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Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad mano, Indrés Sokolovaités, baigiamasis projektas tema ,,Valgomojo sausmedzio (lot.
Lonicera caerulea) sulCiy ir iSspaudy bioaktyviy sudétiniy daliy ir savybiy jvertinimas, taikant
auksto slégio ekstrakcijos ir mikrojkapsuliavimo metodus® yra parasSytas visiSkai savarankiskai ir
visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena
dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir
netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. Istatymy nenumatyty piniginiy sumy uz §j
darbag niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad iSaiskéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno
technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardg ir pavarde jrasyti ranka) (paraSas)
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Santrauka

Perdirbant augalinés kilmés Zaliavas maisto pramonéje ir gaminant jvairius maisto produktus,
neretai susidaro Salutiniai produktai. Technologinio sul€iy perdirbimo metu Salutiniai produktai
panaudojami labai neefektyviai, kadangi dalis iSspaudy tiesiog Siuo metu paSalinamos |} atliekas,
kompostuojamos tragSoms ar panaudojamos paSarams. Atsizvelgiant ] mokslinius tyrimus,
sausmedzio i§spaudose gausu bioaktyviy junginiy. Bitent todél tiek ekologiniu, tiek ekonominiu
poziiiriu iSspaudy iSmetimas néra tinkamas sprendimas, nes didelis kiekis susikoncentravusiy
atlieky mazoje teritorijoje gali sukelti tarSos pavojy, kadangi irdamos atliekos j aplinka skleidzia
dujinius terSalus (amoniaka, sieros vandenilj, lakius organinius junginius ir kt.), o taip pat Siy
atlieky laikymas nuostolingas, nes tam uzimama teritorija ir jy prieziiira reikalauja papildomy
iSlaidy. Tuo tarpu sausmedzio iSspaudos gali biiti perdirbamos panaudojant efektyvias technologijas
1 puikius ir pridétinés vertés produktus, kurie teigiamai veikia sveikatg.

Sio tyrimo tikslas buvo sukurti stabilia sausmedzio (lot. Lonicera caerulea) perdirbimo
technologija ir nustatyti sulCiy, i§spaudy ir ekstrakty antioksidacines savybes, fitocheming sudétj ir
pritaikyti mikrojkapsuliavimo metoda.

Pirmiausia sausmedzio uogos buvo iSspaudziamos létaeige sulCiaspaude, kad atskirtume sultis nuo
i8spaudy; pastarosios buvo dziovinamos ir ekstrahuojamos superkritiniu anglies dioksidu (SKE-
COy) ir ekstrahuotos Siuoaliniu suslégto skysc¢io (EPS) metodu panaudojant heksang, etanoli ir
vandenj.

Tyrimo metu buvo nustatyta sausmedzio iSspaudy cheminé sudétis: drégmes kiekis — 11,2 %,
riebaly kiekis — 11,7 %, baltymy kiekis — 10,4 %, mineraliniy medziagy — 4,8 % ir skaiduliniy
medziagy kiekis — 8,2 % iSsspaudose buvo tirtas oficialiais AOAC metodais.

Tyriimo metu buvo nustatytos iSspaudy, juy liekany po ekstrakcijy ir gauty ekstrakty antioksidacines
savybés DPPH®, ABTS"" katijono radikalo blukinimo metodai, o taip pat nustatyta deguonies
radikalo suriSimo geba ORAC metodias. Gauti rezultatai iSreiks§ti mg Trolokso ekvivalenty. Gerai
zinomas Folin—Ciocalteu metodas buvo taikomas nustatant bendra fenoliniy junginiy kiekj, o
rezultatai iSreikSti mg Galo rugsties ekvivalenty (GRE)/g.

Kokybin¢ ir kiekybine riebaly riig§¢iy ir lakiy junginiy sudétis ekstraktuose buvo tirta dujy
chromatografija (DC). Triacilgliceroliai, askobro riigstis ir antocianinai buvo tirti taikant ultra
efektyviaja skysCiy chromatografija (UESC) kartu su kvadripoliniu skriejimo laiko masiy
detektoriumi (QTOF). Sausmedzio ekstrakty lakiyjy medziagy sudétis buvo analizuota DC-
TOF/MS.



Atlikus kokybine riebaly riigsciy analiz¢ SK - CO» ekstraktuose buvo identifikuotos kelios
pagrindinés rugtstys, tokios kaip oleino, palmitino, linolo, kaprio, kaprilo, kaprino ir miristinés, o
tuo tarpu pagrindiniai triacilgliceroliai buvo LLn, LLL, OLL, OOO, PLL, PLO, POO.

Taikant sausmedzio sul¢iy kokybing analizé buvo identifikuoti $eSi antocianai, taciau vienas i$
pagrindiniy yra cianidin-3-gliukozidas. Sausmedzio ekstraktuose buvo nustatyta daugiau kaip 50
lakiyjy junginiy, susidedanciy i$ alkany, aldehidy, monokarboksirtigs¢iy, esteriy, alkoholiy,
terpeny, aromatiniy ir kity. Pagrindinis junginys sudare 47,2 ir 42,3% visy lakiyjy medziagy tik
preliminariai buvo identifikuotas kaip n-alkano dotriacontane SK - CO; ekstrakte.

Taikant pavirSiaus atsako eksperimenting planavimo metodika, buvo sudarytas mikrojkapsuliavimo
planas, kuriuo remiantis buvo nustatomos optimalias mikrojkapsuliavimo salygas, nustatant
didZiausig antocianiny jkapsuliavimo efektyvuma ir iSeigas optimizuojant sudétiniy — komponenty
maltodekstrino ir sojos baltymy izoliato kiekius.
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Summary

The processing of plant-based raw materials in the food industry and making various food products
often results by-products. In the technological processing of juices, the by-producst are used not
efficienly, because some of pomace are simply disposed in waste, composted or used for animal
feed. According to scientific researches, pomace of honeysuckle are rich of bioactive compounds.
This is why, from both, an ecological and economical point of view, the waste of pomace is not the
right solution, because large amounts of concentrated wastes in a small area can pose a risk of
pollution (ammonia, hydrogen sulphide, volatile organic compound and etc. are released into air);
also the storage of waste is loss-making, because it takes a lot of area to storage and its maintenance
require additional cost. Meanwhile, pomace of honeysuckle can be recycle using efficient
technologies into excellent and value product that have a positive effect on human health.

The aim of this Master’s project was to develop sustainable honeysuckle (Lonicera caerulea)
mikroencapsulation technology and to evaluate the antioxidant capacity, phytochemical
composition of juices, pomace and extracts.

Firstly, honeysuckle berries were pressed to separate juice from the pomace; the latter were dried
and consecutively extracted by supercritical carbon dioxide (SC-CO2) and pressurized liquid (PLE)
extraction methods; the latter was applied to the whole pomace and to after SC-CO2 residue
consecutively using ethanol and water.

Proximate analysis showed that dried honeysyckle pomace contain: moisture 11,2 %, lipids 11,7 %,
proteins 10,4 % ash 5,3 % and crude fibers — 8,2 % was determined by the official AOAC methods.

Antioxidant properties of the juice and extracts were evaluated by the DPPH", ABTS"" scavenging
and ORAC assays and the results are expressed in mg Trolox equivalents per gram, total phenolic
content (TPC) was determined by Folin-Ciocalteu methods adn the results are expressed in mg of
gallic acid equivalent per gram. The extracts were subjected to the tradinional procedure and to
solid fraction — QUENCHER procedure.

The composition of fatty acids and volatile compounds in extracts was determined by gas
chromatography, triacylglycerols, ascorbic acid, anthocyanins by ultra-performance liquid
chromatography (UPLC) coupled with time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF). The composition
of volatiles of honeysuckle extracts was analyzed by GC-TOF/MS. Fatty acids in SC-CO- extract
were oleic, palmitic, linoleic, caproic, caprylic, capric, and myristic acids, while the main identified
triacylglycerols were LLLn, LLL, OLL, OOL, OOO, PLL, PLO, POO.

Six anthocyanins were identified in honeysuckle juice, cyanidin-3-glucoside being the main
anthocyanin. More than 50 volatile compounds, consisting of alkanes, aldehydes, monocarboxylic



acids, esters, alcohols, terpenes, aromatics and others, were identified in honeysuckle extracts. The
major compound constituted 47.2 and 42.3% of total volatiles was only tentatively identified as n-
alkane dotriacontane in SC-CQO; extract.

Using the experimental planning methodology of surface response was developed
microencapsulation plan. On the basis of plan were determined optimal microencapsulation
conditions by determing maximum efficiency and yiealds of anthocyanins by optimizing the
amounts of maltodextrin and soy protein isolate.
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SANTRUMPU IR TERMINU SARASAS

AAPh —2,2"-azobio (2-aminodinipropano) dihidrochloridas;

ABTS* - 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties katijono laisvasis radikalas;
BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis;

DJ-LDIJ — dujy chromatografija;

DPPH? - 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas;

EPS — ekstrakcija padidintame slégyje;

EPS EtOH - etanolinis ekstraktas, kuris gautas ekstrahuojant padidintame slégyje;
EPS H>0O — vandeninis ekstraktas, kuris gautas ekstrahuojant padidintame slégyje;
EPS hex — heksaninis ekstraktas, kuris gautas ekstrahuojant padidintame slégyje;
EtOH — po ekstrakcijos su etanoliu gautas ekstraktas;

GRE — galo ruigsties ekvivalentai;

ORAC — deguonies radikaly absorbcijos geba;

PBS — buferinis tirpalas antioksidaciniam aktyvumui nustatyti;

SK—-CO; — superkritinis anglies dvideginio ekstraktas;

SK—-CO; EtOH — po SKE—CO; likusios kietosios frakcijos padidintu slégiu ekstrakcijos su etanoliu
gautas ekstraktas;

SK-CO; H20 — po SKE—CO:; likusios kietosios frakcijos padidintu slégiu ekstrakcijos su vandeniu
gautas ekstraktas;

SKE—CO. — superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu;

SM — sausos medziagos;

UESC-MS — ultra efektyvioji skys€iy chromatografija ir masiy spektrometrija;
SN — standartinis nuokrypis

TE — trolokso ekvivalentai;

UESC—Q-TOF — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija su kvadrupoliniu skriejimo laiko masiy
detektoriumi ;

UESC — ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija;

UV — ultravioletiniai spinduliai.



IVADAS

Daugelio moksliniy tyrimy rezultatai patvirtina PSO rekomendacijas, jog deréty didinti darzoviy bei
vaisiy suvartojimg (PSO, 2013). PSO rekomenduoja suvartoti nemaziau nei 400g darzoviy ir vaisiy
kiekvieng diena, kadangi toks kiekis (5-7 porcijos per dieng) sumazina mirties rizikg dél jvairiy
priezas¢iy. Uogos pasiZymi mazu kaloringumu ir dideliu kiekiu skaiduly. Jy sudétyje gausu askorbo
rugsties, vitamy ir polifenoliy [1]. Auganti vartotojy paklausa ir didé¢janti konkurencija rinkoje
paskatino poreikj ieSkoti naujy ir maistingy uogy, o mélynojo sausmedzio uogos susijusios su
Siomis savybémis. Sausmedzio uogy teigiamos savybés Rusijos, Japonijos ir Kinijos liaudies
medicinoje jau zinomos kelis amzius [2]. Mélynojo sausmedzio uogos tampa vis populiaresnés ne
tik dél savo iSskirtinio skonio, taciau ir dél teigiamo poveikio sveikatai [3]. Dél turtingo bioaktyviy
junginiy turinio Sios uogos gali biiti naudojamos kovojant su daugeliu ligy. Jos zymiai prisideda
prie geresnio regéjimo funkcijy, mazina kraujospiidj, taip pat mazina Sirdies priepuolius ir
aterosklerozés atvejus, turi antimikrobinj ir prieSuzdegiminj poveiki, yra naudojamos gydymui
kovojant su mazakraujyste ir padeda valdyti diabeta. Vaisiuose gausu biologiskai aktyviy, sveikatai
naudingy junginiy grupiy — antocianinai, rauginés medziagos, organinés riigstys, vitaminai (C, E,
K), provitaminas A, B grupés vitaminai ir kt. Ypac¢ didele naudg Zmogaus sveikatai turi antocianinai
[4]. Antocianai yra viena i§ polifenoliy grupiy, kuri pastaraisiais deSimtmeciais susilaukia didelio
mokslininky susidoméjimo dél teigiamy savybiy sveikatai [5]. Kitos nustatytos cheminiy junginiy
grupés, nustatytos Siose uogose, yra fenolio rugstys, flavan-3-oliai, flavonai, flavanoliai [6],
organings riigstys, taip pat jose gausu makroelementy.

Meélynojo sausmedzio uogos yra tinkamos vartoti Sviezios, o taip pat galima jas ir konservuoti,
taciau $iy uogy galiojimo laikas yra gana trumpas, tod¢l turéty buti perdirbamos kuo greiciau.
Populiariausios $iy uogy perdirbimo galimybés yra sultys, uogienés, dZzemai, gaivieji gérimai, vynai
ar likeriai. D¢l nepaprasty Siy uogy sveikatai teigiamy savybiy yra labai svarbu ieskoti kuo
ivairesniy perdirbimo budy, taciau svarbu rasti tokia technologija ir tinkama perdirbimo biida, kad
biity kuo mazZesni nuostoliai gamybos proceso metu ir iSlikty didziausia mitybiné verté [5].
Didziausi nuostoliai patiriami spaudZziant sultis, kadangi susidaro gausus kiekis iSspaudy, kurios
Siomis dienomis yra iSmetamos ar naudojamos pasarams ir kt. Vis délto, pastaraisiais metais yra
nemazai susidoméjusiy mokslininky i§spaudy panaudojimu, kadangi, kaip rodo tyrimai, jose gausu
bioaktyviy junginiy, kurie prisideda prie sveikatos gerovés. Perdirbimo atliekos Siandien laikomos
pigiu vertingy komponenty Saltiniu, nes egzistuojancios technologijos leidzia panaudoti tikslinius
junginius ir perdirbti juos kaip funkcinius priedus skirtinguose produktuose [7].
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Sio darbo tikslas — nustatyti valgomojo sausmedzio (lot. Lonicera caerulea) suléiy ir po
sul¢iy spaudimo gauty ekstrakty chemine sudétj, sukuriant optimalig sul¢iy mikrojkapsuliavimo
technologijg ir jvertinti jos efektyvuma.

Uzdaviniai:

1. nustatyti valgomojo sausmedzio (lot. Lonicera caerulea) sulCiy iSeiga, vitamino C ir tirpiy
sausyjy medziagy koncentracijas, bei po sul¢iy spaudimo gauty iSspaudy chemine sudétj
(sausyjy medziagy, riebaly, baltymy, skaiduliniy medziagy ir mineraliniy medziagy kiekj);

2. taikant pavirSiaus atsako eksperimenting planavimo metodika, sudaryti mikrojkapsuliavimo
plana, kuriuo biity galima nustatyti optimalias mikrojkapsuliavimo salygas, nustatant
didZiausig antocianiny jkapsuliavimo efektyvumg ir iSeigas optimizuojant sudétiniy —
komponenty maltodekstrino ir sojos baltymy izoliato kiekius;

3. isskirti i§ po sul¢iy spaudimo gauty sausmedzio iSspaudy ekstraktus, taikant ekstrakcijos
padidinatem sélgyje, superkritincés CO» ekstrakcijos metodus, jvertinant gauty ekstrakty
iSeigas;

4. lipofiliniuose ekstraktuose nustatyti riebaly riig§¢iy ir triacilgliceroliy sudetj;

5. jvertinti antocianiny koncentracija sausmedzio sultyse ir iSspaudy ekstraktuose taikant ultra
efektyviosios skysciy chromatografijos masiy spektrometrijos metoda;

6. nustatyti SKE-CO; ir EPS heksaninio ekstrakty lakiyjy junginiy sudéti dujy
chromatografijos—masiy spektrometrijos metodu;

7. lvertinti sausmedzio sulciy, i§spaudy (kietosios frakcijos) bei gauty ekstrakty, po skirtingy
ekstrakcijos biidy, antioksidacin] potencialg, taikant jvairius antioksidacinio in vitro
metodus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mélynojo sausmedzio (lot. Lonicera caerulea) paplitimas ir panaudojimas pramonéje

Pirmg karta mélynasis sausmedis kaip botaninis augalas buvo paminétas 1894 [8]. Lonicera gentis
turi mazdaug 200 rasiy [9] ir priklauso lot. Caprifoliaceae Juss. $eimai [10]. Sis augalas dar kitaip
gali biiti vadinamas valgomuoju sausmedziu, saldziyjy uogy sausmedziu, ,,haskap* [2]. Mélynasis
sausmedis gausiai auga Siaurinéj Rusijoje [9], Kinijoje, Japonijoje [11] ir per pastaruosius kelerius
metus i3plito j kai kurias Europos 3alis, tokias kaip Slovakija, Lenkija, Cekijos Respublika ar
Slovénija ir kt. Sis augalas nereikalauja didelés prieziiiros, kadangi yra atsparus 3al&iui, rigs¢iam
dirvozemiui, kenkéjams ar jvairioms ligoms. Jautriis sausrai, nes reikalauja drégmés [9] ir geriau
auga pelkétose vietose, prie upiy ar misko kirtimo vietose [12]. Sis kriimas gali uZaugti iki 2 m
aukscio, lapai 4-10 cm ilgumo, gyvuoja 25-30 mety [10]. Sausmedzio uogos yra pailgesnés
formos nei mélynés, panasios j cilindra. Sios uogos (7r. 1 pav.) yra tamsiai violetinés spalvos,
padengtos tarytum vasku, sveria 0,3-2g, priklausomai nuo risies, skonis kartokas, rugsciai saldus,
primenantis mélynes. Vaisiai visiSkai subresta sezono pradzioje, panasiai kaip braskés — nuo
geguzes vidurio iki birzelio pradzios [9], derlius nedidelis — iki 2 kg [10].

