aktyvumu lyginant su pramoniniu biidu auginamomis uogomis
[85].

3.2. Ekstrakty iSeigos gautos ekstrahuoejant organiniais tirpikliais

Mélyniy iSspaudy ekstraktams ruosti buvo taikyti skirtingi ekstrakcijos buidai. Ekstraktai buvo
iSgaunami naudojant daugiapakope superkriting ekstrakcijg anglies dvideginiu (SKE — COy),
pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (PET) ekstrahuojant vandeniu ir etanoliu bei
maceruojant mélyniy i$spaudas vandens/etanolio (8:2) misiniu. Ekstrakcijy iSeigos pateiktos 3.1
paveiksle.
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Frakcija, mm

0 5 10 15 20 25 30
g/100g sausy iSspaudy

H SK - CO2 MAC EtOH 4 SK - CO2 MAC H20 iSK - CO02

® MAC H20O/EtOH ® PET EtOH mPET H20

3.1 pav. Skirtingy ekstrakcijy metu gautos iSeigos (g/100g sausy iSspaudy)

Didziausios ekstrakcijy iSeigos gautos naudojant pagreitintg ekstrakcija organiniais tirpikliais
ekstrahuojant etanoliu 70 °C temperatiiroje. Gauty ekstrakty iSeigos ekstrahuojant 0.5, 1 ir 2 mm
susmulkintas isspaudas atitinkamai varijavo 26,82 g, 23,26 g ir 20,43 g 100 gramy sausy i$spaudy.
Du kartus mazesnés iSeigos gautos taip pat naudojant pagreitintg ekstrakcija organiniais tirpikliais,
bet ekstrahuojant vandeniu 120C temperatiroje. Ekstrahuojant superkritiniu anglies dvideginiu
buvo nustatytos mazesnés iSeigos nei ekstrahuojant pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais.

Norint patikrinti superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu priklausomybe nuo laiko, buvo
vertinta ekstrakty iSeigos priklausomybé nuo ekstrakcijos trukmés (3.2 pav.). Ekstrakcijai buvo
parinkta 45 °C temperatiira, 40 MPa slégis, 2 1/min CO2 tékmeés greitis ir 360 min laikas. I$ gauty
rezultaty matyti, kad prailginta ekstrakcijos trukmé padiding iSeigg. Nuo ekstrakcijos pradzios ikKi
210 min, ekstrakty iSeigos Zymiai nesiskyré, taciau nuo 210 min ekstrakcijos iSeigy skirtumai
iSrySkéjo: pastebéta, kad didziausia iSeiga nuo Sio tasko gauta i§ 0.5 mm frakcijos, o maziausia — 2
mm. Lopez-Padilla ir kt. (2016) nustatinéjo Kolumbijoje surinkty mélyniy iSeigg ekstrahuojant
superkritinés CO2 ekstrakcijos budu. Tyrimas atliktas naudojant 30 MPa slégj, 37,5 °C temperatiirg
ir 32 g/min COz tékmés greitj, jau po 180 min iSeiga buvo lygi 3,22% [86]. Lyginant literatiiroje
pateiktus rezultatus su Sio darbo rezultatais pastebéta, kad autoriai po 180 min ekstracijos gavo 2
kartus mazesnes vertes.
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3.2 pav. Superkritinés ekstrakcijos 0,5, 1 ir 2 mm meélyniy iSspaudy kinetinés kreivés

Grynas i§spaudas maceruojant ir purtant vandens/etanolio (santykiu 8:2) misiniu, gauty ekstrakty
0.5, 1 ir 2 mm susmulkinty i$spaudy iSeigos atitinkamai buvo 4,09 g, 3,64 g ir 20,43 g 100 gramy
sausy iSspaudy. Maziausios iSeigos gautos atlickant daugiapakope ekstrakcija, kai liekana po
superkritiniy skyséiy anglies dvideginiu ekstrakcijos buvo ekstrahuota vandeniu. Tai galéjo nulemti,
jog po kiekvienos ekstrakcijos pakopos mazéjo bandinio misinyje tirpiy komponenty kiekis. Svarbu
paminéti, kad ekstrakcijai parinktas slégis, temperatiira, laikas, tirpiklio tipas ir kiekis, zaliavos
susmulkinimo laipsnis, augalo augimo vieta bei derliaus nuémimo laikas veikia ne tik gauty
ekstrakty sudétj, bet ir iSeiga [87].

Vienas i$ svarbiausiy veiksniy, lemianéiy ekstrakcijos efektyvuma, yra daleliy dydis. I§ pateikty
duomeny matome, kad susmulkinimo laipsnis turi jtakos ekstrakcijy iSeigai: kuo mazesnis
susmulkinimo laipsnis, tuo didesné ekstrakcijy metu gauta iSeiga. Didesnis susmulkinimo laipsnis
padidina ekstrakcijos iSeiga, nes padidinamas pavirSiaus plotas perneSimui. Ekstrakcijos greitis
padidéja, kadangi kai dalelé mazesné sumazéja difuzijos atstumas i§ kietos medziagos ir todél reikia
maziau laiko, kad tirpiklis pasiekty pavirsiy [88]. Laroze ir kt. (2010) nustaté, kad ekstrahavimo
iSeiga padidéja mazinant daleliy dydj, kadangi tada tirpiklis lengviau patenka j ekstrakcijai
naudojamg medZziaga bei pagerina masiy mainus [89].

3.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ekstraktuose

Antioksidacinio aktyvumo pasiskirstymas ekstraktuose tirtas taikant laisvyjy radikaly sujungimo
DPPH* ir ABTS*" ir deguonies radikalo surisimo (ORAC) metodus. Bendras fenoliniy junginiy
kiekis (BFJK) jvertintas naudojant Folin — Ciocalteu metodu.
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Ekstrakty antioksidacinés savybés priklauso nuo fitocheminés sudéties, o ypac polifenoliniy
junginiy tokiy kaip flavanoidai ir fenolinés rtigstys. Rezultatai iSreiksti galo riigSties ekvivalentais
(GRE), kurie pateikti 3.3 paveiksle. BFJK ekstraktuose Kito nuo 72,97 iki 349,77 mg GRE g
ekstrakto. Didziausi fenoliniy junginiy kiekiai nustatyti ekstraktuose, kurie buvo gauti po
superkritinés ekstrakcijos gauta lickang maceruojant ir purtant etanoliu 0.5, 1 ir 2 mm frakcijose,
kuriose atitinkamai gauta 311,08, 349,77 ir 323,98 mg GRE g™ ekstrakto. Sie ekstraktai galéty biiti
geri naturaliy antioksidanty Saltiniai. Maziausi BFJK kiekiai nustatyti po superkritinés ekstrakcijos
gautg lickana, maceruojant ir purtant vandeniu: 0.5 mm — 72,97 GRE g ekstrakto, 1 mm — 79,67
GRE g! ekstrakto ir 2 mm — 82,75 GRE g ekstrakto.

PET H20

PET EtOH

MAC H20O/EtOH
SK-C0O2 MAC H20
SK-CO2 MAC EtOH
PET H20

PET EtOH

MAC H20/EtOH
SK-C0O2 MAC H20
SK -CO2 MAC EtOH
PET H20

PET EtOH

MAC H20O/EtOH
SK-C0O2 MAC H20
SK-C0O2 MAC EtOH

2 mm

1 mm

0,5mm

0 50 100 150 200 250 300 350 400
mg/g ekstrakto

WBFJK mg/g SM  ®mBFJK mg/g ekstrakto

3.3 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis mélyniy i§spaudy ekstraktuose

Ekstrakty antioksidacinis aktyvumas toliau buvo tirtas atliekant ABTS®* katijono radikalo ir
DDPH?® radikalo blukinimo metodus. Gauti rezultatai pateikti 3.4 ir 3.5 paveiksluose.