1 pav. Mélynojo sausmedzio uogos [13]

Sausmedzio uogy gaminamos sultys, uogienés, dzemai, vynas, saldainiai, jvairis uzkandziai,
likeriai, uZpilai ar glotnuciai, taip pat galima gaminti arbata, konservuoti ar Saldyti bei valgyti
Sviezias [14], gali buti naudojami kaip natiiraliis dazikliai ar medicinos pramon¢je. Mazdaug 80—
85% uogy masés yra perdirbama j sultis, 0 20-25% sudaro iSspaudos, kurios keliauja i atliekas [15].
Pasak Maisto ir Zemés ikio organizacijos, mazdaug tre¢dalis Zmonéms skirto maisto yra
i8Svaistomas. Tai sudaro apie 1,3 milijjardo tony per metus. Taciau Siuolaikiné mokslo ir
technologijy pazanga leidzia taikyti jvairias technologijas ir perdirbti i§spaudas j aukstos pridétinés
vertés produktus, pavyzdziui, fenoliai gali biiti naudojami kaip natiralis konservantai, kadangi jie
prailgina produkto tinkamumo vartoti terming, o skaidulos gali bati vartojamos zarnyno veiklos
gerinimui [7]. Vis délto, labai svarbu parinkti tinkamg perdirbimo technologija, kadangi perdirbimo
metu gali kisti kai kuriy bioaktyviyjy junginiy kiekiai, ypa¢, kai yra naudojamas terminis
apdorojimas, presavimas ar Saldymas [12].
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1.2. Sausmedzio biocheminé sudétis

Tinkama mityba yra vienas i§ pagrindiniy veiksniy, lemianciy Zzmogaus sveikatos gerove. Dél savo
sudétyje esancio didelio kiekio polifenoliy, kurie prisideda prie antioksidaciniy savybiy, mélynojo
sausmedzio uogos pradétos vadinti ,superuogomis®. Sis terminas yra kilgs i§ JAV ir taip
apibiidinamos uogos, kuriy sudétyje nemazas kiekis polifenoliy ir kity bioaktyviy junginiy.

Meélynojo sausmedZzio uogos turtingos vitamino C kiekiu ir yra priskiriamos tai uogy grupei, kuri
pasizymi ypac¢ dideliu kiekiu askorbo rtigstimi. Taigi, §ios uogos yra natiiralus vitamino C Saltinis
(29-187 mg/100 g, priklausomai nuo riisies) ir Sis kiekis daug didesnis nei braskése, gervuogése,
avietése ar melynése [16]. Taip pat yra mazi kiekiai B grupés vitaminy [13] ir makroelementy —
kalio (324 mg/kg), fosforo, natrio (863 mg/kg), kalcio (1030 mg/kg), magnio (1020 mg/kg) bei
mikroelementy — vario (124mg/kg), cinko (203 mg/kg), gelezies (128 mg/kg) [14] silicio, boro,
mangano ir jodo [17]. Be $iy elementy uogose yra aminorugsciy, tarp kuriy didziausi kiekiai yra
glutamo ir arginino riigitys [11]. I§samiau visos riigitys pateiktos 1 lenteléje. Siose uogose yra ir
cukry, kuriy koncentracija kinta nuo 1557-2585 mg/100g, o tai yra gana mazas kiekis palyginus su
kitomis uogomis, tokiomis kaip serbentai ar gervuogés. D¢l Sios priezasties sausmedZio uogos
labiau nei kitos yra tinkamos diabetu sergantiems zmonéms. Pagrindiniai cukrai — fruktoze,
gliukozeé, kurios sudaro 80 % visy cukry, sacharozé. Uogy riigS§tingumas yra vienas i§ svarbiausiy
priimtinumo rodikliy. Sausmedzio uogy pH 2,65, o titruojamas rugStingumas — 3,6 citriny
rugsties/100 g, taciau jis gali buti ir didesnis, o tai priklauso nuo uogy brandumo [3]. Pagrindinés
organinés riugstys - citriny, sudaro 60% visy riigs¢iy, obuoliy, chinono, fumaro, shimiko ir vynuogiy
(kartu su askorbo rtigstimi randama 675-1104 g/100g). Pagrindiniai veiksniai, lemiantys organiniy
rugsciy kiekj yra veisle, auginimo salygos, Sviesos intensyvumas ir cukry kiekis. Zhengo (2013)
nustaté organiniy rugsciy kiekio priklausomybe nuo cukry kiekio — kuo daugiau cukry, tuo maziau
organiniy riigs¢iy. Taip pat Sio tyrimo metu buvo iSsiaiSkinta priklausomybé nuo Sviesos — Sesélyje
augantys kriimai turi daugiau organiniy rigsciy ir flavonoliy; saponiny (640mg/100g), taniny (30—
130mg GAE/100g), kurie prisideda prie savito kartoko skonio.
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1 lentelé. Svieziy mélynojo sausmedzio uogy analize, atlikta AOAC metodu [11]

Aminoragstys kiekis (mg/100g) vitaminai kiekis (mg/100g)
alaninas 47,52 pantoteno ragstis 1,40
argininas 136,08 niacinas 0,47
aspartamo ragstis 86,26 vitaminas B1 0,16
cisteinas 14,40 vitaminas B2 0,02
fenilalaninas 55,73 vitaminas B6 0,02
glicinas 55,44 folio ragstis 0,02
histidinas 51,12 vitaminas B12 0,02
izoleucinas 49,68 vitaminas A <80,0
glutamo riigstis 161,21 tokoferolis o 0,42
leucinas 79,92 tokoferolis 3 + v 0,40
metioninas 19,87 tokoferolis © 0,28
lizinas 52,92 vitaminas K1 0,05
serinas 38,09 karotenas O <0,05
treoninas <35,86 karotenas /3 0,72
tirozinas 29,66 ksantofilas 0,16
valinas 53,20 likopenas <0,001
vitaminas C 12,10 kriptoksantinas 0,01
nikotinamidas 1,87 zeaksantinas 0,01

Taip pat sausmedzio uogos pasizymi dideliu kiekiu fenoliniy junginiy — apie 43 identifikuoti
junginiai (173-268mg/100g [9] ir Sis kiekis didesnis nei avietése, gervuogése, mélynése ar

zemuogese [18]). Antocianinai yra viena i§ fenoliniy grupiy, kurie Siose uogose yra dominuojantys,
o pagrindiniai antocianinai yra cianidin-3-gliukozidas, kuris sudaro 79-88 % visy antocianiny [19],
cianidin-3-rutinozidas (1-11 %), peonidin-3-gliukozidas (2—-6 %) ir pelargonidin-3-gliukozidas

(0,2—-1 %), o jy chemingés formulés pateiktos 2 paveiksle. Antocianinai kaupiasi uogos odeléje, o jy
kiekis priklauso nuo veislés, ekstrakcijos metodo, laikymo ir auginimo salygy, todél sis kiekis gali
varijuoti nuo 400 — 1500 mg/100g. Didziausias nustatytas antocianiny kiekis — 3490 mg/100g uogy
lot. Lonicera altaica, tuo tarpu lot. Lonicera caerulea nustatytas kiekis yra 1470 mg/100g [20].
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2 pav. DaZniausiai melynojo sausmedzio uogose randamy antocianiny cheminés strukttiros: a) cianidin-3-
gliukozidas, b) cianidin-3-rutinozias, ¢) peonidin-3-gliukozidas, d) peonidin-3-rutinozidas, ¢) pelargonidi-3-
gliukozidas, f) ciainidin-3,5,-digliukozidas [17]

Galima rasti ir kity flavonoidy grupés junginiy — proantocianidiny (700 mg/100g), katechiny (650
mg/100g) [21], rutino (100 mg/100g) ir mazesnis kiekis kvarcetino ir izokvarcetino (30 mg/100g).
Fenolines rugstys daznai sutinkamos augaluose ir su jomis yra atlikta nemazai cheminiy, biologiniy
ir medicininiy tyrimy [20]. Zadernowski ir kt. (2005) dujy chromatografu nustaté, kad Siose uogose
fenoliniy riig§¢iy yra 5,4 mg/100g SM, tarp kuriy vyrauja hidroksicinaminés rtigstys ir jos dariniai
(61 %), o ypac p-kumarino ir kumarino riigtSys [22]. Deineka ir kt. mokslininkai (2005) istyre, kad
chlorogeniko (0,42 %), kofeino (0,14 %) ir ferulio (0,10 %) rugstys yra dominuojancios [23]. Vis
deélto, svarbu paminéti, jog fenoliniy rugs¢iy kiekis priklauso nuo auginimo vietos ir veislés [20].
SausmedZio uogos yra i3 ty uogy, kuriose gausu bioaktyviyjy junginiy — monoterpeny. Siose uogose
buvo rasta 44 terpenai. Pagrindiniai monoterpenai yra — eukaliptolis (12,4—418,2 pg/L), linalolas
(4,97-33,1 pg/L) [24]. Dar Siose uogose galima rasti ir iridoidy — tai junginiy grupé priklausanti
monoterpenams, kurie taip pat suteikia karty skonj [3]. Nors yra atlikta mazai iridoidy tyrimy,
taciau iki Siol sausmedZio uogose yra nustatyti Sie pagrindiniai — logano rugstis (44 %), loganinas
(41 %) ir du pagrindiniai sekoiridoidai — sverosidas ir sekologaninas (5 %). Taip pat yra pastebéta,
jog nepriklausomai nuo to, su kokia zaliava buvo atlikti tyrimai — uogomis, iSsspaudomis ar
sultimis, iridoidy kiekies iSlieka panaSus. Tai gali biiti paaiSkinama tuo, jog prieSingai nei
polifenoliai, kurie dominuoja uogos odeléje, iridoidai tolygiai pasiskirsto po visa uoga [3].
Energiné uogy vertée — 330 kcal/kg (1380 kJ/kg) [11].
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Vis délto, yra gerai zinoma, jog bioaktyviy junginiy kiekis priklauso nuo daugelio faktoriy, tokiy
kaip genotipas, klimato salygos [1] dirvozemis, uogy surinkimo laikas [9], laikymo salygos [14].

1.3. Antociany bendra apZvalga, struktiira ir paplitimas augaliniame pasaulyje

Antocianinai (gr. ,,anthos* — gel¢, ,.kyanos* — mélynas ) [25] — yra augaly pasaulyje placiai paplite
natiiraliis pigmentai, priskiriami didZiausiai polifenoliniy junginiy grupei — flavonoidams, kurie yra
augaly antriniai metabolitai [26] [27]. Jie yra nekenksmingi tod¢l kitaip tariant veikia kaip natiiraliai
vandenyje tirpus dazikliai. Jie yra labai vertinami maisto pramongje dél jy spalviniy savybiy, kurios
gali suteikti maistui jvairiy atspalviy: nuo raudonos iki violetinés spalvos [28]. Vaisiams, uogoms,
darzovéms, ziedams ar lapams antocianinai suteikia gelsvai rausva, raudong, tamsiai mélyng ar
violeting spalva [29]. Dazniausiai antocianai kaupiasi | pigmentinius kiinelius, kurie vadinami
antocianoplastais, taciau kai kurie antocianai kaupiasi lastelés sienel¢je, o tai apsunkina jy
ekstrakcija 1§ augalinés zaliavos [30]. Antocianinai gamtoje randami glikozidy (prisijungusiy
cukraus molekule) ir aglikony — antocianidiny pavidalu. Jie priskiriami flavonoidams ir pasizymi
Siai junginiy grupei biidinga CsC3Cs struktura [31]. Antocianiny molekulés pagrindg sudaro flavilo
(2-fenilbenzopirilo) katijonas. Sis katijonas sudarytas i§ benzeno Ziedo, sujungto su deguonj
turiniu pirano heterociklu. Antocianinai tarpusavyje skiriasi A ir B Ziede esanciomis hidroksi
grupiy skaiiumi, cukraus, prisijungusio prie molekulés kiekiu, kilme ir padétimi ir skai¢iumi,
alifatiniy arba aromatiniy rugs¢iy, prisijungusiy prie cukraus molekul¢je [32]. Bendra antocianidiny
struktiiriné formulé pateikta 3 paveiksle.

R1

o3 I
N
I

R6 R4
RS

R2

R3

3 pav. Antocianidiny bendroji strukttiriné formulé [17]

pH yra faktorius, kuris labiausiai veikia antocianiny spalva tirpale, dé¢l to budinga Siy junginiy
griztamosios ar negriztamos pusiausvyros struktiiros [33]. Antocianinai gali biti jvairiy cheminiy
formy, priklausanc¢iy nuo tirpalo pH (zr. 4 pav.). Esant pH 1, flavilio katijonas (raudona spalva) yra
dominuojanti rasis ir prisideda prie violetinés ir raudonos spalvos (4 A pav.). Kai pH yra nuo 2 iki
4, vyrauja mélynos spalva (4 B-D pav.). Esant pH reikSméms nuo 5 iki 6 — bespalvé forma (4 E
pav.) Ir chalkong (4 F pav.). Jei pH yra didesnis nei 7, antocianinai sjyla priklausomai nuo jy
funkciniy grupiy (Zr. 4 pav., Skilimo reakcija).

19



Skilimo reakcija
Rs

HO OH OH
9 —_— +
. o}
u ~o OR,
. OH OH
OH
ORi

pH 6 aldehidas fenoliné rugstis
(F)
kai R1=H
OR, OR,

OH
0
HO oHll O HO :
ok — "o
Z
ORs OH

OH 0

diketonas

4 pav. Antocianiny cheminés formos, priklausancios nuo pH ir skilimo reakcijos antocianinams. Kur R1 =H
arba sacharidas, R2 ir R3 = H arba metilas [34]

1.4. Sausmedyje esanciy veikliyju medziagy farmakologinis poveikis

Augalaluose gausu bioaktyviy junginiy, kai kurie i$ jy turi mitybing¢ reikSme, o kai kurie ir sveikatai
naudingy savybiy. Fitocheminés medziagos yra augaly metabolitai, kurie ir pasiZzymi teigiamomis
savybémis [35]. Tyrimai rodo, jog kvarcetinas, kuris priskiriamas flavonoliams, pasizymi
prieSvéziniu, prieSuzdegiminiu, antivirusiniu poveikiu ir veikia kaip prevencija prie Sirdies ir
kraujagysliy ligas. Fenolinés rugstys veikia ne tik kaip antioksidantai, bet ir pasizymi antibakteriniu,
antivirusiniu, prieSuzdegiminiu ir kraujagysles plecianciu poveikiu [36]. Japonijoje sausmedzio
uogos jau nuo seno naudojamos tradicinéje medicinoje stabdant sen¢jimo procesus, kaip prevencija
pries Sirdies ir kraujagysliy ligas ar zarnyno veiklai gerinti [1], Koréjoje placiai naudojamos gydant
virSutiniy kvépavimo taky ligas [37]. Reikia paminéti, kad kai kurie tyrimai in vivo ir in vitro
parodé, jog Sios uogos gali uzkirsti kelig kepeny ligoms, pvz.: hepatitui [1]. Naujausi tyrimai rodo,
jog sausmedzio uogos gerina UV spinduliuotés poveikj odos pazeidimams [14], taip pat polifenoliai
prisideda prie rizikos mazinimo susirgti 2-ojo tipo diabetu [38]. Antocianinai, kuriy gausu
sausmedzio uogose, pasizymi dideliu biocheminiu ir farmakologiniu aktyvumu. Yra nustatyta, jog
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jie slopina uzdegiminius procesus, apsaugo nuo virusy ir mikroby bei pasizymi antioksidaciniu
poveikiu [39] [40]. 2015 metais atlikto tyrimo rezultatai parod¢, jog antocianinai savo
veiksmingumu pries E. coli ir S. typhi bakterijas prilygsta antibiotikams [41]. Antocianinai 1étina
mazo tankio lipoproteiny oksidacija (MTL) [42], slopina trombocity agregacia [43] Sie pigmentai
mazina kraujagysliy sieneliy paburkima, mazina sklerozés rizika, jie gali biiti vartojami Sirdies ir
parodé¢, jog antocianinai prisideda prie gliukozés koncentracijos mazinimo kraujyje, ypa¢ antrojo
tipo cukrinio diabeto atveju. Jie gerina gliukozés tolerancija, mazina trigliceridy koncentracija,
apsaugo kasos B Iasteles nuo oksidacinio streso poveikio [44] [45]. Kolageno baltymai susijungia su
gliukozés molekulémis ir sudaro nebiidingus kolageno fragmentus kapiliary sienelése, apsaugodami
nuo vienos dazniausiy cukrinio diabeto komplikacijy — retinopatijos. Antocianiny vartojimas stabdo
jos progresavimg ir padeda apsaugoti ligonius nuo regos praradimo [44]. O taip pat, kolagena
stabilizuojantis antocianiny poveikis apsaugo smegeny kapiliary sieneles nuo Zalojancio vaisty ir
kity cheminiy medziagy veikimo ir tai leidzia juos wvartoti depresijos, nerimo bei kity
neurodegeneraciniy ligy profilaktikai ir gydymui [46] [47]. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad
antocianinai pasizymi prieSopiniu poveikiu, [43] [48], nes didina apsauginiy gleiviy gamyba
skrandyje [43] [49].