Jvertinus antioksidacing galiag ABTS®" modelinéje sistemoje nustatyta, kad ji didéjo nuo 148,36 iki
673,87 mg/g ekstrakto, o sausoje medziagoje nuo 6,46 iki 72,17 mg/g. Didziausiu aktyvumu
pasizyméjo po pagreitintos ekstrakcijos vandeniu ir po maceravimo purtant vandens/etanolio
misiniu gauti ekstraktai. Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymeéjo pagreitintos ekstrakcijos
etanoliniu ir po superkrtinés CO> ekstrakcijos gautos liekanos maceruotas ir purtytas etanolinis
esktraktas.
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3.4 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS*" metodu mélyniy i§spaudy ekstraktuose
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3.5 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH® metodu mélyniy iSspaudy ekstraktuose
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Ivertinus laisvyjy radikaly sujungimg DPPH® reagentu nustatyta, kad antioksidaciné ekstrakty geba
kito nuo 48,11 iki 83,68 mg/g ekstrakto. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu taip pat kaip ir
ABTS*" modelinéje sistemoje, pasizyméjo PET — H,O ekstraktai. Sausoje medziagoje didziausiu
antiradikaliniu aktyvumu pasizyméjo PET — EtOH ekstraktai.

Ekstrakty aktyvumas ORAC modelingje sistemoje buvo 0,54 — 2,76 mmol TRE/g. Didziausia
deguonies radikalo susir§simo geba (ORAC) nustatyta pagerintinos ekstrakcijos etanoliu gautuose
ekstraktuose (3.6 pav.) Siek tick maZesne antiradikaline geba pasizyméjo ekstraktai gauti
maceruojant ir purtant etanolio/vandens miSiniu. Sausoje medziagoje didZiausiu antiradikaliniu
aktyvumu pasizyméjo PET — EtOH esktraktai. Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo po
superkrtinés COz ekstrakcijos lickang maceruojant ir purtant etanoliu gautuose ekstraktuose.
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3.6 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ORAC metodu mélyniy iSspaudy ekstraktuose

Taigi, remiantis gautais rezultatais nustatyta, kad didziausias antioksidacinj aktyvumg turéjo
ekstraktai, kurie buvo pagaminti naudojant 1 ir 2 mm mélyniy i$spaudy frakcijas. Pastebéta, kad
naudojant isspaudy stambesnes frakcijas (1 ir 2 mm) efektyviau iSsiekstrahuoja bioaktyvis junginiai
nei naudojant 0.5 mm susmulkinimo laipsnj. Mokslinéje literatiiroje nurodoma, kad naudojant
smulkesnes zaliavy frakcijas, gaunamos didesné iSeigos, taCiau issiekstrahuoja dideli vasky kiekiai,
kurie neturi biologinio aktyvumo [90].

Kai kurie antioksidacing geba turintys junginiai gali nei$siekstrahuoti su tyrimuose naudotais
tirpikliais. Norint gauti tikslesnius rezultatus taikyta QUENCHER procedira, kuri paremta
oksidacijos — redukcijos reakcijomis Kietos fazés pavirSiuje. Po skirtingy ekstrakcijy gautos
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Kietosios frakcijos liekanos ir grynos iSspaudos buvo istirtos antioksidacino aktyvumo nustatymo
DPPH*®, ORAC ir BFJK metodais taikant QUENCHER procediira.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis varijavo nuo 8,74 iki 62,87 GRE mg/g sausy iSspaudy (3.7 pav.).
Bendras fenoliniy junginy kiekis prie§ ekstrakcijas iSspaudose buvo 62,87, 60,43 ir 53,44 GRE
mg/g sausy iSspaudy atittinkamai tiriant 0.5, 1 ir 2 mm frakcijas. Min-Sheng Su ir kt. (2006)
nustaté, kad mélyniy iSspaudose bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo 20,7 — 29,2 mg GRE /g
sausos mases[91].
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3.7 pav. Kietosios frakcijos antioksidacino aktyvumo jvertinimas BFJK metodu

DPPH® modelinéje sistemoje antioksidacinis aktyvumas didé¢jo nuo 12,80 iki 30,55 mg/g sausy
iSspaudy (3.8 pav). Grynose iSspaudose antioksidacinis aktyvumas 0.5 mm frakcijoje nustatytas
29,26 mg/g GRE, 1 mm — 23,56 mg/g GRE, o 2 mm — 17,89 mg GRE /g sausy i$spaudy. ORAC
modelingje sistemoje iSspaudy deguonies radikalo surisimo geba buvo 2,82 — 39,79 mmol/g
18spaudy (3.9 pav). Didziausia antioksidacine geba visose frakcijose pasizyméjo grynos iSspaudos,
Siek tiek mazesnj aktyvumg turéjo isSspaudos gauto po maceravimo purtant vandens/etanolio
(santykiu 8:2) miSiniu. Maziausias antioksidacinis aktyvumas ORAC modelinéje sitemoje nustytas
po PET H0O ekstrakcijos likusiose isspaudose.

Ivertinus QUENCHER metodu gautus rezultatus pastebéta, jog po ekstrakcijy iSspaudose dar lieka
dideli kiekai antioksidacinj aktyvumg turin¢iy junginiy. Didziausig antioksidacinj aktyvumg BFJK,
DDPH?® ir ORAC modelinése sistemose turéjo grynos mélyniy isspaudos. Taip pat pastebéta, kad
0.5 frakcijos antioksidacinis efektyvumas buvo nezymiai didesnis nei su 1 ir 2 mm. Svarbu
paminéti, kad skirtingy tyrimy rezultatai gali skirtis dél tokiy veiksniy kaip uogos veislé, augimo
vieta bei derliaus nuémimo laikas. Taip pat didele jtakg antioksidacino aktyvumo vertinimui turi
méginio paruosimas, ekstrakcijos biidas bei salygos.
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3.8 pav. Kietosios frakcijos antioksidacino aktyvumo jvertinimas DPPH*® modelinéje sistemoje
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3.9 pav. Kietosios frakcijos antioksidacino aktyvumo jvertinimas ORAC metodu
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3.4. Riebaly rugsciy sudéties nustatymas

Riebaly ragsciy sudétis nustatyta dujy chromatografijos metodu, Siame tyrime tirtas superkritinés
CO. ekstrakcijos metu gautas ekstraktas. Ruigsciy sudétis identifikuota remiantis riebaly rtgsciy
etalininiy standarty sulaikymo laikais. Gauti rezultatai pateikti 2 lentel¢je.

2 lentelé. Riebaly rugsciy (RR) sudétis mélyniy isspaudy (SK — CO2) ekstrakte

Nr. | Junginys Junginio kiekis, %
1. Palmitino ragstis (C16:0) 6,12

2. Stearino ragstis (C18:0) 1,26

3. Oleino ragstis (C18:1) 22,46

4., Linolo rugstis (C18:2) 36,07

5. Arachino ragstis (C20:1) 0,29

6. a — Linoleno ragstis (C18:3) 31,83

7. Kitos riigstys ~2

I$ pateikty duomeny matyti, kad mélyniy iSspaudy ekstrakte dominuoja 5 riebaly riigstys: linolo
(36,07 %), a — linoleno (31,83 %), oleino (22,46 %), palmitino (6,12 %) ir stearino (1,26 %). Kity
rugsciy kiekiai pakankamai mazi, nesiekia 1%. Gauti rezultatai patvirtina ultra efektyviosios
skys¢iy chromatografijos metodu gautus duomenis, kadangi Siuose ekstraktuose buvo rastos linolo
ir bei o — linoleno ragstys (zr.3.5 skyrius).

Gustinelli ir kt., (2018) tyrinéjo mélyniy iSspaudy ekstrakta, gauta po superkritinés ekstrakcijos
anglies dvideginiu, ir esktrakte identifikavo linolo (35,5 %), a — linoleno (33,7 %), oleino (23,3 %),
palmitino (6,1 %) ir stearino (1,4 %) ragstis [92]. Parry ir kt., mélyniy iSpaudose taip pat nustaté
Sias dominuojancias riebaly ragstis [93]. Taigi, palyginus rezultatus su moklsinémis publikacijomis,
galima teigti, kad pagrindinés riebaly riigstys nustatytos tiksliai, kadangi atitiko Saltiniuose gautus
duomenis [92, 93].

3.5. Triacilgliceroliy sudéties nustatymas

Triacilgliceroliy sudétis buvo nustatyta ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu. Tirti superktritinés CO- ekstrakcijos budu gauti ekstrakti (0.5, 1 ir 2 mm).
Gauta 0.5 mm meélyniy i$spaudy ekstrakto SK — CO. chromotagrama pateikta 3.10 paveiksle, kitos
chromatogramos pateikiamos priedy skyriuje (I priedas).
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3.10 pav. Triacilgliceroliy smailés chromatogramoje, analizei naudojant 0,5 mm SK — CO, ekstrakta

Meélyniy iSspaudy po superktritinés CO ekstrakcijos gautuose ekstraktuose nustatyti 12
triacilgliceroliy, kuriy sudétyje aptiktos riebaly ragstys: palmitino (P), linolo (L), linoleno (Ln) ir
oleino (0O). Pagal gautus MS/MS fragmentus ir tikslias triacilgliceroliy molekulines mases
nustatytos tikslios jy formulés, junginiai identifikuoti remiantis mokslinémis publikacijomis [96].
Didziausi triacilgliceroliy Kiekiai nustatyti 1 mm susmulkinty mélyniy ekstrakte, o maziausi — 0.5
mm ekstrakte. Dominuojantis junginys tirtuose ekstraktuose buvo trilinoleatas, santykiniai
maziausia koncentracija nustatyta palmitindioleinoleato. Gauti rezultatai pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Triacilgliceroliy kompozicija 0,5mm mélyniy isspaudy SK — CO; ekstrakte

Smailés o ) i::)laiky 0,5 mm ‘ 1 mm' N 2 mm' N

ar. Triacilgliceroliai | M+ Jony fragmentai (m/z) Jaikas, salyginiai | salyginiai | salyginiai
min ploto vnt. | ploto vnt. | ploto vnt.

1. LnLnLn 890,7487 | LnLn 595 1,3 13,63 17,02 15,46

2. LLnLn 892,7645 | LnL 597, LnLn 595 1,5 32,06 46,10 38,28

3. LLLn 894,7805 | LL 599, LLn 597 1,5 49,80 69,64 59,74

4, PLnLn 868,7643 | LnLn 595, PLn 573 1,7 5,12 6,48 5,90

5. PLLn 870,7800 | LLn 597, PL 575 1,9 9,35 11,67 10,16

6. LLL 896,7963 | LL 599 2,0 43,69 60,06 52,42

7. PLLn 872,7952 | LL 599, PL 575 2,3 9,30 12,52 11,03

8. OLL 898,8119 | LL 599, LO 601 2,3 30,06 37,84 3,35

9. PLL 874,8107 | OL 601, PL 575, PO 577 | 2,6 5,02 6,32 5,37

10. OLO 900,8266 | OL 601, OO 603 2,7 13,63 16,81 15,29

11. POO 876, 8258 | PO 577, OO 603 3,1 1,95 2,42 2,26

12. 000 902,8424 | OO 603 3,1 4,75 5,71 5,56
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3.6. Antocianiny kokybiné ir kiekybiné analizé

Antocianiny kokybinis ir kiekybinis nustatymas buvo atliktas naudojant ultra efektyviosios skys¢iy
chromatografijos su kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy detektoriumi metodg (UESCh — MS).
Sis prietaisas pasizymi tuo, kad gali fiksuoti tikslia molekulinio junginio mase, appm tikslumu, ko
pasekoje galima paskai¢iuoti tikslig molekuling formule. UESCh metodu isskirti junginiai buvo
identifikuoti literattiros Saltiniuose publikuotais duomenimis, lyginant su Siame darbe gautomis
junginiy molekulinémis masémis, tiksliomis jy formulémis, MS/MS fragmentais, sulaikymo laikais
ir UV spektro duomenimis.

Kickybiné analizé atlikta naudojant komercinj antocianiny standartg (cianidin-3-gliukozidg).
Atlikus chromatografiskg antocianiny nustatymg mélyniy iSspaudy skirtinguose ekstraktuose buvo
rasta 15 antocianiny, kurie nurodyti 4 lenteléje. Antocianiny kiekis ekstraktuose varijavo nuo 55,42
iki 440,42 mg/100 g iSspaudy priklausomai nuo ekstrakto. Lyginant bendrg antocianiny kiekj
nustatyta, kad didziausi antocianiny kiekiai buvo aptikti MAC H,O/EtOH ir ekstrahuojant grynas
iSspaudas partigStintu ekstrahentu specialiai pritaikytu antocianiny ekstrakcijai. Maziausi kiekiai
nustatyti vandeniniame ekstrakte, kuris buvo gautas po superkrtiniés CO> ekstrakcijos gauta lickana
maceruojant ir purtant etanoliu, véliau vandeniu — 0.5, 1 ir 2 mm frakcijose antocianiny kiekis
atintinkamai buvo 55.42, 65.83 ir 68.65 mg/100g i$spaudy.

Lyginant nustatytus antocianinus tarpusavyje pastebéta, kad dominuojantys antocianinai mélyniy
iSspaudy ekstraktuose yra gliukozidai: delfinidin-3-gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, maldvidin-
3-gliukozidas ir petunidin-gliuozidas. Tuo tarpu maziausias kiekis ekstraktuose buvo peonidin-3-
arabinozido, kurio rasti kiekiai visose frakcijose buvo 4 kartus mazesni nei gliukozidy. Pastebéta,
kad didziausios individualiy antocianiny koncentracijos visuose ekstraktuose buvo gautos i§ 1 mm
susmulkinimo frakcijos, isskyrus MAC H2O/EtOH ekstrakte, kur didZiausi kiekiai nustatyti 0.5 mm
frakcijoje Tam jtakos galéjo turéti osmosinis slégis, nes ekstrahuojant padidintame slégyje
gaunamas geresnis tirpiklo pasiskirstymas.

Bunea ir kt. (2013) nustaté, kad skirtingose mélyniy veisliy uogose antocianiny kiekis svyruoja nuo
101 iki 195 mg/100g sausos masés [85]. Jie nustaté, kad dominuojantis antocianinas yra
delfinidinas, Siek tiek mazesni kiekiai rasti malvidino ir petunidino. Tuo tarpu Burdulis ir kt. (2007)
analizuotuose mélyniy ekstraktuose rado didziausius cianidino kiekius (vidutiniskai — 0,053
mg/ml). Delfinidino ir petunidino kiekiai nustatyti 2,5 karto mazesni nei cianidino, o peonidino ir
malvidino rasti maziausi kiekiai [99]. Prior ir kt. (2001) nustaté, kad mélynése dominuojantis
antocianinas yra petundin-3-gliukozidas [28]. Siame darbe rezutatai skyrési, kadangi rasti didziausi
delfinidino kiekiai, truputélj mazesni cianidino, o peondino 2 kartus mazesni kiekiai nei cianidino.
Svarbu paminéti, kad tokiy skirtumy priezastys gal¢jo biti skirtingi fenoliniy junginiy i§gavimo
budai, ekstrakcijos salygos, taip pat jtakos gali turéti augalo augimo vieta ir derliaus nuémimo
laikas.