Prie visy sveikatai teigiamy savybiy prisideda ne tik antocianai, taCiau ir kita junginiy grupé —
iridoidai, priklausanti monoterpenams. Priklausomai nuo struktiiros, $ie junginiai prisideda prie
prieSuzdegiminio (logano riigstis), neuroprotekcinio (harpagosidas), hipotenzinio (oleuropeinas),
antibiotinio (aucubigeninas) ir raminamojo poveikio (valepotrilatai). Sekoiridoidai skatina apetita,
nes stimuliuoja virSkinimo sistema, be to, mazina medZziagy apykaitos ligy, tokiy kaip diabetas ar
nutukimas bei Sirdies ir kraujagysliy susirgimo rizikg [3]. Monoterpenai ir jy oksiduoti analogai
(terpenoidai) vaidina svarby vaidmenj zmogaus organizme dél jy antibakteriniy, antivirusiniy,
atpalaiduojanciy, skausmg mazinanciy savybiy. Be to, monoterpenai ir terpenoidai prisideda prie
sveikatos gerovés suteikdami skonj ir kvapus. Linalolas, terpineolis, geraniolis suteikia citrusinj,
géliy ir saldy kvapa, o roziy kvapa — nerolis [24].

Nemaziau svarbi ir kita junginiy grupé esanti sausmedzio uogose — saponinai. Saponinai — tai
glikozidy grupé, kuriy vandeniniai tirpalai sukelia putojima. Yra nustatyta, jog jie pasizymi
prieSgrybeliniu, antimikrobiniu, antivirusiniu, prieSuzdegiminiu poveikiu ir nuo seno yra naudojami
kiny tradicinéj medicinoj gydant jvairius negalavimus, tokius kaip jvairlis uzdegimai, kritinés
skausmas ar astma. Svarbu paminéti, kad saponinai pasiZymi ir toksikologiniu poveikiu, o ypac
Saltakraujams gyvinams, taciau Siltakraujus veikia labai silpnai dél mazos absorbcijos gebos [50].

Ntchapda ir kt. praneSa, jog taninai pasiZymi antitromboziniu, antimutageniniu, antdiabetiniu
antikancerogeniniu, prieSuzdegiminiu, antivirusiniu ir antibakteriniu poveikiu [36].

Vitaminas C svarbus, kadangi gali padidinti plazmos atsparuma lipidy peroksidacijai, mazinti
Slapimo ruigsties kiekj serume, dél to sumazéja tikimybe susirgti podagra, Zymiai sumazina insulto,
létiniy ir degeneracijos ligy rizikg [36].

Me¢élynojo sausmedzio uogy tyrimo modeliai apzvelgiami 2 lenteléje.
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2 lentelé. M¢lynojo sausmedzio uogy tyrimy modeliai atlikti in vivo ir in vitro sistemose [17]

Aktyvumas Eskperimentinis
modelis

ziurkeés
peliy makrofagy lastelés
zmoniy leukemijos monocitai

Priesuzdegiminis

ziurkeés
Priesuzdegiminis ir makrofagy lastelés
antioksidacinis
peliy epidermio lastelés
PriesvéZinis Ziurkes
ziurkeés
peliy makrofagy lastelés
Antibakterinis Candida parapsilosis
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus mutant
Listeria monocytogenes
Kocuria rhizophila
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Campylobacter jejuni
Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus acidophilus
B-hemolytic Streptococcus
A, B. G grupeé
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis
Corynebacterium diphtheriae
Bacillus subtilis
Clostridium sporogenes
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Neisseria meningitidis
Moraxella catarrhalis
Haemophilus influenza
Helicobacter pylori
Klebsiella pneumoniae
Pries UVA spinduliuote Keratinocitai

. ) . Kerati itai
Pries UVB spinduliuote eratmocttal

1.4.1. Antioksidacinis poveikis

Laisvieji radikalai sukelia nemazai patologijy, pavyzdziui peroksido radikalai sustiprina uzdegiminj
procesa, skatina trombocity agregacija [51]. Oksidacinis stresas ir uzdegimai yra glaudziai susije su
kepeny pazeidimais. Oksidacinj stresg sukelia reaktyviosios deguonies rusys, kurios gali pazeisti
lasteles ir sukelti tokias ligas kaip diabetas, Sirdies ir kraujagysliy negalavimai, vézys ar kepeny
ligos. Nors gydymo biidai yra nuolat tobulinami, reikéty nepamirsti, kad uogos, kuriose gausu
fitochemikaly, gali prisidéti prie sveikatos gerbuivio [52].
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Vieni i§ geriausiai Zinomy antioksidanty yra flavonoidai, fenolio riigStys, taninai, vitaminas C ir E
[36]. Rupasighe (2012 m.) apras¢, jog meélynojo sausmedzio uogos pasizymi didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu tarp tirty uogy, tokiy kaip gervuoges, braskés, avietés ar mélynés [53], be
to, antocianinai turi didesnj antioksidacinj aktyvuma nei vitaminais C ir E. Sie junginiai sugeba
uzfiksuoti laisvuosius radikalus [34], nes veikia kaip radikaly suri$éjai [54], slopina aktyviyjy
deguonies formy susidarymo procesus [55] [48], apsaugo lipofilinius antioksidantus (tokoferolj ir
kt.) nuo oksidacinio poveikio [56], skatina antioksidaciniu veikimu pasizyminéiy fermenty
i8siskyrima [57]. Jie gali atiduoti vandenilio atomg, todél pasizymi antioksidaciniu poveikiu, o taip
pat gali prisijungti azoto oksido ir peroksido radikalus [58] [54] ir sumazinti H>O> sukelta
citotoksiSkuma. JAV mokslininkai W. Zheng ir S.Y. Wang (2003) tyrinédami antocianiny
molekules nustaté keleta désningumy. Nustatyta, kad glikozidai maziau aktyvis nei aglikonai ir jog
didesnis laisvy hidroksigrupiy skaicius molekul¢je lemia antioksidacinio aktyvumo didéjima (zr. 5
pav.), B Ziede esanti OH grupé suteikia radikalui didesnj stabilumg, o A ir C Ziede esanc¢ios OH
grupés yra reikalingos maksimaliam radikaly suri§imui [59]. Palyginus antocianiny antioksidacinj
poveikj galima pastebéti, jog didziausias aktyvumas biidingas tiems, kas turi B ziede laisvas
hidroksigrupes. Antocianinai ne tik pasizymi laisvuosius radikalus suriSanc¢iu poveikiu, bet ir
apsaugo organizmg nuo jy susidarymo. Pavyzdziui, metaly jonai (gelezies ar vario) dalyvauja
Fentono tipo reakcijose, kur susidaro hidroksilo radikalai, o jie sukelia lipidy peroksidacija. Taigi
antocianinai su metaly jonais sudaro chelatinius junginius ir taip slopina radikaly susidarymg ir
lipidy peroksidacijos reakcijas [55] [48]. Yra duomeny, jog antocianinai pasizymi prieSvéziniu
poveikiu [60] [61] [62] [63] [64] [65], o Sis poveikis yra siejamas su antocianiny antioksidacinémis
savybémis. Antocianinai yra svarbils biologiskai aktyvils junginiai vézio gydyme bei
karcinogenezés ir mutagenezeés prevencijoje. Jie surisa laisvuosius radikalus, aktyvina arba slopina
fermentus, apsaugo baltymus, lipidus ir nukleino riigStis. Antocianinai slopina véziniy lasteliy
augima bei jy transformacija, naviky augima, skatina véziniy lasteliy apoptozg [49] [66].
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5 pav. Antocianidiny strukttira ir pakaity i§sidéstymas turintis jtakos antioksidaciniam poveikiui

1.5. Veikliyjy medZziagy iSskyrimo budai

Ekstrakcija tirpikliu labiausiai paplites metodas jvairiy vaisiy sudétyje esanciy junginiy iSgavimui
[34]. Tirpiklis veikia kaip neSiklis, kurio pagalba junginiai perneSami ] skirtingas fazes [7].
Antocianinai yra polinés molekulés, taigi dazniausiai naudojami tirpikliai ekstrakcijoms yra taip pat
poliniai — vandeninio etanolio, metanolio ar acetono miSiniai. Tarp labiausiai paplitusiy metody yra
tie, kurie kaip ekstrahentas naudojamas partigStintas metanolis arba etanolis [36]. IS S$iy metody
ekstrakcija su metanoliu yra pati efektyviausia, i§ tiesy buvo nustatyta, kad antocianino
ekstrakcijose 1§ vynuogiy minkstimo ekstrahavimas metanoliu yra 20% efektyvesnis nei etanolyje ir
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73% efektyvesnis negu vandenyje; vis délto maistui etanolis yra geresnis, kadangi metanolis
netinka del savo toksiniu savybiy [34]. Taip pat ekstrakcijos etanoliu pliusas yra ne tik didele iSeiga,
bet ir tas, jog Sis tirpiklis yra gana pigus ir priskiriamas ,,GRAS* (ang. generally recognized as safe)
klasei [7], daugkartinio naudojimo ir netoksiSkas. Vis délto, idealus tirpiklis turi atitikti ir daugiau
reikalavimy: turi buti selektyvus — pasizymeti didele tirpinimo jéga tam tikrai junginiy grupei ir tuo
paciu mazai tirpinti nepageidaujama frakcija, chemiskai stabilus, jog nesureaguoty su
komponentais, turéty biiti regeneruojamas ir mazo klampumo, kad nekilty problemy tirpinant. Taip
pat, ekstrakcijai svarbu parinkti ne tik tinkamg tirpiklj, bet ir parinkti tinkamus parametrus. Gerai
zinoma, jog padidinus temperatiira — padidéja ekstrakcija, kadangi difuzijos koeficientas taip pat
padidéja [36].

Per pastargji deSimtmet] atsirado naujy ekstrakcijy metody. Garcia-Mendoza i$skiria vieng —
padidinto slégio skysc€iais ekstrakcija (EPS) siekiant gauti didesnj antioksidacinj aktyvuma [67].
Sios eksrakcijos biidu naudojama kieta frakcija ir skystas tirpiklis esant aukstesnéms nei tirpiklio
virimo temperatiiroms ir slégiui. Principiné EPS schema pavaizduota 6 paveiksle. Pirma, vykdoma
statin¢ stadija, kurios metu parenkama reikiama temperatiira ir slégis ir laukiama, kol cel¢je
pasiekiami Sie parametrai. Statinés ekstrakcijos laikas gali trukti 1-99 min, taciau dazniausiai ji
trunka 10—15 min. Antra, tirpiklis praleidZziamas per visg celés tirj, kad prasidéty ekstrakcija ir vis
papildoma §vieziu tirpikliu. Ir galiausiai, celé¢ prapuciama inertinémis dujomis, pvz.: azotu, siekiant
visiSkai pasalinti tirpiklj i§ sistemos. EPS metodika leidzia parinkti jvairy temperatiiry intervalg,
kuris gali siekti nuo kambario iki 200 °C temperatiiros, o slégis gali biiti nuo 35-200 bar. Taigi,
EPS metodas turi daug pliusy, jis greitas ir efektyvus. Dél to, kad naudojamas ribotas kiekis
organiniy tirpikliy, kurie véliau paSalinami, ekstraktas tampa labiau ekologiSkas ir sveikesnis bei
pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu [68]. Pagrindiniai veiksniai, darantys jtaka Sios
ekstrakcijos efektyvumui yra ekstrahuojama matrica, tirpiklio pasirinkimas, ekstrakcijos laikas,
temperatiira ir slégis. Prie§ pradedant ekstrakcijg svarbu Zinoti apie matrica — kilme, daleliy dydj,
molekulinius rytius, drégmes kieki, kadangi Sie veiksniai turi jtakos fenoliniy junginiy ekstrakcijai.
Renkantis tirpikli svarbu atkreipti démesj 1 jo poliskuma, kad vykty difuzija ir geresni masés
mainai. Yra gerai zinoma, jog poliniai tirpikliai tirpina polinius junginius ir atvirkS¢iai. Tirpiklis
taip pat turéty buti saugus, netoksiSkas, ekonomiskas. Naudojant auksta temperatiira, gali padidéti
ekstrahuojamy junginiy tirpumas, ji didina difuzijg ir mazina tirpiklio klampa ir jtampa, tokiu biidu
didinant masés perdavimg ir ekstrakcijos iSeiga. Aukstas slégis padidina tirpiklio jsiskverbimg j
kietg kiing ir leidzia tirpikliui iSlikti skystame biivyje [69].

1. Statiné ekstrakcija 2. Tirpiklio jleidimo stadija 3. Isgryninimo stadija

kaitinimo = &
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celéje méginys pasiskirsto

pripildomas

tirpikliu

tirpiklis tirpiklis R XX
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surinkimo indas surenkamas ckstraktas su tirpikliu surenkamas ekstraktas su tirpikliu

6 pav. EPS proceso stadijos
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Atsizvelgiant | maisto ir farmacijos pramonés reikalavimus bei aplinkos ir ekonominj poveik]j,
didéja susidoméjimas ,,zaliais tirpikliais®, tokiais kaip etanolis, vanduo ir jy miSiniai (klasifikuojami
kaip ,,GRAS*“ — daZniausiai pripazjstami kaip saugis tirpikliai), siekiant uztikrinti saugy ir
ekologiska produkta. D¢l auksto tirpiklio sunaudojimo ir jo pasalinimo atsiranda papildomy iSlaidy
ir pasaliniy pavojy aplinkai. Be to, daugelis bioaktyviy junginiy, tokiy kaip antocianinai, yra
termiSkai nestabilils ir ilgai ekstrahuojami aukStoje temperatiiroje suskyla. Siekiant jveikti Siuos
trikumus, buvo iStirtos naujos ekstrahavimo technologijos [70]. Viena i§ jy — superkritine
ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO»). Sis tirpiklis tapo pla¢iai naudojamu dél to, jog yra
netoksiskas, nedegus, nesunkiai gaunamas uz prieinamg kaing ir lengvai paSalinamas i§ galutinio
produkto [71]. Kiekvienas tirpiklis turi savo temperatiros ir slégio kritinj taska, kuri lemia
temperatiira ir slégis. Kai Sie parametrai yra virs savo kritiniy tasky, jie laikomi superkritiniais. CO2
superkritinés salygos yra 31,1 °C temperatiira, kuri yra artima kambario temperatiirai, todél
nereikalauja dideliy energijos sanaudy ir 7,38 MPa, o tai leidzia Sioms dujoms buti vienu i$
idealiausiy tirpikliy ekstrahuojant jautrius bioaktyvius junginius [72]. Tai technika, kurios metu
naudojamos dujas, gali tapti skys€iu. Superkritinémis saglygomis padidéja dujy tankis, dél Sios
priezasties padid¢ja ir tirpinimo galia, nes did¢ja difuzija ir masés mainai. Tipinj Sios ekstrakcijos
irenginj sudaro pompa, kuri paduoda CO: dujas; kamera, kurioje laikomas méginys; slégio
reguliatorius; surinkimo indas ir kaitinimo zona, kur sukuriamos superkritinés salygos. Tada
prasideda difuzija | meéginj, jog prasidéty tirpinimas. I$ ekstrahavimo kameros iStirpusi medziaga
patenka | separatoriy, kur iSgauta medziaga nusistovi, o dujos atvésinamos ir perdirbamos arba
iSleidziamos 1 atmosfera [73]. Be tirpiklio privalumy S§i metodika pasizymi ir kitais pliusais —
aukStos kokybés ekstraktai, greitas ir efektyvus procesas. Svarbu paminéti, kad ekstrakcijos
efektyvumas priklauso nuo jvairiy veiksniy — galima keisti temperatiira, slégi, daleliy dydj ir
tirpiklio tekéjimo greitj. Pavyzdziui, padidinus tekéjimo greitj, padidés ir ekstrakcijos efektyvumas,
o sumazinus daleliy dydi — sumazés masiy mainai, taciau daleliy sumazinimas gali sukelti ir
problemy, tod¢l §j parametra reikty pasirinkti labai atidziai. Taip pat yra gerai Zinoma, jog
nepoliniai junginiai lengviau iSsiekstrahuoja maZesniame slégyje ir temperatiiroje, o poliniai —
atvirkS¢iai [74]. Pastaraisiais metais riebaly riigs§¢iy analizé sulaukia vis didesnio susidoméjimo dél
rugsciy teigiamy savybiy, pavyzdziui, o-3 riigstis gerai zinoma kovojant su ateroskleroze, artiru ir
kitomis Sirdies ir kraujagysliy ligomis, todél COz dujos yra geras nepolinis tirpiklis iSgauti lipidinei
frakcijai [72].

1.6. Mikrojkapsuliavimo technologija

Daugelis maisto perdirbimo veiksniy ir laikymo salygos skatina bioaktyviy junginiy skilima, taip
prarandama mitybiné verté, pakei¢iama produkto spalva, skonis, tod¢l buvo sukurta jkapsuliavimo
technologija, kuri ne tik padeda iSvengti Siy problemy, bet ir prailgina vartojimo laikg nuo keliy
ménesiy iki keliy mety. Pavyzdziui, jog antocianinus bty galima naudoti kaip maisto daziklius,
reikia jveikti nemazai kliticiy, kadangi jie yra nestabiltis, o ypac¢ laikymo ir perdirbimo salygomis.
Spalva ir stabilumas labai priklauso nuo pH, tirpiklio, tempratiiros, deguonies, Sviesos, fermenty ir
kity juginiy, kurie gali saveikauti su antocianinais [75]. Siuolaikinés technologijos leidzia
ikapsuliuoti skonio stipriklius (citriny, pipirméciy, vanilés aliejus), saldiklius (aspartama, sacharoze,
ksilitolj), daziklius (antocianinai, karotenas), vitaminus (A, D, E, C), probiotikus (Bifidobacterium
spp., Bifidobacterium longum). lkapsuliavimas — procesas, kurio metu jmobilizuojama medziaga
kitos medZziagos viduje, tokiu biidu sukuriant skirtingo dydzio mikrokapsules ar mikrosferas (zr. 7
pav.), pavyzdziui, nanodaleles (<1 mm), mikrodaleles (1-5000 mm) ar makrodaleles (>5000 mm).
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Mikrokapsulés susideda i§ dviejy pagrindiniy daliy: Serdies, kurios viduje yra veiklioji medziaga ir
apvalkalo, dar gali biiti vadinamu sienele ar matrica, kuris apsaugo Serdj nuo iSorés poveikio [76].

Mikrokapsulé Mikrosfera

Polimeras
(apvalkalas)

Aktyviis junginys ‘

(Serdis) ‘

Polimeras
(apvalkalas)

Aktyvus
junginys
(Serdis)

7 pav. Skirtumai tarp mikrokapsulés ir mikrosferos [76]

I§ tikryjy, nuo apvalko priklauso mikrodaleliy stabilumas, proceso efektyvumas ir veiksliosios
medziagos apsaugojimas [77]. Renkantis apvalkalg reikty atkreipti démesi i Siuos dalykus —
nereauogty su Serdyje esancia medziaga, gebéty sandariai iSlaikyti nepazeista jkapsuliuota aktyvy
junginj, efektyviai apsaugoty Serdj nuo neigiamo aplinkos poveikio, neturéty nemalonaus skonio ir
biity valgomas, netoksiSkas ir ekonomiSkai perspektyvus, lengvai virskinamas, tirpus vandenyje.
Apvalkalo medziagos gali biiti pusiau sintetinés, sintetinés ir natiiralios. Angliavandeniai, o ypac
polisacharidai, yra vieni i§ geriausiu dangaly, atsizvelgiant ] tai, jog geba formuoti didesnes poras,
dazniausiai yra iSgaunami i§ nattiraliy maisto produkty, placiai naudojami ir nesunkiai vir§kinamo
zmogaus zarnyne [78]. Baltymai taip pat yra vieni i§ geresniy apvalkaly, kadangi pasiZzymi geru
biologiniu suderinamumu, lengvu vir§kinimu ir funkcinémis savybémis — geras tirpumas vandenyje,
geros emulsinés ir putojimo savybeés. Daznai angliavandeniai maiSomi su baltymais, tokiu btadu
pagerinamos emulsifikavimo savybés, sudaroma geresné Serdies apsauga, ypa¢ nuo oksidacijos ir
pagerinami dziovinimo parametrai [77]. Maltodekstrinas — kompleksinis angliavandenis, kurj
galima gauti i§ kukuriizy, kvie€iy ar bulviy. Jis yra lengvai virSkinamas, nebrangus ir atlaiko
aukStesnes temperatiras, dél Siy priezascCiy jis puikiai tinka kaip apvalkalas [79]. Tuo tarpu sojy
baltymy izoliatas — pagamintas i§ sojos pupeliy. Sojos baltymai yra lengviau virSkinami, gerai
tirpsta, pasiZymi vandens ir riebaly absorbcija, putojimu, stabilizavimu ir gali sudaryti emulsijas.
Siais laikais vis didéja susidoméjimais augalinés kilmés natiiraliais produktais, dél §ios priezasties
sojy baltymy izoliatas tapo vienas i§ populeriasniy apvalkaly, be to, augalinés kilmés baltymai
sukelia maziau alergijy lyginant su gyvulinés kilmeés [77].

OH
HO z OH
I\\\\\“ 0 9
OH HO H
OH
n OH
HO*
o"’w 0
HOY " "0H
OH

8 pav. Maltodekstrino formulé
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Per kelis pastaruosius metus iSpopuliar¢jo kelios ikapsuliavimo technikos — purSkiamasis
dziovinimas ir dziovinimas $al¢iu (liofilizavimas) [75].

Dziovinimas Sal¢iu — tai seniausias dziovinimo metodas, susidedantis i§ 2 zingsniy: pirmiausia
uzsaldoma Zemoje temperatiiroje (nuo -20 °C iki -50 °C) , o véliau seka vandens sublimacija.
Saldymo stadija yra svarbi tuo, jog jos metu susidare ledo kristalai daro jtaka pory dydziui — dideli
kristalai sudaro didesnes poras ir atvirks¢iai [80]. Sublimacija susideda i§ pirminio ir antrinio
dziovinimo. Pirminio dZiovinimo metu vanduo iSgarinamas i$ produkto (ledo kristalai), o antrinio
dziovinimo metu paSalinamas absorbuotas vanduo (neuzsalgs vanduo). Liofilizavimo metu j sistemg
gali biiti pridedami ir krioprotektoriai — tai jvairtis cukrai, kurie apsaugo daleles nuo agregacijos ar
destabilizacijos [81].

Purskiamasis dziovinimas — metodas, kurio metu iSpurSkiamas skystis i dziovinimo kamerg ir
kontaktuodamas su karStu oru paver¢iamas iskart | miltelius [82].

Vienas i§ pagrindiniy dZiovinimo Sal¢iu minusy yra tas, jog Sis metodas lyginant su purkStuviniu
dziovinimu, brangesnis 4—7 kartus, todé¢l produkto kaina ne visiems prieinama, taip pat uzima
daugiau laiko — apie 2,5 ilgiau trunkantis procesas [83], daleliy dydis ir forma néra tokios geros kaip
purkstuvinio dziovinimo metu, o purkstuvinio dZziovinimo metodas net 4-5 kartus ekonomiskesnis,
kadangi sunaudojama maziau elektros sgnaudy, taip pat gaunami milteliai yra stabilesni, kadangi
juose maziau drégmés ir pasizymi geresniu tirpumu, todél lengviau pritaikomi. Taciau be visy
pliusy purks$tuvinis dziovinimas turi ir minusy — naudojamos aukstos temperatiiros (jeinan¢io oro
gali buti nuo 150 °C iki 220 °C, o iSeinancio oro nuo 50 °C iki 80 °C), kurios daznai netinka
bioaktyviesiems junginiams, ypa¢ antocianams ir vitaminui C, nes skatina jy skilimg. Negana to, Sis
metodas néra tinkamas toms uogoms, kurios pasizymi dideliu cukry kiekiu, kadangi dziovinant
pradeda lipti prie aparato sieneliy ir sukelia dziovinimo sunkumy. Be to, kadangi karStas oras
cirkuliuoja dZiovinimo kameros dideliame ttiryje, dziovinimo efektyvumas gana mazas, o laseliy
dydzio kontrolé ribota, todel gali pasiskirstyti netolygiai [82]. Daleliy dydis taip pat turi jtakos
ikapsuliavimo kokybei. Mikro ar nanokapsulés 1é¢iau iSsiskiria virSkinamajame traktre [75].

1.6.1. Proceso optimizavimas

Tradiciskai bendras pozitris | analize¢ mikrojkapsuliavimo procese tiria vieng kintamaji, o kiti
veiksniai lieka pastoviis. Taciau $i metodika turi trikumy — lemia neoptimizuotus ir neefektyvius
galutinius produktus ar procesus ir santykinai didelis eksperimenty skaicius, dél Siy priezasCiy
sunaudojama daug reagenty ir laiko. Siekiant i§vengti $iy trikumy buvo sukurta pavirSiaus atsako
metodika eksperimenty optimizavimui, kuri susideda i§ matematinés ir statisindés daliy,
iSreiSkianciy rysj tarp veiksniy ir atsako. Veiksniai, dar zinomi kaip nepriklausomi kintamieji, gali
biti kei¢iami. Tuo tarpu atsakas, Zinomas kaip priklausomas kintamasis, yra iSmatuojama verte,
gauta eksperimento metu. Optimizavimo metu sudaromos minimalios ir maksimalios kintamyju
sritys, kuriomis remiantis atlickamas eksperimentas. Pagrindiniai pavirSiaus atsako proceso etapai
pavaizduoti 9 paveiksle.
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Eksperimentinio
modelio parinkimas

Nepriklausomy kintamyjy

R Eksperimentinio
Ir Jy sricly nustatymas

modelio pritaikymas

Atsako grafinis pateikimas

Optimaliy sglygy nustatymas

9 pav. Pagrindiniai pavirSiaus atsako proceso etapai [76]

Linijinis modelis leidZia nurodyti, kuria kryptini dizainas turéty buti iStirtas, kad bty sudarytos
geriausios salygos. PaprasCiausias pavirSiaus atsako metodo matematinis modelis gali bt
iSreiSkiamas linijine priklausomybe ir iSreiSkiamas Sia lygtim (1):

y=B2 Bxi+e (1)

kur k — kintamyjy skaicius, o — pastovi konstanta, 3; — linijiniai paramettro koeficientai (regresijos
koef.), x; — nepriklausomi kintamieji, € - eksperimentinés klaidos narys.

Norint nustatyti minimumo ar maksimumo vertes yra naudojama antrojo laipsnio lygtis (2):
y =By L xibi+ Xhag By xix + 2)

Labiausiai zinomas pavirSiaus atsako metodo biidas yra centriS$kai kompozinis eksperimenty
planavimas [76].
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas

Tyrimams pasirinktos valgomojo sausmedzio (lot. Lonicera caerulea) uogos, surinktos 2018
metais. Augalinés Zaliavos paruoSimas — analizei surinktos sunokusios uogos buvo spaudziamos
létaeige sulCiaspaude, kur buvo gaunamos sultys ir iSspaudos. Sultys toliau buvo filtruojamos ir

centrifuguojamos prie 20 °C laipsniy, 15 min, dalis gauty sul¢iy buvo liofilizuotos Sal¢iu. Tiek

sultys, tiek iSdziovintos sultys buvo laikomos S$aldiklyje -18 °C temperatiroje. Po sul¢iy
susidariusios i§spaudos buvo dziovinamos dziovykl¢je, o véliau smulkinamos cikloniniame maltine
(Retsch, Haan, Vokietija) panaudojant 2 mm sietg ir laikomos tamsioje, vésioje vietoje. Svarbu
pabrézti, jog vienaly€iai iSspaudy miSiniai padidina bioaktyviy junginiy ekstrahavimo naSumg.
Sausmedzio uogy paruosimo schema pavaizduota 10 paveiksle.

Sausmedzio
uogos

Liofilizuotos
sultys

Sultys ISspaudos

10 pav. Sausmedzio uogy paruosimo schema

2.2. Cheminiai reagentai ir medZiagos

Ekstrakty paruosSimui naudotos medZiagos ir reagentai — analitinio Svarumo metanolis
(CH30H), etanolis (C2HsOH), heksanas (C¢Hi4), kurie buvo gauti i§ (Chempur, Lenkija),
ultra Svarus ir distiliuotas vanduo 0,054 pSi/cm, kurie buvo ruosti vandens gryninimo
sistemoje (Milipore, Bedford MA, JAV), diatomitiné Zeme gauta i§ Sigma-Aldrich (Mousa,
Set Luisas), COz dujos 99,9%, Gaschema (Jonava, Lietuva).

Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatyme — galo rugstis (>99%, Fluka, Lenkija), Folin —
Ciocalteu reagentas gautas i§ Sigma-Aldrich (Bruchs, Sveicarija), natrio karbonatas
(Na2COs, 98%, bevandenis, CHEMPUR, Lenkija), metanolis >99,9%, Sigma-Aldrich
(Vokietija).

Antioksidacinio aktyvumo nustatyme — mikrokristaliné celiuliozé 20 pm, gauta i§ Sigma-
Aldrich (Mousa, Sent Luisas), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH* laisvasis radikalas, 95
%) ir 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksirtigstis (troloksas, 97 %) gauti i$
Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija). 2,2’-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties
(ABTS"" laisvasis radikalas, 98%), 2,2’-azobio (2-amindinpropano) dihidrochloridas
(AAPh) gauti 1§ Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija), natrio chloridas (NaCl), kalio
dihidrofosfatas (KH>PO4), vandeninis natrio hidrofosfatas (Na,HPOs x 2H0), kalio
perulsulfatas (K2S20s), kalio chlorias (KCIl) buvo gauti i§ StanLab (Liublinas, Lenkija),
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3°,6’-dihidroksipiro(izobenzeofuran-1(3H),9’-(9)ksanten-3-onas (fluoresceinas, Steingeim,
Vokietija. Plastiko kiuvetés 10 x 10 x 45 mm (Fluka, Lenkija).

Tkapsuliavimo procese — sojy baltymy izoliatas, maltodekstrinas i§ www.myprotein.It
Baltymy, riebaly, drégmés ir mineraliniy medziagy nustatymui — Sieros rugstisonc) H2SOs,
natrio Sarmas NaOH, fosforo rtigstis H3POs, druskos riigstis HCI gauti i§( Chempur, Piekary
Slaskie, Lenkija), katalizatoriaus tableté (3,5 g K2SOs; 290.4 g CuSO4, Sigma-Aldrich),
Tasiro indikatorius,

Chromatografinéje analizéje — buvo naudojami UESC analitinio $varumo tirpalai:
acetonitrilas (C2H3N) metanolis (CH3OH), skruzdziy rigstis 98 % gauti i§ Sigma-Aldrich
(Steinheim, Vokietija), acto riigstis 99,8 % (CH3;COOH) gauta i§ Lach-Ner (Cekija), ultra
$varus vanduo, kuris buvo ruostas vandens gryninimo sistemoje (Bedford MA, JAV).
Tyrimam atlikti buvo naudojamas S§is standartai: cianidin-3-gliukozidas (Chengdu Biopurify
Phytochemicals Ltd., Kinija).

2.3. Tyrimo metodai

Norint 1§ sausmedzio iSspaudy iSgauti funkcionaliaisiais junginiais papildytus ektraktus buvo
taikomi Siuolaikiniai ekstrakcijos metodai — ekstrakcija padidintame slégyje organiniais tirpikliais
(EPS) ir superkriting ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE — CO»). Vykdyty eksperimenty schema
pateikta 11 paveiklse.

I dalis
Sausmedzio
i8spaudos
Padidinto slégio pagreitinta Superkritiné ekstrakcija
ekstrakcija organiniais anglies dvideginiu (SKE —
tirpikliais (EPS) CO»)
EPS heksaninis | EPS hex SK - CO2 SK - CO2
ckstraktas (EPS | - liekana ekstraktas liekana
EPS etanolinis EPS EBtOH
ekstraktas (EPS > : t
EtOH) liekana SK - CO2 SK - CO»
EPS EtOH »| EPSEtOH
ekstraktas
EPS vandeninis
ekstraktas (EPS SK - CO,
»| EPS H,O
EPS ektrakcija tik ;
etanoliu (EtOH)  |&—> EtOH liekana
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II dalis

Sultys Liofilizuotos sultys

Mikrojkapsuliavimas Antioksidacinio aktyvumo Kokybin¢ ir kiekybiné
dziovinimo Sal¢iu jvertinimas (DPPH", analizé¢ (UESC-Q-TOF; DJ-
metodu ABTS**, ORAC, BFJK) LDJ)
Liekana: Ektraktai:
e EPS hex o EPS hex
e EPS EtOH e EPS EtOH
e FEtOH e EPS HO
e SK-CO; e FEtOH
e SK-CO; EPS EtOH e SK-CO;
e SK-CO; EPS EtOH
e SK-CO2 EPS H-O

QUENCHER Drégmés, baltymy, mineraliniy
procediira (DPPH®, ir skaiduliniy medziagy, riebaly
ABTS*', BFJK) nustatymas
ISspaudos

11 pav. Vykdyty eksperimenty schema

2.3.1 Padidinto slégio skys¢iy ekstrakcija organiniais tirpikliais (EPS)

Padidinto slégio skysciy ekstrakcija organiniais tirpikliais buvo atlikta Dionex ASE 350 sistema
(Dionex, Sunnyvale, JAV), kurios pagrindiniai zZingsniai pavaizduoti 12 paveiksle.