Meélyniy iSspaudoms budingas didelis antocianiny kiekis, lyginanat su kity uogy iSspaudomis.
White ir kt. (2010) spanguoliy i$spaudose nustatytas antocianiny kiekis sieké 121 mg/100g sausy
iSspaudy [100]. IS gauty rezultaty galima daryti i§vada, kad mélyniy iSspaudos galéty buti puikus
funkcinis priedas, siekinat sustiprinti spalvos intensyvumg tam tikruose maisto produktuose.
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4 lentelé. Antocianiny kiekis mélyniy etaloniniuose ekstraktuose (mg/100g iSspaudy)

SK-CO2MAC

MS MAC H20/EtOH EtOH SK - C0O2 MAC H20 PET EtOH PET H.0 GIS
Nr Junginys [M-H] to
' m/z 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2
mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
1 delfinidin-3- 4651023 | 3329 | 23,77 | 2788 | 2557 | 3577 | 1858 | 4,84+ | 6,25+ | 6,47+ 18,29 | 22559 | 13,99 | 22,75 | 26,55 | 31,43 | 35,62 | 45,00 | 42,14
' galaktozidas ' +1,27 | £0,20 | +£0,37 | +0,33 | 0,02 | £0,23 | 0,10 | 0,08 | 0,04 | £0.26 | £0,48 | £0,05 | £0,04 | +4,17 | 1,42 | £0,14 | £0,06 | +0,10
» delfinidin-3- | jeeq00g | 4226 | 3224 | 3757 | 3347 | 4634 | 24,13 | 5,59+ | 7,27+ | 7,24=% 19,51 | 2472 | 14,30 | 29,36 | 35,78 | 44,19 | 42,71 | 53,09 | 52,17
' gliukozidas ' +1,71 | £0,28 | £0,50 | £0,36 | +0,99 | +0,29 | 0,01 0,13 0,05 | +0,11 | +£0,04 | +£0,18 | £0,71 | £4,93 | £0,61 | +0,68 | +1,27 | £0,98
3 delfinidin-3- | 43 0g1g | 3473 | 2158 | 29,10 | 32,67 | 4573 | 2375 | 4,19+ | 5,58+ | 5,69+ 18,16 | 2292 | 13,40 | 17,66 | 22,27 | 25,72 | 41,69 | 51,78 | 49,14
' arabinozidas ' +2,12 | 4,64 | £0,23 | £0,08 | +0,64 | +0,48 | 0,05 0,18 0,01 | +£0,15 | +£0,08 | +£0,21 | £0,01 | +4,44 | £0,25 | +£0,31 | +0,50 | £0,40
4 cianidin-3- 4491074 | 2993 | 2158 | 21,18 | 18,33 | 2518 | 1339 | 3,93+ | 4,49+ | 4,67+ 22,11 | 28,63 | 15,58 | 18,54 | 20,59 | 25,98 | 22,01 | 27,75 | 26,06
' galaktozidas ‘ 12,24 | +4,66 | +0,40 | +0,22 | 0,04 | £0,28 | 0,02 | 0,03 | 0,07 | £0,40 | £0,18 | £0,61 | +0,31 | +4,81 | +0,25 | £0,63 | +£0,51 | +0,57
5 cianidin-3- 4491077 | 5068 | 30,89 | 36,26 | 29,31 | 40,52 | 21,58 | 5,58+ | 6,38+ | 6,72+ 22,02 | 2732 | 16,72 | 30,11 | 34,16 | 43,08 | 34,50 | 41,95 | 40,08
' gliukozidas ‘ +4,68 | £0,31 | +0,18 | +0,49 | 0,97 | 0,01 | 0,19 | 0,09 | 0,09 | £1,24 | £0,14 | £0,40 | 0,77 | 4,27 | 0,03 | £0,37 | +£0,49 | +0,43
6 petunidin-3- | 4,9 11g7 | 16,90 | 11,42 | 1389 | 14,14 | 1815 | 1021 | 2,73+ | 3,23+ | 3,46+ 17,81 | 2153 | 14,10 | 12,89 | 14,23 | 17,15 | 14,87 | 17,73 | 16,71
' galaktozidas ' +1,50 | £0,07 | £0,29 | +0,41 | +0,38 | +0,11 | 0,01 0,07 0,05 | +£0,34 | +£0,45 | +£0,23 | £0,59 | £3,62 | £0,22 | £0,36 | +0,54 | +0,45
7 cianidin-3- 419.0969 | 3862 | 2517 | 29,19 | 28,40 | 37,97 | 21,33 | 4,18+ | 4,84+ | 5,09+ 23,97 | 33,21 | 14,73 | 17,27 | 20,54 | 25,47 | 34,29 | 42,50 | 39,99
' arabinozidas ' +4.48 | £0,01 | £0,35 | +£0,12 | +0,87 | 0,42 | 0,03 0,10 0,01 | £0,46 | +£0,69 | £0.23 | £0,05 | +4,51 | +£0,73 | £0,88 | £1,70 | £1,29
8 petunidin-3- 479118 | 3934 | 27,03 | 31,18 | 2951 | 39,00 | 2146 | 5,01% | 6,14= | 6,35% 26,08 | 3393 | 18,22 | 26,97 | 31,41 | 39,39 | 30,81 | 36,32 | 3543
' gli ukozidas ’ 3,69 | £0,36 | 0,03 | +0,23 | 0,03 | £0,90 | 0,03 | 0,13 | 0,04 | £0,37 | 0,07 | £0,67 | 0,13 | 4,67 | £1,02 | 0,22 | £0,01 | +0,11
9 petunidin-3- | 4491079 | 16,71 | 8,22+ | 13,92 | 15,69 | 21,00 | 11,22 | 2,32+ | 2,70% | 2,91+ 16,71 | 20,65 | 12,76 | 9,70+ | 11,56 | 12,90 | 16,37 | 19,98 | 19,62
' arabinozidas ' +0,63 | 4,10 | +0,10 | +0,16 | 0,41 | 0,65 | 0,07 | 0,06 | 0,06 | 0,12 | 0,11 | £0,13 | 0,35 | +2,46 | 0,16 | 0,01 | £0,14 | +0,07
10 peonidin-3- 4631232 | 740 | 8,19+ | 531 | 6,16+ | 7,34 | 527+ | 1,63+ | 1,71% | 1,97+ 13,84 | 16,54 | 11,15 | 7,32+ | 7,74+ | 8,47+ | 5,73+ | 6,51+ | 6,44+
" | galaktozidas ‘ +2.11 | 4,31 0,08 | 0,09 | 003 | 099 | 0,05 | 0,056 | 0,01 | +0,14 | +0,20 | +0,07 | 0,05 | 0,73 | 0,31 | 0,04 | 0,02 | 0,03
1 peonidin-3- 4631231 | 3221 | 1595 | 22,8+ | 17,72 | 2352 | 14,32 | 3,67+ | 4,13+ | 4,33+ 20,39 | 28,02 | 12,76 | 18,55 | 21,18 | 26,62 | 20,53 | 24,08 | 23,24
' gliukozidas ‘ £2,02 | +4,24 | 0,33 | +0,36 | 0,38 | £1,28 | 0,07 | ,0,21 | 0,01 | £0,22 | £0,38 | £0,06 | +0,03 | +4,72 | +0,67 | £0,32 | +£0,33 | +0,33
12 malvidin-3- 4931336 | 1945 | 1545 | 1383 | 12,50 | 16,04 | 8,87+ | 2,86+ | 3,16+ | 3,46+ 18,64 | 23,78 | 13,50 | 11,93 | 13,19 | 15,37 | 12,05 | 14,57 | 13,95
" | galaktozidas ‘ +1,83 | +4,74 | 0,57 | 0,06 | 0,53 | 0,09 | 0,01 | 0,14 | 002 | +0,10 | £0,12 | £0,09 | £0,01 | +2,90 | +0,04 | +0,47 | £0,25 | +0,36
13 malvidin-3- 4931336 | 5250 | 31,65 | 36,77 | 26,17 | 36,53 | 19,98 | 5,18+ | 6,00 | 594+ 27,25 | 37,36 | 17,13 | 24,16 | 29,23 | 37,68 | 28,84 | 33,43 | 32,05
' gliukozidas ‘ +1,77 | £0,32 | +0,06 | +0,32 | 0,47 | £0,33 | 0,05 | 0,28 | 0,15 | £0,80 | £1,24 | £0,36 | +0,34 | +4,13 | +0,48 | £0,82 | £1,16 | +0,99
1 peonidin-3- 433112 7,09 | 442+ | 511+ | 635+ | 7.47+ | 4,66+ | 1,50+ | 1,51+ | 1,75+ | 13,50 | 16,04 | 10,96 | 6,53+ | 6,95+ | 7.41+ | 6,36+ | 7,18+ | 7,03+
" | arabinozidas ’ +0,47 | 0,08 | 0,05 | 005 | 0,05 | 0,15 | 0,02 | 0,05 | 001 | =+0,13 | £0,23 | +0,03 | 0,01 | 055 | 0,05 | 0,09 | 0,04 | 0,06
15 malvidin-3- 463123 | 1931 | 1185 | 13,86 | 12,30 | 1570 | 8,96+ | 2,21+ | 2,45+ | 2,60+ 16,60 | 21,04 | 12,16 | 8,82+ | 10,41 | 12,10 | 13,05 | 15,61 | 14,88
" | arabinozidas ’ +0,49 | £0,17 | +0,44 | +0,03 | £0,02 | 0,15 | 0,09 | 0,05 | 004 | +0,29 | 0,44 | £0,14 | 0,18 | +1,72 | +0,51 | +0,39 | £0,08 | +0,24