Celés uzdéjimas

Uzpildymas
tirpikliu

Kaitinimas ir
slégio sudarymas

Statiné
ekstrakcija

Praplovimas
Svieziu tirpikliu

Prapttimas azotu

Ekstraktas

12 pav. Padidinto slégio skysciy ekstrakcijos organiniais tirpikliais principiné schema

Analitinémis svarstyklémis ,,KERN 770 (Goti, Kern&Sohn Gmbh., Alkstad, Vokietija) pasverta
4-5 ¢ smulkintos 1 mm iSspaudy frakcijos, kuri buvo sumaisyta su diatomitine Zzeme santykiu 1:1.
Sis misinys patalpintas j cele i§ neriidijanéio plieno, o galuose ant neriidijnacio plieno frity uzdéti
celiulioziniai filtrai, tai daroma norint iSvengti frakcijos patekimo j surinkimo indg. Ektrakcija
atlikta naudojant Siuos tirpiklius — heksang, etanolj bei vandenj. Ekstrakcija buvo vykdoma atliekant
tris ciklus 15 min laikui, esant 1000 psi slégiui ir skirtingoms temperatiroms, priklausomai nuo to,
kuris tirpiklis buvo naudojamas (heksnaui — 90 °C, etanoliui — 70 °C, vandeniui — 120 °C).
Orgnainiai tirpikliai i§ ekstakty buvo paSalinti rotaciniame garintuve (,,BUCHI Rotavapor R-210”,
Kanada) esant 40 °C temperatiirai, o vanduo — liofilizatoriuje (MAXI DRY LYO, Danija). Gauti
ekstraktai buvo saugomi tamsaus stiklo buteliukuose Saldiklyje esant -18 °C temperatirai.

2.3.2 Superkritiné ekstracija anglies dvideginiu (SKE — CO»)

Si ekstrakcija atlikta naudojant ,,Helix* sistemg (Applied Separation, Allen-town, PA, USA) ir 99,9
% grynumo CO; dujas (Gaschema, Jonava, Lietuva).

17 g smullkinty sausmedZio i$spaudy, patalpintos j 50 cm?® tario celg, o abiejuose jos galuose
patalpinta absorbuojanti vata. Ekstrakcijos metu CO: dujy srautas iSlieka pastovus — 2 1/min.
Pradzioje vykdoma statin¢ ekstrakcija, kuri trunka 10 min, o jai pasibaigus prasideda dinaminé
ekstrakcija. Ekstrakcijos buvo vykdoma 2-3 h, 65 °C temperatiiroje, 400 bar slégyje, kai kas 15
min analitinémis svartyklémis (“KERN 7707, Goti, Kern&Sohn Gmbh., Alkstad, Vokietija)
pasveriamas zinomo svorio surinkimo indas, kuriame renkamas ekstraktas. Gautas esktraktas

32



surenkamas sandariame meégintuvelyje ir toliau laikomas -18 °C temperatiroje iki tolimesniy
eksperimenty.

Likusios iS§spaudos po SK—-CO; ekstrakcijos buvo panaudojamos tolimesniems tyrimams, kadangi
CO; yra nepolinis tirpiklis, kuris tirpina nepolinius ir mazai polinius liopofilinius junginius. Su Sia
kietgja frakcija toliau buvo vykdoma EPS ekstrakcija, kad buty iSekstrahuotos likusios polinés
hidrofilinés medZziagos, panaudojant etanolj ir vandenj.

2.4 Bioaktyviy junginiy analizé ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodu (UESC-Q-TOF)

2.4.1. Askorbo riigsties nustatymas taikant auksto slégio efektyviosios skysciu
chromatografijos su diody masés matricos detektoriumi metoda

Analize buvo atlikta pagal modifikuotag Dodson, Young ir Soliman metoda, kuris buvo apraSytas
1992 metais [84]. Chromatografiné analizé atlikta Waters HPLC su Waters Reagent Manager
siurbliu (Milford, MA, USA) ir Synejori 4u Polar-RP 80A, dydis — 250 x 4,60 mm analitine
kolon¢le. Bandiniai jleisti rankiniu injektoriumi Rheodyne 7125 (Rheodyne, RohnrrtPark,
Germany), kuris sujungtas su 20 ul injekcijos kilpa. Jame linijinis binaris gradientas buvo sudarytas
I ml/min srautui naudojant 0,02 M NaH>POs. 1 mg liofilizuoty sul€iy buvo praskietos 1 ml
vandeniu ir neskiestos sultys buvo leidziamos i chromatografa. Analizei atlikti buvo daromi 3
pakartojimai, o rezultatai skaiciuojami pagal kalibracing kreive: y = 17857,95x — 8160,86; R = 1

2.4.2. Ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija — masiuy spektrometrija

Siekiant nustatyti jvairiy ekstrakty cheminés sudéties kokybing ir kiekybing sudétj buvo naudojama
ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija — masiy spektonetriné (UESC — MS) analizé.

Kokybinei antociany analizei atlikti buvo naudojama Waters Acquity Sistema su kvadrupoliniu
skriejimo laiko masiy detektoriumi. Anali¢iy skirstymas atliktas atvirk§ciy faziy kolonéle Acquity
UPLC® BEH C18 2,1x100 mm, sorbento daleliy dydis 1,7 um (waters, Milford, JAV), kuria buvo
palaikoma 40 °C temperatira. Eliuenty sistema: A — 1 % skruzdziy ragstis (v/v), B — 100 %
acetonitrilas. Eliucijos trukm¢ — 17min, o detekcija atlikta esant 220 — 550 nm bangos ilgiui.
Gradiento kitimas: 0 min — 1 % B; 7 min — 15 % B; 8 min — 100 % B; 10 min — 50 % B; 12 min — 1
% B. 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 literatiros duomenimis bei MS/MS rezimu gauty junginiy fragmentais.
Fragmentavimo jtampa cel¢je — 40 eV.

Naudojat Alam Zeb ir Michael Murikovic (Grazas, Austrija, 2010 m.) metodika [85] buvo atlikta
triacilgliceroliy analizé. ISskirtymas atliktas taikant ultraefektyciosios skysciy chromatografijos
chromatografa su kvadrupolinj skiriejimo laiko masiy detektoriymi. Siam metodui pritaikyta
Acquity UPLC BEH C18 1.7 um, 2.1 x 50 mm koloné¢le (Waters, Milford, JAV), palaikant
termostate 40 °C temperatiira. Analiz¢ atlikta izokratiSkai. Naudota mobili fazé: 18 %
izoprapanolio ir 82 % metanolio miSinys, kuriame buvo 0,1 % acto rugsties ir 0,05 % amonio
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acetato. Eliuento srauto greitis 0,4 ml/min, o analizés trukmés greitis 12 min. Masiy spektrometras
naudojamas ESI rezimu, jonizacijai naudota — 5000 V jtampa, fragmentavimo celés jtampa 8 eV,
dziovinan¢iy dujy tekmeés greitis 8 1/min, o temperatura 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 literatiiros duomenimis, o santykiné triacilgliceroliy sudétis apskaic¢iuojama pagal ploto
vienetus.

Kiekybiné analizé¢ sultyse, ekstraktuose ir jkapsuliuotoje matricoje buvo atlikta UESC Waters
UPLC Acquity H Class sistema su Xevo TQ-S masiy detektoriumi. Tyrimo metu buvo naudojama
Acquity BEH, C18 kolon¢l¢ 1,7 pm, 2,1x100 mm. Eliuento sistema ir gradiento kitimas buvo
pasirinkti tokie kaip kokybinés analizés (UESC-QTOF sistema). Judrios fazés tekmes greitis — 0,4
ml/min., jleidZziamas turis — 2 pl. Azoto dujos buvo naudojamas kaip dziovinancios (1000 1/h) ir
iSpurskiancios dujos (150 1/h), kur iSpurSkimo temperatira 500 °C, o kapiliaro jtampa 1,5 kV.
Kiekybiné analizé buvo atlikta naudojant iSorinj standarta cianidin-3-gliukozida. Kalibraciné kreive
y = 2049,63x; R = 0,9993. Junginiy koncentracijos apskaiciuojamos pagal tiesing ploty regresija
ir iSreikStos mg/100g sausos masés (SM).

2.5 Tirpiy sausy medziagy/sacharidy kiekybinis nustatymas

Refraktometrinis  metodas —  pagristas  Sviesos luzio rodiklio matavimu. Ant
veidrodinio refraktometro pavirSiaus ranka iSspaudziamas 1 lasas sul€iy, matuojamos kambario
temperattiros t.y. 20 °C laipsniy temperattiros sultys, taip kad méginys vienodai padengty stiklinj
pavirsiy, kai prizmés yra viena prie kitos prispaustos. Atliekami 4 to paties méginio matavimai,
iSvedamas vidurkis ir jvertinsmas standartinis nuokrypis.

2.6 Ektrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas
2.6.1. Bendras fenoliniy juginiy kiekis (BFJK)

Siam tyrimui tiek sultim, tiek i§dZiovintom sultim, skiesti buvo naudojamas vanduo, o
eksperimentui atlikti tinkama sul¢iy koncentracija buvo 0,01 ml/l, o i8dZiovinty sul¢iy — Img/ml. Po
ekstrakcijy gauti esktraktrai buvo tirpinami metanolyje, o skiedimam naudotas vanduo. Ektrakty
koncentracija, kuri buvo naudojama bandymuose — 0,5 mg/ml.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis yra matuojamas pagal modifikuotg Singleton, Orthofer ir
Lamueala-Raventos (1999) metodika [86] ir iSreiSkiamas galo rugsties ekvivalentais (GRE, mg galo
rugsSties/g bandinio). Taikant §j analizés biidg, 150 ul bandinio arba metanolio (kontrolinis
bandinys) sumaiSoma su 750 ul Folin — Ciocalteu’s reagentu (2 M), prie§ tai ji praskiedus
distilivotu vandeniu (1:9), o po 3min reakcijos jpilama 600 pul Na,COs tirpalo (75 g/l). Paruosti
meéginiai laikomi tamsoje 120 min. Pra¢jus Siam laikui matuojama absorbcija esant 760 nm bangos
ilgiui. Rezultatai apskaiCiuojami pagal kalibracing kreivés lygti: y = 10,339x + 0,0326; R =
0,9989. Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas galo riigSties ekvivalentais mg/g GRE
naudojant $ig formulg (3):

C==; 3)

m
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kur C — polifenoliy junginiy kiekis (mg GRE/g);
¢ — galo riigSties koncentracija pagal kalibravimo kreive (mg/ml);
m — ekstrakcijai naudota méginio mase (g).

2.6.2 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH’) radikaly sujungimo metodas

Siam tyrimui sultims skiesti buvo naudojamas vanduo, o eksperimentui atlikti tinkama suléiy
koncentracija buvo 0,05 ml/l. Po jvairiy ekstrakcijy gauti esktraktrai buvo tirpinami metanolyje, o
skiedimam naudotas vanduo. Eksperimentams naudojama koncentracija 0,1 mg/ml.

DPPH* laisvyjy radikaly sujungimo geba iSmatuojama spektrofotometriSkai pagal modifikuota
Brand-Williams, Cuvelier ir Berset (1995) metodika [87] ir iSreiSkiama trolokso ekvivalenty
antioksidaciniu aktyvumu (TEAGpppue , mg Trolokso/g bandinio). Taikant §ig analizés metodika,
500 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys) sumaiSoma su 1000 ul DPPH*® radikalu
iStirpintu metanolyje (esant bangos ilgiui 517 nm bangos ilgiui, absorbcija lygi 0,800+0,010 A).
Paruosti bandiniai laikomi tamsoje 120 min. Pra¢jus Siam laikui matuojama absorbcija esant 517nm
bangos ilgiui. Rezultatai apskai¢iuojami pagal kalibracing kreivg: y = 6,5426x + 4,4281; R =
0,9982. Laisvyjy radikaly sujungimo geba (%) apskai¢iuojama pagal $ig formule (4):

1 =44 5 100; )
AB
kur I — laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas %;

AB — DPPH? sistemos optinis tankis;
AA — sistemos su antioksidantu optinis tankis.

2.6.3 2,2’-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties ABTS*" laisvyju radikaly sujungimo
metodas

Siam tyrimui tiek sultim, tiek i$dZiovintom sultim skiesti buvo naudojamas vanduo, o
eksperimentui atlikti tinkama sul€iy koncentracija buvo 0,01 ml/l, o i§dziovinty sul¢iy — 0,1mg/ml.
Po ekstrakcijy gauti esktraktrai buvo tirpinami metanolyje, o skiedimam naudotas vanduo.
eksperimentam naudojama koncentracija 0,75 mg/ml.

ABTS*" laisvyjy radikaly sujungimo geba iSmatuojama spektrofotometriskai pagal modifikuota Re
ir kt. (1999) metodika [88] ir iSreiSkiama trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu
(TEAGagtse+, mg Trolokso/g bandinio). Stabilis ABTS*" radikalai gaunami sumaisius 50 ml
ABTS"*" tirpalo (2 mmol/l fosfatinio PBS buferinio tirpalo, ruosiamo 1 1 dist. H>O iStirpinant 8,18 g
NaCl; 0,27 g KH2PO4; 1,78 g Na,HPO4 x 2H>0 ir 0,15 g KCI1 (pH=7,4)) su 200ul K>S,0s tirpalo
(70 mmol/l dist. H,O) ir iSlaikant gautg miSinj tamsoje 16—18val. Darbinis ABTS*" tirpalas
ruoSiamas praskiedziant koncentruotg misinj su PBS buferiu iki 0,700£0,005 A esant 734nm bangos
ilgiui. Taikant Sig analizés metodika, 25 pl bandinio arba metanolio (kontrolinis bandinys)
sumai$oma su 1500 pl darbiniu ABTS** tirpalu. Paruosti bandiniai laikomi tamsoje 120min. Praéjus
Siam laikui matuojama absorbcija esant 734nm bangos ilgiui. Rezultatai apskai¢iuojami pagal
kalibracing kreive: y = 0,2087x — 1,013; R = 0,999. Laisvyjy radikaly sujungimo geba (%)
apskaiciuojama pagal 2 formulg.
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2.6.4. Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymas (ORAC)

ORAC bandymas buvo atliekamas pagal Prior ir kt. (2003) pasiiilyta metoda [89] su pakeitimais ir
iSreiSkiama Trolokso ekvivalenty antioksidaciniu aktyvumu (TEAGorac, mg Trolokso ekv./g
bandinio). Eksperimentas pagristas peroksido radikaly suri§imu, kuri generuoja azobis (AAPh).
Pirmiausiai yra ruoSiami fluoresceino tirpalai: 1) ruoSiama S1 tirpalas. ] 100ml matavimo kolba
pasveriama 0,045 g fluoresceino milteliy ir uzpilama dalimi PBS tirpalo. Tirpinama ultragarso
vonel¢je, kol fluoresceino milteliai iStirpsta. Po tirpinimo fluoresceino tirpalas praskiedziamas PBS
tirpalu iki Zymés; 2) tirpalo S2 ruoSimui, paimama 0,5 ml S1 ir 100 ml matavimo kolboje
praskiedziamas tirpalu iki Zymés; 3) S3 ruoSiamas paimant 0,8 ml S2 tirpalo ir 50 ml matavimo
kolbut¢je praskiedziant PBS tirpalu iki Zymés.

Taikant $ig analizés metodika 25 pl bandinio arba PBS (tus¢ias bandinys) ir 150 ul fluoresceino
supilama i juodg nepermatoma 96 Sulinéliy 1ékstele. Inkubuojama 15 min, esat 37 °C temperaturai.
Po inkubacijos su daugiakanale pipete jpilama 25 pul AApH. Fluorescencija matuojama 120 cikly
(ciklo trukmeé 1,1 min) spektrofotometru (FLUORstar Omega reader BMG Labtech, Offenburs,
Vokietija). Rezultatai apskaic¢iuojami pagal kalibracine lygtj: y = 0,5882x — 2,5238; R = 0,9776.
Po kalibracine kreive esantis plotas (AUC) kiekvienam bandiniui apskai¢iuojamas integruojant
santykine fluoresceino kreive. AUC apskaiciuojamas pagal formule (5):

AUC =11+ 25:}20% (5)

¢ia fp— pradiné fluoresceino verté (0 min);
fi — fluoresceino verté tam tikra laika (i-taja min).