3.6.1. Antocianiny jkapsuliavimo efektyvumeo (IE) nustatymas

Remiantis 3.6.1. skyriuje gautais rezultatais, didziausia antocianiny koncentracija buvo nustatyta
MAC H.O/EtOH ekstrakte. D¢l Sios priezasties Sis ekstraktas pasirinktas ir toliau naudotas
jkapsuliavimo proceso metu, kai veiklieji junginiai yra apgaubiami apvalkalu, kuris apsaugo nuo
iSorinio aplinkos poveikio, todél pagaminti milteliai tampa Stabillis ir pageréja jy tirpumas.
Mikrokapsuliacija buvo atlikta naudojant iSpurskiamojo dziovinimo metoda, kurio metu buvo
gautos mikrokapsulés su mélyniy ekstraktu (3.11 pav.) ir nustatytas antocianiny jkapsuliavimo
efektyvumas. Gauti rezultatai patekti 5 lentel¢je.

3.11 pav. Mikrokapsuliacijos buidu gauti miteliai naudojant skirtingas dangas: (1) maltodekstring, (2)
modifikuotg krakmolg HI-CAP, (3) maltodekstino/isriigy baltymy misinj (santykiu 2:1)

Remiantis mokslinéje literatiiroje aprasytais tyrimy rezultaty duomenimis, viso produkto ir jo
atskiry sudedamyjy veikliyjy junginiy jkapsuliavimo efektyvumag lemia jkapsuliavimui naudojamy
dangy fizikocheminés savybés ir jy gebéjimas formuoti emulsija bei dziovinimo purkstuviniu badu
proceso parametrai [73]. Proceso metu naudotos angliavandeniy/baltyminés kilmés dangos
suformuoja tvirta apsauging plévele, tokiu budu uzlaikydamos mélyniy iSpaudy bioaktyvius
junginius Nustatyta, kad j maltodekstrino danga jkapsuliuoty antocianiny proceso efektyvumas
buvo didziausias (77,20 %), naudojant maltodekstrino/baltymy (2:1) danga jkapsuliavimo
efektyvumas buvo truputj mazesis (74,08 %), o naudojant modifikuotag krakmolg HI-CAP
efektyvumas buvo maziausias (69,42%.) Fredes ir kt. (2018) nustaté, kad mélyniy sulCiy
jkapsuliacijos efektyvumas, ispurskiant 150 C temperatiroje, kKito nuo 74,7 iki 91,6 % priklausomai
nuo suléiy ir jkapsuliavimo agento santykio misinyje. Siame tyrime gauti rezultatai galéjo skirtis
nuo nurodomy literataroje [82] dél skirtingy naudoty produkty ir proceso salygy

Vienas svarbiausiy mikrokapsuliy kokybés parametry — veikliyjy junginiy jkapsuliacijos
efektyvumas. Gauti rezultatai rodo, kad didziausiu jkapsuliacijos efektyvumu pasizyméjo trys
skirtingi delfinidino glikozidai: delfinidin-3-galaktozidas delfinidin-3-gliukozidas ir delfinidin-3-
arabinozidas. I8 visy antocianiny efektyviausiai j maltodekstring jkapsuliuotas delfinidin-3-
gliukozidas: naudojant maltodekstirno matricg jkpasuliavimo efektyvumas buvo 81,96 %,
maltodekstrino/baltymy misinj — 78,30 %, o modifikuotg krakmola HI-CAP — 73,01 %. Fredes ir kt.
(2018) nustaté, kad delfinidin-3-gliukozido jeinan¢io j mélyniy sulCiy sudétj jkapsuliavimo



efektyvumas kito nuo 66,5 iki 87,7 %, o Siame darbe gauti rezultatai atitiko Sio junginio vertés kito
nuo 73,01 iki 81,96 %. Gauti rezultatai sutapo su literatiiroje pateiktais duomenimis [82]. Galima
teigti, kad tinkamiausia mélyniy iSspaudy ekstrakto jkapsuliuojanti danga yra maltodekstrinas.