AUC verté apskaic¢iuojama: AUCmeginio - AUCkontrole (atimant kontrole i§ kiekvieno méginio).

2.7 Kietosios frakcijos antioksidacinés gebos jvertinimas

(QUENCHER metodika)

Tyrimui atlikti buvo pasirinkta paruosti skirtingy koncentracijy iSspaudy ir mikrokristalinés
celiuliozés misSiniai, kuriy santykiai buvo — 1:400 (BFJK, DPPH® nustatyti ekstraktuose), 1:1000
(BFJK, DPPH* nustatyti iSspaudose).

Antioksidacinis aktyvumas buvo tirtas BFJK, DPPH®, metodais jvairiems ekstraktams pritaikius
QUENCHER procediira.

BFJK nustatyti j epindorfus dedama 10 mg méginio arba mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam
bandiniui) ir jpilamama 150 pl dist. H>O ir 750 pl Folin — Ciocalteu's tirpalo, po 3 min. 600 ul
NaxCO; tirpalo (75 g/l). Bandiniai purtomi purtykléje (,,Platform Shaker Universal PSU 20%) 120
min., centrifuguojami 14000 aps./min., 5 min). Matuojama absorbcija esant 760 nm bangos ilgiui.
Rezultatai apskaiCiuojami pagal kalibracing kreive: y = 28,228x — 0,0911; R = 0,9829 ir 1
formulg.

DPPH? radikaly sujungimui nustatyti j epindorfus dedama 10 mg méginio arba mikrokristalinés
celiuliozés (kontroliniam bandiniui), jpilamama 500 pl metanolio ir 1000 pl 897 umol/l DPPH*®
metanoliniu. Bandiniai purtomi 120 min., centrifuguojami 14000 aps./min., 5 min). Matuojama
absorbcija esant 517 nm bangos ilgiui. Rezultatai apskaiiuojami pagal kalibracing kreive: y =
5,7634x — 0,4565; R = 0,9902 ir 2 formule.
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ABTS*" laisvyjy radikaky suriSimo gebai jvertinti j epindorfus dedama 10mg méginio arba
mikrokristalinés celiuliozés (kontroliniam bandiniui), jpilamama 25ul metanolio ir 1500ul darbinis
ABTS*". Bandiniai purtomi 120min., centrifuguojami 14000 aps./min., Smin). Matuojama

absorbcija esant 734nm bangos ilgiui. Rezultatai apskaiciuojami pagal kalibracing kreive: y =
0,2155x — 0,3433; R = 0,9996 ir 2 formulg.

2.8 Kietosios frakcijos cheminés sudéties nustatymas

Baltymy, riebaly, mineraliniy medziagy ir drégmés kiekis nustatomas remiantis AOAC metodika (AOAC,
1995) [90].

2.8.1. Baltymy Kkiekio nustatymas

Eksperimentas atliekamas pagal Kjeldalio metoda naudojant automating Kjeltec jranga. Kjeladalio
metodas pagristas tiriamo objekto organiniy junginiy mineralizavimu, azoto kiekj nustatant pagal
susidariusj NH3 kiekj. Baltymy medziagy kiekis apskaiciuojamas, padauginus azoto kiekj i
perskaiciavimo koeficiento 5,3

2.8.2 Riebaly kiekio nustatymas Soksleto metodu

Daugelis riebaly nustatymo metody paremti bandinio riebaly ekstrahavimu organiniais tirpikliais ir
riebaly kiekio ekstrakte ar ekstrahuojamame bandinyje nustatymu. Siam tikslui naudojamos Zemos
virimo temperatiiros, lengvai nuo riebaly atskiriami tirpikliai (chloroformas, etanolis ir kt.). Tyrimui
atlikti taikoma Soksleto ekstrakcija naudojant automatinj ekstraktoriy (Behr Labor — Technik,
Diisseldorf, Vokietija). Analiz¢ vykdoma 3 val.

2.8.3 Mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

Bendras mineraliniy medziagy (peleny) kiekis gali biit nustatytas i§ peleny kiekio, gauto sudeginus
bandinj 500-600 °C temperatiiroje. Butina atsizvelgti | tai, kad deginimo metu gali vykti jvairis
pasaliniai procesai. Deginant bandinj aukStesnéje nei 600 °C temperatiiroje, neiSvengiami bus sieros

fosforo, chloro nuostoliai. Deginant produktus, kuriy sudétyje daug chloridy, gali susidaryti Fe, Pb,
Al, Cu chloridai.

2.8.4 Drégmés kiekio nustatymas

Drégmés kiekj zaliavoje galima nustatyti jvairiais metodais: dziovinimo, distiliavimo ir kt.
Laboratorinémis sglygomis drégmé dazniausiai nustatoma dziovinimo metodu, apskaiciuojant jos
kiekj pagal sausy medziagy kiekj. Siais metodais drégmés kiekis produkte nustatomas, dziovinant
bandinj dZiovinimo krosnel¢je. Gravimetriné analizé¢ vykdoma dziovinimo krosnel¢je esant 105 °C
temperatirai.
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2.8.5. Skaiduliniy medZiagy nustatymas

Bendram skaiduliniy medziagy kiekiui nustatyti j filtravimo maiSelj pasveriama apie 1 g
sausmedzio iSspaudy ir sandariai uzdaroma. Prie§ analizuojant skaiduliniy medziagy kiekj
analizatoriumi ANKOM?2000, méginiai turi buti nuriebinami petrolio eteriu. Analizé sudaryta i§
keliy etapy: 1) 40 min vykdoma rigstiné hidrolizé su 1 M H2SOs; 2) 40 min vykdoma Sarminé
hidrolizé su 1 M NaOH; 3) atliekami du plovimai po 5 min su rtigstimi; 4) atliekami 3 plovimai po
Smin su Sarmu. Po S$iy etapy analizés maiseliai plaunami acetone 3—5 min, nusausinami ir
i8dziovinami 102 °C temperatiiroje. Po to méginiai dziovinami 2 val 600 °C temperatiiroje, jog
sumazéty organiniy junginiy kiekis. Bendras organiniy medziagy kiekis apskai¢iuojamas pagal
formule (6):

BSMK = 100 X —(W3‘(V”V’2““”; (6)

kur BSMK - bendras skaiduliniy medziagy kiekis %;
W1 — maiselio svoris g;
W2 — meéginio svoris g;
W3 — organiniy medziagy kiekis;
C1 — kontrolinio méginio (tus¢io maiSelio) peleny kiekis

2.9 Duyjuy chromatografija
2.9.1. Riebaly riigséiu (RR) sudéties nustatymas dujy chromatografijos (DJ — LJD) metodu

Pirmiausia atliekamas riebaly peresterinimas norint nustatyti riebaly rugséiy sudéti dujy
chromatografijos metodu. Paimama 0,5 g medziagos ir sumaiSoma mégintuvelyje su 4 ml 0,5 N
metanoliniu NaOH. Gautas miSinys labai gerai supurtomas. Mégintuvélis pritvirtinamas prie
griztamojo Saldytuvo taip, jog megintuvélio dugnas siekty vandens vonele. Verdama 5—10 min. ar
daugiau, kol iSnyksta riebaly fazé. Kai baigiama esterifikuoti riebalus, jpilama 5 ml borotrifluorido
metanolinio komplekso ir dar verdama 2 min. Véliau mégintuvélis atvésinamas iki kambario
temperattiros ir praskiedziamas 5 ml heksanu ir 5 ml NaCl soc¢iu tirpalu. Viskas labai gerai
supurtoma ir paliekama stovéti, kol atsiskiria heksano sluoksnis. Pastero pipete nuimamas heksano
sluoksnis, kuris centrifuguojamas 12000 aps./min 10 min ir iki tolimesnés analizés laikomas 4 °C
tempertiiroje. Galutiniam bandymui paimama 100 pl heksano fazés ir sumaiSoma su 900 pl
heksano. Chromatografiné analiz¢ atlickama naudojant liepsng jonizuojanciu detektoriumi.
Krosnies temperatiira uZprogramuojama, jog 150 °C temperatiira buty iSlaikoma 5 min, véliau
didinama iki 230 °C temperattiros 6 °C/min grei¢iu, o nuo 230 °C iki 250 °C didinama 2 °C/min
grei€iu ir iSlaikoma Sioje temperatiiroje 10 min. Detektoriaus temperatiira — 280 °C, o inZektoriaus
250 °C. Rugsciy metilo esteriai identifikuojami pagal sulaikymo laikus juos lyginant su Zinomy
riebaly rugsciy standartais, o procentiné riebaly riigsciy sudétis apskaic¢iuojama pagal smailiy plotus
procentais. Riebaly rugsciy sudétis nustatoma panaudojant dujy chromatografrijos metoda LST EN
ISO 12966-1:2015 [91]. Naudojant $i metoda nustatomi anglies atomus turinéiy riebaly rtigsciy
metilo esteriai.
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2.9.2 Lakiujy junginiy nustatymas

Sausmedzio SKE-CO> ir EPS heknasninio ekstrakty lakiy junginiy sudétis analizuota su iSsamios
dujy chromatografijos iranga GCxGC-TOF/MS LECO. Analizuojama ekstrakty méginiy
koncentracija 10 mg/ml pentane su vidiniu standartu. GCxGC-TOF/MS LECO jrenginyje
instaliuotos dvi kolonéles, kurios turi skirting poliskuma — nepoliné BPX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
pum) ir poliné BPX-50 (1,8 m x 0,1 mmx 0,1 pm). Pirminéje kolonélé¢je temperatiira keliama 5
°C/min grei¢iu nuo 50 °C (0,2 min) iki 280 °C (10 min); antroje atitinkamai palaikoma 15 °C
aukStesn¢ temperatiira. Inzektoriaus temperatira 280 °C, jleidziama 1 pl bandinio be srauto
paskirstymo, po 60 s atidaromas srauto paskirstymo ventilis santykiu 1: 20, jony Saltinyje
palaikoma 250 °C temperatiira, o detektoriuje 1550 V jtampa, 70 eV. Masiy skenavimas vykdomas
10 spektry/s grei€iu 35-550 m/z intervale. Analizuojant ekstrakty méginius naudotas 480 s tirpiklio
smailés atmetimas. Kiekviena analizé buvo pakartota 3 kartus.

Junginiy identifikavimas: ekstrakty lakiyjy junginiy sudétis analizuota su LECO programine jranga
(ChromaTOF v.4.22). Junginiai buvo identifikuoti NIST ir 3 kitomis masiy spektry bibliotekomis
(sutapimas ne maziau 700) ir eksperimentiSskai, pagal n-alkany C;-C;¢ standartl nepolingje
kolonéléje, gautus Kovaco sulaikymo indeksus (KI) lyginant su lakiyjy junginiy sulaikymo laikais
bei literatiiroje rastais duomenimis. Lakiyjy junginiy kiekis iSreikStas % nuo bendro DC-TOF/MS
chromatogramos smailiy ploto.

2.10 Antocianiny mikrojkapsuliavimo efektyvumo nustatymas naudojant dZiovinimo $alciu
metoda

Mikrojkapsuliavimui naudotos dvi skirtingos matricos (apvalkalo medziagos):

e Maltodektstrinas
e Sojy baltymy izoliatas

I placiadugne kolba pasveriami skirtingi kiekiai matricy, priklausomai nuo to, kaip
sumodeliuoja naudota programa (Design—Expert 7.0), 200 g distiliuoto vandens, 5 g sausmedzio
sul¢iy ir skirtingi kiekiai matircy, priklausomai nuo to, kaip sumodeliuoja naudota programa
(Design — Expert). Gautas miSinys 24 val maiSomas magnetine maiSykle. Tirpalas
homogenizuojamas 7 min 21000 aps./min grei¢iu ir dziovinamas liofilizatorium.

Bendras antocianiny kiekio nustatymas mikrokapsulése: 20 mg gauty milteliy iStirpinama 1 ml
metanolio, acto rugsties ir vandens tirpale, santykiu (50:8:42) ir vortkesuojama 1 min (“Bio vortex
V1 Bioscan®, Ryga, Latvija). Atlikus §ig procedira, supurtytas miSinys dedamas j ultragarso vonele
(,,Ultrasonics®, Astra-Son™, JAV), kurioje laikoma 20 min, o po to centrifuguojama 8 min 14000
aps./min grei¢iu. Po centrifugavimo meéginys filtruojamas (0,22 um PTFE membraniniu filtru,
VWR International), praskiedziamas metanoliu ir injektuojamas j ultra - efektyvios skysciy
chromotografijos prietaisg.

Antocianiny kiekio, esanciy pavirSiuje, nustatymas: 20 mg gauty milteliy iStirpinama 1 ml
metanolio, acto riigsties tirpale, santykiu (99:1), vortkesuojama 1 min ir centrifuguojama 8 min
14000aps./min grei¢iu. Po centrifugavimo meéginys filtruojamas, praskiedziamas metanoliu ir
injektuojamas j ultra - efektyvios skys¢iy chromotografijos prietaisg [92].

39



Antocianiny iSeiga, regeneravimas ir jkapsuliavimo efektyvumas apskaiCiuojamas taikant Sias
formules:

milteliy maseé (g)

00

ISeiga = x1
selga sausyjy medzaigy kiekis pries iSpurskima (g) (7)

R ) _antocianiny kiekis milteliuose (mg/g) % 100
egeneravimas = antocianiny kiekis ekstrakte (mg/g) (8)

bendras antocianiny kiekis' — pavir$iaus antocianiny kiekis

Antocianiny IE = x 100 9

bendras antocianiny kiekis®

"atitinka kiekvieng atskirq antocianing

2.11 Antocianiny mikrojkapsuliavimo proceso optimizavimas

Mikrojkapsuliavimo optimalios salygos, siekiant gauti didziausig jkapsuliavimo iSeiga, nustatytos
atlikus matematinj pavirSiaus atsako planavimo metoda, pritaikant centriSkai kompozicinj
eksperimentini modelj. Proceso optimizavimas sumodeliuotas naudojant statisting programa
Design—expert 7.0 (Stat-Ease Inc. Mineapolis, JAV). Optimizuojant mikrojkapsuliavimo procesa
buvo keifiami du parametrai — maltodekstrino ir sojy baltymy izoliato kiekiai. Tyrimy duomenys
iSanalizuoti dispersinés ir koreliacinés — regresinés analizés metodais. Maltodekstrino (A) ir sojy
baltymy izoliato (B) kiekiai uzkoduoti dviem lygiais (-1, +1). Nepriklausomi kintamieji pavaizduoti
3 lentelgje.

3 lentelé. Nepriklausomy kintamyjy uzkodavimas optimizuojant mikrojkapsuliavimo procesg

UZkoduoti lygiai
Simboliai Nepriklausomi kintamieji I T
Maltodekstrinas, g 3 12
B Sojy baltymy izoliatas, g 1 6

Mikrojkapsuliavimo iSeiga (%) apskaiciuojagam pagal formule (10):
by = Xfoq % by + Yoy by xF X3 g bij XX (10)

kur by — laisvasis statistinio modelio narys;
b; —pagal eksperimento rezultatus apskaiciuoti pirmo laipsnio statistinio modelio rezultatai;
bij — lygties koeficientai jvertinantys porinés sgveikos efektus i#j.

Modelio patikimumas nustatytas jvertinant koeficienty reikSminguma, regresijos koeficientg (R?) ir
Fiserio testo verte (F), kurios yra gaunamos dispersinéje analizéje (ANOVA). PavirSiaus atsako
metodas ir konttry plotas buvo sukurtas naudojant kvadratinj daugianarj. Atlikti du bandymy
pakartojimai ir rezultatai pateikiami kaip vidurkio reikSme.
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2.12 Rezultaty statistiné analizé

Eksperimenty duomenys apdoroti naudojant statistinius duomenu analizés paketus Microsoft Office
Excel (Microsoft, JAV) ir kompiutertine programa Design — expert 7.0. Visi eksperimentai kartoti
2-4 kartus, o duomenys iSreikSti vidurkiais ir apskaiCiuojant standartinj nuokrypi.
Mikrojkapsuliavimo plano patikimumas jvertintas dispersine analize (ANOVA).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 SausmedzZio iSspaudy sudétis

Atlikty tyrimy metu buvo nustatyti iSspaudose esantys gyvybiSkai svarbiis sveikos mitybos
komponentai — baltymy, mineraliniy medziagy, riebaly ir drégmes kiekiai, kurie apibtidina maisting
verte. Tyrimams naudotos 0,2 mm frakcijos iSspaudos, kuriose baltymy rasta 10,37 %, mineraliniy
medziagy 4,82 %, riebaly 11, 72 %, drégmés 11,21 % (zr. 4 lent.). Giovanni Caprioli ir kt. (2016)
mokslininkai atliko tyrimg Svieziose uogose ir nustaté baltymy kieki — 2 %, mineraliniy medziagy
kieki — 0,45 %, riebaly kieki — 0,01 %, drégmes kieki — 8,34 % ir Sios vertés gerokai skiriasi nuo
iSspaudy. Skaiduliniy medziagy kiekis buvo rastas 8,2 %, tuo tarpu mokslingje literattiroje galima
rasti, jog skaiduliniy medziagy kiekis sausmedzio uogose yra 8,34 % [14]. Taigi, palyginus Siuos
rezultatus galima teigti, jog bandymas buvo atliktas tiksliai, kadangi atitinka gautus Saltiniuose.