5 lentelé Antocianiny jkapsuliavimo efektyvumas (%)

MS
Junginys Formulé [M-HJ Maltodekstrinas l\/:)z;lltt(;(irell;ist(rli:l;;s/ HI-CAP

m/z
delfinidin-3-galaktozidas CaH21012 | 465,1023 80,79+0,39 77,7+0,30 72,23+1,11
delfinidin-3-gliukozidas C21H21012 | 465,1023 81,96+0,58 78,3+0,33 73,01+1,03
delfinidin-3-arabinozidas Co0H16011 | 435,0918 80,78+0,21 77,37+0,28 69,62+1,72
cianidin-3-galaktozidas CoiH2011 | 449,1074 78,28+0,69 74,21+0,27 70,32+1,51
cianidin-3-gliukozidas CaH21011 | 449,1077 79,98+0,69 75,33+0,53 67,87+1,44
petunidin-3-galaktozidas CooH2012 | 479,1181 76,58+0,87 73,73+0,23 71,18+1,02
cianidin-3-arabinozidas CooH19010 | 419,0969 79,76+0,70 76,03+0,42 70,28+1,05
petunidin-3-gli ukozidas C22H23012 479,118 80,54+0,29 76,95+0,26 72,47+0,80
petunidin-3-arabinozidas CoH21011 | 449,1079 77,16+0,33 74,47+0,46 71,93+0,34
peonidin-3-galaktozidas CooH2011 | 463,1232 65,67+0,60 63,87+0,12 63,2+0,16
peonidin-3-gliukozidas C22H23011 463,1231 79,08+0,64 75,11+0,51 69,2540,46
malvidin-3-galaktozidas C23H25012 | 493,1336 76,75+0,41 74,19+0,58 66,46+1,17
malvidin-3-gliukozidas C2sH25012 | 493,1336 79,93+0,39 76,67+0,41 72,66+1,54
peonidin-3-arabinozidas C21H21010 433,112 62,68+0,93 61,12+0,27 60,54+1,54
malvidin-3-arabinozidas C22H23011 463,123 78,07+0,63 75,37+0,28 73,35+0,87

Kitas labai svarbus mikrokapsuliy kokybés parametras yra i§gava kapsuliy viduje ir iSoréje. Atlikus
tyrimus nustatyta, kad didZiausia antocianiny iSgava mikrokapsuliy viduje buvo gauta naudojant
maltodekstrino (76,42 %), o maziausia — naudojant modifikuoto krakmolo HI-CAP (37,10 %)
dangas (6 lentelé). Nustacius iSgava pavirSiuje, maziausias kiekis buvo rastas naudojant
maltodekstring (22,80 %). Taigi, gauti rezultatai patvirtina, kad tinkamiausias jkapsuliavimo
agentas antocianinams yra maltodeskrinas.

6 lentelé. Antocianiny i§gava pavirSiuje ir viduje naudojant skirtingas dangas (%)

Maltodekstrinas Maltodek?trlnas/ HI-CAP
baltymai (1:2)
Pavirsiuje Viduje Pavirsiuje Viduje Pavirsiuje Viduje
ISgava, % | 22,80+0,56 | 76,42+1,78 | 25,97+0,35 | 61,34+1,37 | 30,58+1,05 | 37,10+0,59

3.6.2. Gauty mikrojkapsulivoty produkty struktiiros analizé skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu

Mikrokapsuliy pavirSiaus morfologija yra svarbus mikrokapsuliy kokybés rodiklis. PavirSiaus
struktiira turi jtakos ne tik mikrokapsuliy poveikiui, bet ir glaudziai susijusi su mikrokapsuliy
fizikinémis ir cheminémis savybémis [101].
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Vertinant gauty mikrokapsuliy iSorinius morfologinius skirtumus elektroniniu skenuojanciu
mikroskopu (SEM) (3.12 pav.) matyti, kad maltodekstrino/isrigy baltymy danga jtakojo didziausia
netaisyklingos formos kapsuliy kiekj (3.12 pav. 3a, b). Daugumai mikrokapsuliy buvo btidinga
netaisyklinga sferiné forma su rySkiomis jdubomis, o kai kurios pasizyméjo plonomis kapsulés
sienemlémis ir $iurk$¢iu pavirSiumi, ant kurio buvo matomi trikiai.

Naudojant kaip jkapsuliavimo dangg modifikuotg krakmolg HI-CAP i§ gauty nuotrauky (3.12 pav.
2a, b) matyti, kad Sioms kapsuléms buvo biuidingas pavirSiaus Siurk§tumas, taip pat dalis granuliy
pasizymejo pavirSiaus susitraukimu. Manoma, kad daleliy kapsuliy susitraukimu jtakos galéjo turéti
dziovinimo procesas, kadangi $io proceso metu veikiant auksta temperatiira buvo prarandama dalis
drégmes.

I$ SEM nuotrauky matyti, kad maziausiai deformuoty mikrokapsuliy gauta naudojant maltodekstino
apvalkala (3.12 pav. la, b). Tyrimais jrodyta, kad maltodekstrinas pur§kiamojo dZiovinimo metodo
metu pagerina pagaminty milteliy technologines savybes [57]. Be to, 3.6.2 skyriuje pateiktuose
rezultatuose biitent su $ia danga gautas didziausias antocianiy jkapuliavimo efektyvumas.

Svarbu paminéti, kad netaisyklingos formos kapsulés, jtrikimai, jdubimai neigiamai veikia milteliy
savybes bei padidinti pavirSiaus plotg, tokiu biidu sumazéja kapsuliy stabilumas [101].
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3.12 pav. Mikrokapsuliy SEM nuotaukos, naudojant skirtingas dangas: (1) maltodekstrina, (2) modifikuota
krakmolg HI-CAP, (3) maltodekstino/isrigy baltymy misinj (santykiu 2:1) ir esant skirtingiems didinimams:
(a) — = 2500 ir (b) - x 10000

3.6.3. Mikrokapsuliy stabilumo tyrimas

Pieno produkty praturtinimas jvairiomis biologine vert¢ turinéiomis medziagomis yra naudingas,
kadangi taip sukuriamas didesnés pridétinés vertés produktas [102]. Augaly ekstraktai yra vieni
svarbiausiy Saltiniy galin¢iy padidinti gaminio funkcionalumg, nes juose gausu jvairiy
bioflavonoidy, saponiny, vitaminy ir mineraliniy medziagy, eteriniy aliejy, chlorofilo,
polisacharidy, glikozidy bei terpeny [103]. Moksliskai nustyta, kad maisto produktai turintys savo
sudétyje augaly ekstrakty, mazina susirgimy rizikg jvairiomis ligomis bei teigiamai veikia
organizmo imunite sistema [104].

Remiantis 3.6.2 skyriuje gautais rezultatais, didziausias antocianiny jkapsuliavimo efektyvumas
nustatytas naudojant maltodekstring, kaip efektyviausiag jkapsuliavimui skirta danga.
Maltodekstrinas purSkiamojo dziovinimo metodo metu pagerina pagaminty milteliy technologines
savybes [57]. Jis yra tirpus vandenyje ir jdéjus jj | skystus maisto produktus, tokius kaip jogurtas,
aktyvieji junginiai atsipalaiduoja palaipsniui ir pamazu pradeda veikti [69, 98]. Dél §iy priezasCiy
jkapsuliuotas ekstraktas j maltodekstrino dangg buvo pasirinktas tirti toliau, jmaiSant juoS jogurtg.
Tyrimams naudotas ekologiSkas natiiralus 2,5% riebumo jogurtas be laktozés ir pridétinio cukraus.
Jogurtas pagamintas i§ ekologisko pieno, ekologisky pieno baltymy bei jogurtiniy bakterijy
kultaros. Eksperimento tikslas jvertinti mikrokapsuliy stabiluma, taip sukuriant novatoriska
didesnés biologinés vertés jogurta su jkapsuliuotu mélyniy ekstraktu. Antocianiny kiekis vertintas,
kas savaite nustatant jy likuting koncentracija jogurte laikymo metu.
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=0 diena
m 7 diena
m 14 diena
m 21 diena
28 diena

3.13 pav. Antocianiny kiekio kitimas jogurte (ng/25 gr jogurto) laikymo metu 4 + 1 °C temperatiroje

I$ gauty rezultaty matyti, kad laikas turi jtakos antocianiny kiekiui: kuo ilgiau buvo laikomas
produktas, tuo gautas santykinai mazesnis antocianiny kiekis tiriamajame produkte (3.13 pav.).
Eksperimento pabaigoje, po 4 savaiCiy buvo aptiktas maziausias antocianiny kiekis lyginant su
eksperimento pradzioje pagamintu jogurtu. Nustatyta, kad antocianiny kiekis nuo pradinio
sumai§ymo O dieng sumazéjo 20 — 30 %. Stabiliausias antocianinas jogurte buvo malvidin-3-
gliukozidas, nes Sio junginio kiekis buvo didziausias tiriant visas 4 savaites. Maziausi kiekiai
nustatyti delfinidin-3-galaktozido ir delfinidin-3-gliukozido, nuo ekperimento pradzios iki 28 dienos
antocianiny kiekis sumazéjo iki 30 %.