4 lentelé. ISspaudy cheminés sudétis

Komponentai Kiekis, %
Baltymai 10,37x1,14
Mineralinés medziagos 4,8243,66
Riebalai 11,72+0,96
Drégme 11,21+0,12
Skaidulinés medziagos 8,210,07

3.2 Sausmedzio sulciy, iSeigos, vitamino C ir sausyjy tirpiu medzZiagy koncentracija

Tyrimo metu spaudziant sultis, gauta jy iSeiga — 82 %, o i§spaudy — 18 %. Literatiiroje galima rasti,
jog spaudziant sausmedzio sultis, sul¢iy iSeiga gaunama 8085 %, o iSspaudy 15 —20 % [3], todél
galima teigti, jog eksperimento metu gauti rezultatai yra tiksliis. Vitamino C kiekiui uogose didele
itaka daro klimato sglygos, genotipas, derliaus nuémimo laikas. Askorbo riigsties nustatymui buvo
naudojamos sausmedzio sultys, kuriose vitamino C nustatyta — 3,28 mg/100 gr uogy. Mokslingje
literatiroje galima rasti jvairiy vitamino C kiekio rezultaty, Mateja Senica ir kt. (2018) nustate,
tyrinéjo keturias veisles — Aurora, Borealis, Honey Bee ir Tundra ir nustaté, kad vitamino C
koncentracija varijavo nuo 17,75 iki 25,77 mg/100 gr Svieziy uogy [9], o Jurikova ir kt. (2012) savo
tyrime nustaté, kad Sis kiekis svyruoja nuo 4,86 iki 20,96 mg/100 gr uogy [93]. Taigi, lyginant
darbe gautus rezultatus su moksline literatiira, galima pastebéti, kad Siame darbe nustatytas
vitamino C kiekis yra Siek tiek maZesnis. Tuo tarpu liofilizuotose sultyse buvo nustatytas 77,08
mg/100 gr uogy (perskaiciuota per 100 gr Svieziy uogy). Lyginant Siuos rezultatus tarpusavyje,
galima pastebéti, kad vitamino C kiekis liofilizuotose sultyse daug didesnis. Taip yra todél, kad
dziovinant sultis $al¢iu i§ jy pasalinamas vanduo ir gaunama didesné koncentracija.

Vertinant sausy tirpiy medziagy, kiekj °Brix, nustatyta, jog sausmedzio sultyse buvo 13,2 °Brix
sausy tirpiy medziagy. Noémie Auzanneau ir kt. mokslininkai tyrinédami sausmedzio sultis nustate,
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kad i verté gali varijuoti nuo 9,8 °Brix iki 18,3 °Brix, Wojdylo ir kt. (2018) tyré skirtingy veisliy
Lenkijoje uzauginty uogy sultis, autoriai nustaté, kad tirpiy sausy medziagy gali biiti nuo 10,1 iki
15,8 °Brix. Tai priklauso nuo veislés, uogy brandos ir surinkimo laiko [1]. Taigi, lyginant rezultatus
su su moksline literatiira, eksperimento metu gauti duomenys yra panasis.

3.3 Ekstrakty iSeigos

Sausmedzio uogy iSspaudy ekstraktai buvo gauti, taikant SKE — CO: ekstrakcijg, panaudojant
nepolinj tirpikli — CO; dujas. Likusios iSspaudos po superkritinés CO> ekstrakcijos buvo
ekstrahuotos poliniais tirpiklais etanoliu ir vandeniu taikant ekstrakcija skysciais padidintame
slégyje. Papildomai buvo vertinama ekstrakty iSeigos priklausomybé nuo tyrimu buvo vertinama
ekstrakcijos iSeigos priklausomybé nuo ekstrakcijos laiko. Superkritiné ekstrakcija buvo atlikta
taikant — 400 bar slégj, 65 °C temperatiirg, o CO: dujy srautas — 2 1/min ekstrakcijos laikas - 135
min. I§ pateikto grafiko (zr. 13 pav.) galima matyti, kad efektyviausiai ekstrakcija vyko ir didZiausia
iSeiga gauta pirmgjj pusvalandj, kai iSeiga pasieké 7 %, o véliau ekstrakcijy iSeigos Zymiai
nesiskyré. Ekstrakto iSeiga po 135 min — 7,63 %. Kadangi duomeny literatiiroje yra nedaug, todél
sunku vertinti rezultatus su mokslinémis publikacijomis. Taciau yra duomeny apie sausmedzio
ziedus. Hsia-Fen Hsu ir kt. (2016) taikydami superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
ekstrakcijos metoda, tyré japoniskojo sausmedzio lot. Lomicera japonica Ziedus, taikant Siuos
parametrus — 45 °C temperatiira, 120 min ir skirtingi slégiai — 150, 250 ir 350 bar. I$ gauty rezultaty
mokslininkai pastebéjo, kad ekstrakcijos iSeigos tarpusavyje Zenkliai nesiskyré ir sieké apie 10 %
[94].
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13 pav. Superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu sausmedzio i§spaudose iSeigy kreivé

ISspaudoms ir po SKE—-CO:> ekstrakcijos paSalinus lipofiling frakcija likusios iSspaudos
ekstrahuotos EPS metodu, panaudojant polinius ir nepolinius tirpiklius — heksana, etanolj ir
vanden;]. Ekstrakcijy iSeigos pateiktos 14 paveiksle.
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14 pav. Sausmezio uogy iSspaudy gauty ekstrakty iseigos, proc.
Didziausios ekstrakcijy iSeigos gautos ekstrahuojant etanoliu — 47,48 %, ir etanoliu po

superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu likusig frakcija — 50,98 %. IS Siy rezultaty matome,
jog tarpusavyje iSeigos skiriasi labai nezymiai. Ekstrahuojant heksanu ekstrakty iSeiga buvo — 10,22
%, gauta ekstrakto iSeiga panasi i SKE — CO; abu ekstraktai gauti nepoliniais tirpiklais. Vandeniniai
ekstraktai taip pat tarpusavyje skiriasi nezymiai: po superktirinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
likusios frakcijos iSeiga siekia 31,92 %, o EPS ekstrakcijos metu gauta iSeiga siekia 24,56 %.
Lyginant etanolinius ekstraktus su vandeniais, galime pastebéti, kad iSeigos skiraisi kelis kartus.
Taip yra todél, kad etanolis yra vienas i§ efektyviausiy tirpikliy [34], o taip pat po kiekvienos
ekstrakcijos pakopos mazéjo tirpiy komponenty kiekis. Lei Zhao ir kt. mokslininkai (2015) taip pat
nustatingjo ekstrakcijy iSeigas naudodami heksana, metanolj ir vandenj kaip efektyvius ekstrakcijos
tirpiklius. Jy tyrimy rezultatai parodé, jog maziausia iSeiga gauta ekstrahuojant heksanu — 3,1 %,
vandeniu — 14,53 % ir didziausia iSeiga gauta naudojant metanolj — 54,63 %. Taigi, lyginant gautus
rezultatus su moksline publikacija galima pastebéti, jog tendencija yra tokia pati — geriausias
tirpiklis metanolis, kuris savo tirpinimo savybémis panasSus i etanolj, o pras¢iausias heksanas, be to,
ekstrakcijy iSeigos taip pat gana panasios [53].

Skirtingi faktoriai, tokie kaip — daleliy dydis (0,4-0,8 mm dydzio, o kuo dalelés maZesnés, tuo
geriau vyksta masés mainai, taciau, jei dalelés per mazos, gali uzkimsti filtrus), porétumas, drégmé,
temperatiira, slégis (kuo didesnis slégis, tuo geriau tirpina, todél reikia maziau tirpiklio) ir dujy
tekéjimo greitis turi jtakos ekstrakcijos iSeigai [95].

3.4 Riebaly rugsciy sudéties nustatymas

Siame eksperimente buvo analizuoti superkritinés CO» ekstrakcijos metodu gautas SK—CO»
lipofilinis ir EPS heksaninis ekstraktas, tyrimas atliktas taikant dujy chromatografijos su liepsnos
jonizacijos detektoriumi metoda. Gauti rezultatai pateikti 5 lentel¢je.
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5 lentelé. Riebaly riigsc¢iy (RR) sudétis sausmedzio isspaudy SK—CO» ekstrakte

. Sulaikymo Junginio
Nr. Junginys laikas,};nin kiek%s, %
1. Kaprono riigstis (C6:0) 16.64 13,22
2. Kaprilo rugstis (C8:0) 22.15 14,07
3. Kaprio riigstis(C10:0) 27.54 9,85
4. Lauro rugstis (C12:0) 32.41 6,16
5. Miristing riigstis(C14:0) 36.68 3,2
6. Palmitino ragstis (C16:0) 40.09 0,99
7. Stearino rugstis (C18:0) 43.77 0,23
8. Oleino rigstis (C18:1) 44.92 6,1
9. Linolo rugstis (C18:2) 46.69 15,71
10.  Dokosadieno rugstis (C22:2) 54.41 27,46
11.  Lignocerino rugstis (C24:0) 55.49 2,99

IS gauty duomeny matyti, kad sausmedzio iSspaudy SK—-CO, ekstrakte rasta 11 riebaly riigsciy, i$
kuriy nemazai nesoCiyjy riebaly rugsciy. Didziausia koncentracija riebaly rigs¢iy nustatyta
dokosadieno (27,46 %), linolo (15,71 %), kaprilo (14,07 %) ir kaprono (13,22 %), tarp kuriy linolo
(omega 6) ir oleino (omega 9) riebaly rugstys yra nepakeic¢iamos, kurios zmogaus organizmui yra
gyvybiskai svarbios, nes organizmas negali sintetinti pats, ir biitina gauti su maistu. Taip pat yra ir
sociyjy rugscéiy, taciau nustatyta mazesnés koncentracijos — palmitino (0,99 %), stearino (0,23 %).
Mokslingje literatiiroje galima rasti duomeny, kad meélynojo sausmedzio uogy ekstraktuose
dominuoja nesociosios riebaly rugstys, i§ kuriy daugiausiai yra linolo, oleino ir palmitino rugsciy
[14]. Taigi, palyginus jiame darbe gautus rezultatus su mokslininky atliktais tyrimais, galima teigti,
jog darbe gauti rezultatai yra panasiis, pavyzdziui F. Sahena ir kt. mokslininkai (2009) nustaté, kad
padidinus slégi 34,5-48,3 MPa ir pakéelus temperatiirg iki 80 °C temperatiros, galima sumazinti
C8-14 riebaly riigsciy ir padidinti C16—C18:2 riebaly rugs¢iy koncentracija [72].
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15 pav. Sausmedzio uogy iSspaudose identifikuoty riebaly riig§¢iy cheminés formulés.
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3.5 Triacilgliceroliy sudéties nustatymas lipofiliniuose ekstraktuose

6 lentelé. Triacilgliceroliy sudétis iSspaudy EPS heksaniniame ir SK—CO2 ekstrakuose

EPS SK—CO:;

Nr. . . hekasninio ekstrakto
TAG Jono MS/MS fragmentai Sulaikymo ekstrakto  slyginiai

Triacilglicerolis KZ_S'_;H“r lalﬁ(i?ls’ :3:){%‘3:3‘ ploto vnt.
1. LLLn 894 LL559 LLn597 - 1,85 - 460823
2. LLL 896 LL599 - - 2,01 3425155 1093720
3. PLL 872 LL559 PL575 - 2,30 411315 1184702
4. OLL 898 LL559 LO601 - 2,45 2344231 7133436
5. PLO 874 LO601 PL575 POS577 2,8 222003 658791
6. OOL 900 OL601 00603 - 2,85 1065006 3215982
7. POO 876 PO677 00603 - 3,31 - 176855
8. 000 902 00603 - - 3,42 - 702657

Pastaba: L — linolo rigstis, Ln — linoleno rigstis, O — oleino rugstis, P — palmitino rigstis

Taikant ultra efektyvigja skys€iy chromatografijos — masiy spektometrijos metoda buvo nustatyta
triacilgliceroliy sudétis. Siame tyrime buvo analizuojami po superkritinés CO2 ekstrakcijos gautas
lipofilinis ekstraktas ir EPS heksaninis ekstraktas. Tirtuose ekstraktuose nustatyti 8
triacilgliceroliai, Sie skirtingi triacilgliceroliai nustatyti remiantis pagal DC-LJD metodu
identifikuotas riebaly rugstis, lyginant darbe gauty molekuliniy jony mases su  MS/MS
fragmentavimo biidy gautais molekuliniy jony fragmentais su moksline literatiira [96].
Triacilgliceroliy sudétyje dominavo palmitino (P), linolo (L), linoleno (Ln) ir oleino (O) rugstys. I8
gauty duomeny galima pastebéti, kad pagal gautus piky plotus triacilgliceroliy didesné
koncentracija nustatyta SK—CO> lipofiliniame ekstrakte. Gauti rezultatai pateikti 6 lenteléje, o
chromatogramos pateiktos 16 paveiksle ir 28 paveiksle (zr. priedus).
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16 pav. Triacilgliceroliy smailés chromatogramoje SK—CO2 ekstrakte

3.6 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Antioksidacinio aktyvumo geba sultyse, liofilizuotose sultyse ir ekstraktuose buvo tirta naudojant
laisvyjy radikaly DPPH?® ir laisvyjy radikaly — katijony sujungimo ABTS®" bei deguonies radikalo
suriSimo ORAC metodus, o bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) nustatytas naudojant Folin —
Ciocalteu metoda.

Fenoliniai junginiai svarbiis tuo, kad veikia kaip atioksidantai, kurie neutralizuoja laisvuosius
radikalus ir reaktyvyji deguonj [17]. Fenoliniy junginiy kiekiai pateikti 17 paveiksle. Nustatytas
BFJK 3,28-90,16 mg GRE/ g ekstrakto (ar 1 ml sul¢iy). Maziausias BFJK nustatyttas sultyse — 3,28
mg GRE/1 ml sul¢iy. Lyginant ekstraktus tarpusavyje, galima pastebéti, jog didziausias fenoliniy
junginiy kiekies yra EPS vandeniniame ekstrakte — 90,16 mg GRE/g ekstrakto, o maziausias EPS
etanoliniame ekstrakte 51,53 mg GRE/g ekstrakto. Kiti ekstrakty rezultatai skiriasi nezZymiai. Taip
pat matyti, kad EPS ekstrakcios biidu gautuose ekstraktuose yra Siek tiek daugiau fenoliniy junginiy
nei SKE-CO; ekstrakte. [vairiuose $altiniuose galima rasti daug skirtingy duomeny. Mateja Senica
ir kt (2018). mokslininkai nustaté¢ bendra fenoliniy junginiy kiekj — nuo 362,2 iki 471 mg GRE/100
g uogy ir Sios vertés mazesnés nei juoduose serbentuose (400-952 mg GRE/100g uogy),
raudonuose serbentuose (547 mg GRE/100g uogy), avietése (108—690 mg GRE/100g uogy) ar
mélynése (500-1500 mg GRE/100 g uogy). Svarbu paminéti, jog fenoliniy junginiy kiekis uogose
priklauso nuo tokiy faktoriy kaip klimato salygos, derliaus nuémimo laiko, kadangi brestant
uogoms, did¢ja Siy junginiy kiekis, laikymo salygy ir apdirbimo, o ypac nuo veislés [17].
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17 pav. Bendras fenoliniy juginiy kiekis sausmedzio sultyse, liofilizuotose sultyse ir ekstraktuose

Antioksidacinio aktyvumo geba naudojant DPPH® metoda sausmedzio sultyse ir gautuose
ekstraktuose kito nuo 2,99 iki 87,12 mg TE/g ekstrakto (ar 1 ml sul¢iy). Maziausiu aktyvumu
pasizymejo sultys, kuriose $i verté siekia 2,99 mg TE/ml sul¢iy, o didZiausia geba pasizymi SK—
CO; vandeninis ekstraktas — 87,12 mg TE/g ekstrakto. I§ gauty rezultaty (zr. 18 pav.) matome, kad
didesniu antioksidaciniu aktyvumu pasizymi ekstraktai, gauti po superkritinés esktrakcijos anglies
dvideginiu ekstrahuojant etanoliu ir vandeniu, bei ekstraktas ekstrahuotas taip pat etanoliu (EPS).
Lei Zhao ir kt. mokslininkai (2015) vertino sausmedzio uogy (lot. L. caerulea) penkiy skirtingy
ekstrakty antioksidacnj aktyvuma DPPH® metodu. Siy autoriy tyrimo rezultatai parodé, kad
didZiausiu aktyvumu pasizyméjo metanolinis ekstraktas 193,1 umol TE/g, o maziausiu vandeninis
10,93 umol TE/g [53]. Raudsepp ir kt. (2013) nustaté, jog sausmedzio uogy ekstraktai sumazino iki
85 % DPPH radikaly, o tai yra daugaiu nei pomidorai (lot. Lycopersicon esculentum Mill.), kurie
sumazino iki 43 % ar standartiné askorbo riigstis (51 %) [97]. Yra nuomoniy, kad tiriant
antioksidacinj aktyvumg DPPH® metodu, galimos rezultaty paklaidos, o tai priklauso nuo
naudojamos jrangos ar ekstrakto paruosimo [35].
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18 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPHe metodu sausmedzio sultyse ir ekstraktuose