Antocianiniai jautriis $§viesos, deguonies, temperattros ir pH poky¢iamas . Jy stabilumg gali jtakoti
funkciniy grupiy kiekis anglikono struktiiroje. Malvidin-3-gliukozinas turi metilo grupg B ziede 3" ir
5' padétyje, tai jtakoja didesnj jy stabilumg laikymo metu. Delfinifin-3-galaktozidas ir delfinidin-3-
gliukozidas turi hidroksilo grupe B ziede 3', 4' ir 5' padétyje ir tai nulemia mazesn]j stabilumag
jogurte laikymo metu.

Fredes ir kt. (2018) atliko antocianiny kiekybinj nustymg, jkapsuliuojant mélyniy sultis, gautus
miltelius tolygiai jmaiSant j jorgurta ir laikant 35 dienas 5°C temperatiroje [82]. Praéjus numatytam
terminui, autoriai nustaté didelj antocianiny stabilumg nuo 81 iki 88 % lyginant su kontroliniu
bandiniu. Kai kurie autoriai nemazai tyrinéjo ir kity uogy jkapsuliacijos efektyvumg. Pavyzdziui
Robert ir kt.(2010) tyré, granaty sulCiy antocianiny jkapsuliavimo efektyvumg ir nustaté, kad
jkapsuliuoti antocianinai, jmaisyti j jogurtg ir laikomi 2 bei 7 dienas 4 °C temperatiiroje, suskilo
[98]. Tam jtakos galéjo turéti jogurto pH ir skirtingy antocianiny cheminés savybés.
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3.7. Kokybiné ekstrakty analizé (UESCh-MS) metodu

Remiantis 3.6.1 skyriuje gautais rezultatais, didziausia antocianiny koncentracija buvo nustatyta
MAC H2O/EtOH esktrakte. D¢l Sios priezasties §is ekstraktas pasirinktas ir tolimesniuose
tyrimuose UESCh — MS metodu. Atlikus kokybing ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos —
masiy spektrometrijos (UESCh — MS) analize, ekstraktuose buvo nustatyta 40 junginiy i§ kuriy
dominuojantys: miricetino, kvercitino ir kumarino ragsties dariniai. Gauti rezultatai patekti 6
lenteléje, o chromatograma 3.14 paveiksle.

7 lentelé. Cheminés sudéties rezultatai mélyniy iSspaudy ekstraktuose gautos UESCh — MS metodu

. Molekuliné Jono MS? MS
Nr. tf:ll::llllzyl::l(i)n Junginys masé [M — formulé ¢ . | formulé
s HJ (m/z) ragmentai (m/z)
1. 0,5 Citriny rugstis® 191,0203 CsH-O7 111,0088 CsH303
2. 0,7 Izocitriny rugstis? 191,0202 CeH:07 111,0088 CsH303
3. 0,9 Chinino rugsis® 191,0563 C7H1106 - -
4. 1,0 Kvercetin-glikozidas® 463,0884 Ca1H10012 301,0275 C1sHqO7
5. 1,1 Protokatechuiné riigsis? 153,0197 C7Hs04 - -
6. 1,3 Chlorogeno ragstis? 353,0878 C16H1709 - -
7. 1,4 Nezinomas junginys 353,0407 C15H1109 1238282 gjg;gz
8. 15 Nezinomas junginys 509,1305 Ca3H25013 - -
9. 1,6 Nezinomas junginys 179,0353 CgH-0- 135,0454 CgH-02
10. 1,7 Nezinomas junginys 481,0990 C21H21013 - -
11. 1,7 Nezinomas junginys 329,0876 C14H1700 - -
12, 1,8 Nezinomas junginys 451,0883 C20H19012 - -
13. 19 Miricetino heksozidas” 479,0809 C21H19013 317,0227 Ci15H9Osg
14, 2,0 Nezinomas junginys 319,0457 Ci5H110s - -
15. 2,1 Nezinomas junginys 349,0565 C16H1309 165,0197 CgHs04
16. 2,2 Gentisiko riigstis® 153,0196 C7Hs04 - -
17. 2,3 p-kumarino ragstis? 163,0403 CoH703 - -
18. 2.3 Kvercetin-glikozidas 463,0883 C21H19012 301,0272 Ci5Hs0O7
19. 2,4 Nezinomas junginys 477,0676 C21H17013 - -
20. 2,4 Nezinomas junginys 535,1462 CasH27013 - -
21. 2,5 Nezinomas junginys 581,1519 Ca26H29015 - -
22. 2,5 Ferulio riigsties heksozidas” 355,1034 C16H1909 193,0181 C10H9O4
23. 2,6 Nezinomas junginys 175,0978 CgH1504 - -
24, 2,7 Nezinomas junginys 363,0717 C17H1509 - -
25. 2,8 Miricetinas® 317,0301 C15HgOs - -
26. 2,9 Nezinomas junginys 447,0934 Ca1H10011 - -
27. 3,1 Nezinomas junginys 187,0979 CoH1504 125,0967 CgH130

6 lentelés tesinys kitame puslapyje
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6 lentelés tesinys

28. 3,4 Nezinomas junginys 145,0872 C7H1303 - -

29. 3,5 Kumaro riisties darinys®® 411,1661 C20H2709 - -

30. 3,6 Kumaro riisties darinys®® 411,1660 C20H2709 163,0399 CgH703

31. 3,7 Nezinomas junginys 4451141 C22H21010 - -

32. 3,7 Kvercetinas® 301,0350 Ci5sHs07 165,98 CgHs04

33. 3,9 Nezinomas junginys 159,1033 CsH1503 - -

34, 4,0 Nezinomas junginys 241,1083 C12H1705 - -

35. 4,3 Nezinomas junginys 171,1030 CoH1503 - -

36. 4,5 Nezinomas junginys 345,0617 Ci17H1308 - -

37. 4,6 Nezinomas junginys 315,0509 C16H1107 165,0197 CgHs04

38. 5,0 Nezinomas junginys 157,0874 CsH1303 - -

39. 53 Nezinomas junginys 169,0873 CoH1303 - -

40. 54 Nezinomas junginys 329,2333 C1sH3305 171,1038 1 CoMasOs
139,1117 CoH1s0

didentifikuota naudojant standartq
bidentifkuota remiantis literatiiros duomenis
‘indentikuotas remiantis duomeny bazéje (ChemSpider) esanciais duomenis

Junginiai buvo identifikuoti remiantis duomeny bazés ChemSpider ir literatiroje publikuotais
duomenimis, lyginant su Siame darbe gautomis junginiy molekulinémis masémis, tiksliomis jy
formulémis, MS/MS fragmentais, sulaikymo laikais ir UV spektro duomenimis. Junginai Nr. 1, 2,
3,5, 6, 17, 32 buvo identifikuoti naudojant etaloninius standartus.

Junginys Nr. 4 ir 18 identifikuoti kaip kvercetino glikozidai. Junginio Nr. 18 molekulinis jonas [M-
H]" m/z 463,0883, kuris atitiko C21H19012 molekuling formule. MS/MS fragmentavimo metu §is
junginys suteiké molekulinj frgamenta [M-H]" m/z 301,0272 atitinkantj CisHeO7 molekuling
formule, buidingg kvercitinui. Skirtumai tarp fragmenty atitiko 162 amv, todél remiantis literattiros
duomenimis (Baranauskiené ir kt., 2014), i liekana atitiko glikozido molekuling masg [66].

Junginio Nr. 13 molekulinis jonas [M-H] m/z 479,0809 atitinko C21H19013 molekuling formulg, o
MS/MS fragmentavimo metu gautas m/z 317,0227 molekulinis jonas atitiko C15HgOg molekuling
formule. Remiantis literatiiros duomenimis (Ancilloti, 2016) junginys Nr. 18 idenfikuotas kaip
miricetino heksozidas [68].

Nr. 22 junginio molekulinio jono [M-H]" m/z 355,1034, Kkuris atitiko C16H1909 molekuling formule,
MS/MS rezimu buvo gautas m/z 193,0181 fragmentas, kuris atitiko C10H9O4 molekuling formulg.
Skirtumas tarp fragmenty buvo 162 avm ir atitko heksozés molekuling mase. Remiantis literatiiroS
duomenimis (Ancilloti, 2016) $is junginys identifikuotas kaip ferulio ragsties heksozidas [68].

Remiantis Ancilloti ir kt. (2016) publikuotais duomenimis, junginys Nr. 25 identifikuotas kaip
miricetino aglikonas, o junginys Nr. 16 — gentisiko rugstis [68]. Gautos molekulinés masés,
formulés ir ChemSpider duomeny bazés duomenys atitiko $iuos junginius.

Junginiai Nr. 29 ir 30 turéjo vienoda molekulinj jong [M-H] m/z 411,1660, kuris atitiko molekuling
formulg C2oH2709. Junginys Nr. 30 buvo identifikuotas kaip kumaro riigsties darinys, nes MS/MS
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rezmu analizuojant junginj gautos molekulinsi jonas m/z 163,0399 atitinkantis p-kumaro rtgsties
liekang (C9H703). Junginys Nr. 29 gali biiti izomeriné Sios riigsties forma.

Junginiy Nr. 7 — 12, 14, 15, 19 — 21, 23, 24, 26 — 28, 31, 33 — 40 vienareikSmiskai identifikuoti
nepavyko, nes MS/MS rezimu nepavyko gauti $iy junginiy fragmenty, todél tolimesniame etape jy
nepavyko palyginti nei su moksliniais Saltiniais, nei su duomeny bazés duomenimis.
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3.14 pav. Mélyniy isspaudy MAC H>O/EtOH ekstrakto UESCh — MS chromatograma
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. ISvados

Nustatyta mélyniy iSspaudy cheminé sudétis tirtose 0,5, 1 ir 2 mm frakcijose: baltymy kiekis
varijavo nuo 4,54 iki 4,74 g/100g, riebaly kiekis nuo 0,20 iki 0,23 g/100g, mineraliniy medziagy
nuo 1,24 iki 1,44 g/100g ir drégmés kiekis nuo 6,03 iki 6,26 g/100g. Galima teigti, kad kad
iSspaudy susmulkinimo laipsnis neturi didelés jtakos cheminei sudéciai.

Ivertinus skirtingus ekstrakcijos biidus nustatyta, kad tirty ekstrakty iSeiga priklauso nuo
mélyniy iSspaudy susmulkinimo laipsnio: kuo mazesnis susmulkinimo laipsnis, tuo didesné
ekstrakcijy metu gauta iSeiga. Didziausios ekstrakty iSeigos gautos naudojant pagreitintos
ekstrakcijos metoda organiniais tirpikliais. Ekstrahuojant etanoliu 0.5, 1 ir 2 mm susmulkinty
isspaudy iSeiga atitinkamai sieké 26,82 g, 23,26 g ir 20,43 g 100 gramy sausy iSspaudy
Maziausios iSeigos gautos atlickant daugiapakope superkritiniy skys¢iy anglies dvideginiu
vandening ekstrakcijg.

Ivertinus esktrakty antioksidacinj aktyvumg nustatyta, kad BFJK ekstraktuose varijavo nuo
72,97 iki 349,77 mg GRE g* ekstrakto, ABTS®** modelinéje sistemoje nuo 148,36 iki 673,87
mg/g ekstrakto, DPPH® modelin¢je nuo 48,11 iki 83,68 mg/g ekstrakto, ORAC modelingje
sistemoje 0,54 — 2,76 mmol TRE/g ekstrakto. Taip pat pastebéta, kad didziausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizyméjo ekstraktai, kurie buvo pagaminti naudojant 1 ir 2 mm mélyniy i$spaudy
frakcijas nei 0,5 mm. Netirpiy i$spaudy komponentai buvo tirti taikant QUENCHER procediirg
ir nustatyta, kad po ekstrakcijy iSspaudose dar licka aktioksidaciniu aktyvumu pasizyminéiy
junginiy.

. Atliekant kokybing ekstrakty analiz¢, mélyniy iSspaudose rasta 40 junginy, i§ kuriy identifikuota
15 junginiy , tai daugiausia kvercetino ir miricetino dariniai.

Nustatyta RR sudétis mélyniy iSspaudy ekstraktuose. Analizés metu buvo nustatyta 6 riebaly
rugstys. Daugiausiai sudétyje randama linolo (36,07 %) ir a — linoleno (31.83) riigsties. Taip pat
oleino (22,46 %), palmitino (6,12 %), stearino (1.26 %) ir arachino (0,29 %0 riig§¢iy. Mélyniy
iSspaudy ekstraktuose nustatyti 12 triacilgliceroliy: LnLnLn, LLnLn, LLLn, PLnLn, PLLn,
LLL, PLLn, OLL, PLL, OLO, POO ir OOOQ.

Ivertinus kiekybiskai antocianinus, nustatyta 15 antocianiny, kuriy bendras kiekis ekstraktuose
varijavo nuo 55,42 iki 440,42 mg/100 g iSspaudy priklausomai nuo ekstrakto. Didziausi
antocianiny kiekiai rasti MAC H>O/EtOH ir ekstrakte nuo gryny iSspaudy. Taip pat pastebéta,
kad dominuojantys antocianinai mélyniy iSspaudy ekstraktuose yra gliukozidai: delfinidin-3-
gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, maldvidin-3-gliukozidas ir petunidin-gliuozidas.

. Atlikus antocianiny jkapsuliavima, nustatyta, kad didZiausias jkapsuliavimo efektyvumas buvo
gautas naudojant maltodekstring ( 81,96 %), o maziausias modifikuotg krakmolg HI-CAP (73,01
%). Nustatyta, kad laikymo metu | jogurta imaiSius jkapsuliuotus miltelius, antocianiny kiekis
sumazgéja. Per 4 savaites bendras antocianiny kiekis sumazéjo 20 — 30 %.

. Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad mélyniy iSspaudos yra puikus bioaktyviy
junginiy $altinis, kurj toliau galima panaudoti maisto praturtinant kitus maisto produktus, taip
sukuriant vertingus funkcionaliuosius maisto produktus, pasizyminéius teigiamomis sveikatg
gerinan¢iomis savybémis.
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