Antioksidacinio aktyvumo geba naudojant ABTS®" metoda sausmedzio sultyse ir gautuose
ekstraktuose kito nuo 89,72 iki 442,46 mg TE/g ekstrakto (zr. 19 pav.). Maziausiu antioksidacine
geba pasizymi sultys ir liofilizuotos sultys, kuriy vertés siekia 108,04 mg TE/ml suléiy ir 89,72 mg
TE/g ekstrakto atitinkamai, o didziausia geba pasizymi SK—CO; vandeninis ekstraktas — 442,46 mg
TE/g ekstrakto. Etanoliniai ekstraktai tarpusavyje Zymiai nesiskiria, o jy reik§més kito nuo 192 iki
254 mg TE/g ekstrakto. Barbara K. ir kt. mokslininkai (2012) nustatin¢jo sausmedzio uogy
skirtingy veisliy antioksidacinj aktyvumg — ABTS®*, DPPH® metodais. Mokslininkai nustaté, jog
didziausias antioksidacinis aktyvumas gaunamas taikant ABTS®" metoda 170-417 umol TE/g SM,
tuo tarpu taikant DPPH metoda, antioksidaciné geba sumazéja net kelis kartus [98]. Jan Oszmianski
ir kt. mokslininkai (2016) nustatinéjo antioksidacinj aktyvuma sausmedzio uogose ir iSspaudose
ABTS®*" metodu ir nustaté, jog Svieziose uogose §i verté sickia 0,3 umol TE/g SM, o sausose
iSspaudose padid¢jo net iki 5,47 umol TE/g SM [15]. Margarita Corrales ir kt. (2009) tyre slegio,
laiko, temperattiros ir etanolio koncentracijos jtaka antioksidaciniam aktyvumui taikant ABTS®*
metoda. Mokslininkai vykde ekstrakcija 20 °C temperatiiroje, 30 min, ir keturiuose skirtinguose
slegiuose — 0,1 MPa (kontrol¢), 200 MPa, 400 MPa ir 600 MPa. IS gauty rezultaty tyréjai nustaté,
kad padidinus slégj, antioksidacinis aktyvumas padidéjo net tris kartus. Tirdami ekstrakcijos laiko
itaka, jie sudaré Sias salygas — 600 MPa slégis, 70 °C temperatiira ir trys skirtingi laikai: 30 min, 60
min ir 90 min. Atlikdami tokj eksperimentg nustate, jog antioksidacinis aktyvumas padidéjo nuo
286 iki 716 umol TE/ g SM ir padar¢ iSvada, jog ilgesnis kontaktas su tirpikliu, padidina difuzija.
Norédami nustatyti temperatiiros jtaka, ekstrakcijg atliko prie 600 MPa slégio, 30 min ir
temperatiirg didino nuo 20 °C iki 90 °C temperatiiros. IS gauty rezultaty nustaté, jog didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizymejo vykdant ekstrakcija prie 70 °C temperatiiros, kai lyginant su
kontrole, aktyvumas padid¢jo du kartus. Taigi, matoma, jog temperattira vaidina svarby vaidmen;,
kadangi didesné¢ temperatira padidina fenoliy tirpuma ir difuzijos koeficienta, o tai sumaZzina
ekstrakcijos laikg. Vis délto, atliktas tyrimas parode, kad vykdant ekstrakcijg 90 °C temperatiiroje,
antioksidacinis aktyvumas buvo mazenis nei 70 °C temperatiiroje. Taip gal¢jo ivykti dél to, jog
bioaktyviis junginiai jautriis temperatiirai ir skilo. Be to, Zinoma, jog fenoliniai junginiai aukStoje
temperatiiroje pasiZymi polimerizacijos reakcija ir taip sumazinamas hidroksi grupiy aktyvumas
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suriSant radikalus. Kadangi nustaté, jog efektyviausiai ekstrakcija vyksta 70 °C temperatiiroje ir 600
MPa slégyje, 30 min, todel Sios salygos buvo parinktos tirti etanolio koncentracijos jtaka
antioksidaciniam aktyvumui, kai etanolio koncentracijg keité nuo 20 iki 100 %. Taigi, atlike tokia
ekstrakcija, moklsininkai nustaté, jog didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymejo, kai etanolio
koncentracija buvo 50 ir 80 % ir jis sieké 286 ir 306 umol TE/ g SM atitinkamai [99].
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19 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTSe+ metodu sausmedzio sultyse ir ekstraktuose

Vertinant ekstrakty deguonies radikaly sujungimo geba ORAC metodu i§ gauty rezultaty (zr. 20
pav.) galima matyti, kad vertés kinta nuo 108,46 iki 354,15 mg TE/g ekstrakto. Maziausia geba
pasizymi SK—CO; EtOH ekstraktas, o didziausia po ekstrakcijos etanoliu gauto ekstrakto — 354,15
mg TE/g ekstrakto. Literatiiroje galima rasti duomeny, kad ORAC vertés kinta nuo 18 iki 264,4
umol TE/g Svieziy uogy [35] ir Sios vertés didesnés nei mélynése (160 pumol TE/g Svieziy uogy),
gervuogese (105 umol TE/g Svieziy uogy), braskése (61 pumol TE/g Svieziy uogy) ar avietése (61
pmol TE/g Svieziy uogy) [100].

Taigi, atlikus tris skirtingus metodus radikaly suriSimui sultyse ir ekstraktuose, galima pastebéti,
kad etanoliniai ekstraktai pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu, tai reiskia, jog ekstrahuojant
etanoliu iSgaunama daugiau junginiy, pasizyminciy antioksidacinémis savybémis. Maziausia
radikaly sujungimo geba gauta pritaikius DPPH® metoda, kuris net apie 5 kartus mazenis uz
ABTS®" ir apie 4 kartus mazesnis uz ORAC metodu jvertintus ekstraktus.
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20 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ORAC metodu ekstraktuose

Zinoma, jog isspaudose po kiekvienos ekstrakcijos gali likti dalis junginiy, kurie sujungti stipriais
ry$iais su netirpiais junginiais, todél tokiais atvejais tatkoma QUENCHER procediira, kuri paremta
oksidacijos — redukcijos reakcija. Panaudojant Quencher metodikg galima jvertinti sausmedzio
iSspaudy antioksidacines savybes. Taigi, Siam tyrimui buvo naudojamos grynos i$spaudos ir po
skirtingy ekstrakcijy likusi kietoji frakcija (iSspaudos), pritaikyti BFJK ir DPPH® metodai.

Pries ekstrakcijas iSspaudose BFJK nustatytas 169,27 GRE mg/g iSspaudy (zr. 21 pav.). Lyginant
rezultatus tarpusavyje, matome, kad po jvairiy ekstrakcijy, didziausias fenoliniy junginiy kiekis
istirtas SK—CO; i§spaudy ekstrakte 223,82 GRE mg/g i§spaudy ir $is kiekis netgi didesnis nei pries
ekstrakcija, o maziausias po ekstrakcijos tik etanoliu — 125,92 GRE mg/ i§spaudy. Taip pat, matyti,
kad maziausi kiekiai gauti ekstrahuojant poliniu tirpikliu etanoliu, kurie tarpusavyje skiriasi
nezymiai, o didziausi kiekiai nepoliniais tirpikliais — CO; ir heksanu. I§ gauty rezultaty (zr. 17 ir 21
pav.) matyti, jog ekstraktuose gautas fenoliniy juginiy kiekis yra apie 2,5 kartus mazenis nei po
ekstrakcijy likusiose kietosiose frakcijose.
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21 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSspaudose ir po ekstrakcijy likusioje kietoje frakcijoje

Pries ekstrakcijas grynose iSspaudose DPPH® sistemoje antioksidacinis aktyvumas nustatytas
109,41 mg TE/g iSspaudy. IS tyrimo metu gauty rezultaty, (zr. 21 pav.) galima matyti, jog po ivairiy
ekstrakcijy iSspaudos pasizymi apie 11 karty maZesniu antioksidaciniu aktyvumu nei pacios
iSspaudos. Taciau lyginant ekstraktus ir po ekstrakcijy likusig kietaja frakcijg (zr. 18 ir 22 pav.),
galima pastebéti, kad net apie 8,5 karty didesné radikaly suriSimo geba nustatyta ekstraktuose.

EPS EtOH
EPS hex
SK-CO2 EtOH
SK-CO2

EtOH

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
mg TE/1 g iSspaudy

22 pav. Kietosios frakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPHe metodu

Svarbu paminéti, jog antioksidanty kiekis priklauso nuo uogy veislés, sezono, auginimo salyguy,
uogy surinkimo laiko, laikymo ir taitkomo metodo [98].
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3.7 Mikrojkapsuliavimo eksperimentinio modelio ir optimaliy salygy jvertinimas

Optimalioms salygoms nustatyti taikytas matematinis pavirSiaus atsako metodas, pritaikant
centriSkai kompozicinj planavimo modelj. Kadangi tiriamieji atsakai (iSeiga ir mikrojkapsuliavimo
efektyvumas) priklauso nuo kintamyjy parametry (maltodekstrino (A) ir sojy baltymy izoliato (B)),
buvo pasirinktas pavirSiaus atsako metodas. Atlikto tyrimo tikslas optimizuoti kintamuosius
parametrus (A ir B), siekiant gauti didziausias tiriamyjy atsaky (iSeigos ir mikrojkapsuliavimo)
vertes.

Naudojant centriskai kompozicini planavimo modelj sausmedzio sul¢iy mikrojkapsuliavimas
sudarytas 1§ 2-jy kintamy parametry (A ir B) 13-os cikly planas, kuri sudaré 5 centriniai ir 8
faktoriniai taskai. Pagal sudaryto centriSkai kompozicinio modelio plang atlikti eksperimento
rezultatai pateikti 7 lentel¢je.

7 lentelé. Sausmedzio sulCiy mikrojkapsuliavimo optimizavimo modelis atliekant mikrojkapsuliavimg pagal
centriskai kompozicinj planavimo modelj

Nr. Mikrojkapsuliavimo salygos Atsakomieji parametrai

Maltodekstrino  Soju baltymy izoliato ISeiga, % Mikrojkapsuliavimo

kiekis, g kiekis, g efektyvumas, %
1. 3 1 60,73+0,59 60,78+0,55
2. 12 1 80,82+0,44 66,58 +0,43
3. 3 6 66,2610,44 68,05 1,4
4. 12 6 77,80£1,72 71,92+2.9
5. 3 3,5 68,69+2,31 55,95+0,67
6. 12 3,5 84,58+0,04 65,08+0,07
7. 7,5 1 81,18+0,26 90,09+-0,16
8. 7,5 6 79,65%0,04 63,28+0,21
9. 7,5 3,5 73,64£1,17 57,13+0,89
10. 7,5 3,5 73,64£1,17 57,13+89
11. 7,5 3,5 73,64£1,17 57,13+89
12. 7,3 3,5 73,64£1,17 57,13+89
13. 7,5 3,5 73,64£1,17 57,13+89

Optimizavimo proceso kiekvienas atsakas buvo analizuojamas atskirai, pirmiausiai buvo tiriama
kintamyjy parametry jtaka iSeigai. Modelio, gauto pagal centriSkai kompozicinj plana, analize
(ANOVA) pateikia 8 lentel¢je. Analizé parodé, kad modelis yra reikSmingas pagal Stjudento
kriterijy (p = 0,01), apskaiciuota Fiserio kriterijy (F verte) (35,74), klaidos tikimybé (p = 0,052) ir
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modelis gali biiti naudojamas visoje planavimo erdvéje. Gauti rezultatai parode, kad yra tik 1
reikSmingas veiksnys, kuris turi jtakos iSeigai: A (maltodekstrino kiekis). Atlikus kvadratinio
modelio regresiniy lyg€iy analiz¢ nustatyta, kad matematinis modelis, sudarytas, pagal gautas
iSeigas, atitinka gautus rezultatus, nes nustatytas determinacijos koeficientas R? = 0,952. Teorinis
determinacijos koeficientas R? = 0,986. Apskai¢iuota adekvatumo preciziskumo santykiné reik§meé
27,8 (ji turéty buti didesné uz 4), kuri parodo prognozuojamy ver¢iy palyginima su vidutinémis
prognozuojamomis paklaidomis eksperimento taSkuose. Taigi, apskaiciuota verté rodo, jog signalas
yra tinkamas ir $is modelis gali biiti naudojamas modeliuojant plano erdvg.

8 lentelé. Centriskai kompozicinio modelio dispersiné analizé pagal kintamasias vertes

Kintamieji Kvadraty suma Kvadraty F—kriterijus p-reik§mé
vidurkis

Modelis 43,5 25,29 35,74 0,01 reikSmingas

A — maltodekstrinas 125.,6 125.,6 25,74 0,001

B — sojy baltymy izoliatas 18,2 18,20 12,55 0,087

AB 7,12 7,12 8,34 0,0018

A? 1,54 1,54 6,61 0,025

B? 0,73 0,73 0,13 0,073

Liekana (ang. residual) - -

Klaidos tikimybé 0,53 0,24 0,87 0,0523
nereikSmingas

F — fiSerio kriterijus; p — reikSmes <0,05 (tada kintamasis yra statistiskai reikSmingas).

Pagal regresijos koeficientus sudarytas polinominis modelis, kuris uzraSoma 11 lygtimi ir nustato
optimalias kintamyjy vertes, kurioms esant biity gaunama didziausia jkapsuliavimo iSeiga.

I3eiga (%) = 8,68 + 0,46 x A— 0,015 x B — 0,133 x AX B—0,17 x A2 4+ 0,048 x B? (11)

Erdvinis grafikas 3D ir 2D (zr. 23 ir 24 pav.) rodo kintamyjy parametry (maltodekstrino ir sojos
baltymy izoliato kiekio) itaka mikrojkapsuliavimo iSeigai. IS pateikty rezultaty matyti, kad
maltodekstrino kiekis turi Siek tiek didesne itaka iSeigos pokyciui nei sojy baltymy izoliatas, nors
abu Sie parametrai yra reikSmingi ir lemiantys mikrojkapsuliavimo iSeiga. IS gauty rezultaty galima
pastebéti, jog padidinus maltodekstrino kieki nuo 7,5 iki 9,75 g, iSeiga padidéjo 3,33 %, bitent Siuo
metu ir pastebéta didziausia mikrokapsuliy iSeiga.
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23 pav. Mikrojkapsuliavimo atsako plotas 3D, parodantis iSeigos priklausomybe nuo optimizuojamy
parametry (maltokdekstrino ir sojy baltymu izoliato kiekio)
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24 pav. Mikrojkapsuliavimo atsako plotas 2D, parodantis iSeigos priklausomybe nuo optimizuojamy
parametry (maltokdekstrino ir sojy baltymu izoliato kiekio)

Toliau analizuojant kintamyjy parametry (maltodekstrino (A) ir sojy baltymy izoliato (B)) jtaka
antrajam atsakui — mikrojkapsuliavimo efektyvumui (IE) (Zr. 7 lent.). Modelio, gauto pagal
centriSkai kompozicinj plang, analizé¢ (ANOVA) pateikia 9 lenteléje. Analizé parodé, kad modelis
yra reikSmingas pagal Stjudento kriterijy (p = 0,01), apskaiciuota F verte (17,1). Gauti rezultatai
parodé, jog yra tik 1 reik§mingas veiksnys, kuris turi jtakos iSeigai: B2 Atlikus kvadratinio modelio
regresiniy lyg¢iy analiz¢ nustatyta, kad matematinis modelis, sudarytas pagal gautas iSeigas, atitinka
gautus rezultatus, nes nustatytas determinacijos koeficientas R> = 0,875, teorinis determinacijos
koeficientas R> = 0,905. Apskai¢iuota adekvatumo precizisSkumo santykiné reik§mé 3,9 (ji turéty
buti didesn¢ uz 4), kuri parodo prognozuojamy ver¢iy palyginimg su vidutinémis
prognozuojamomis paklaidomis eksperimento taSkuose.
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9 lentelé. Centriskai kompozicinio modelio dispersiné analizé pagal kintamasias vertes (atsakas
mikrojkapsuliavimo efektyvumas)

Kintamieji Kvadraty suma Kvadraty F—kriterijus p-reik§mé
vidurkis

Modelis 21,8 12,4 17,1 0,01 reikSmingas

A — maltodekstrinas 10,3 10,3 3,5 0,06

B —sojy baltymy izoliatas 9,11 9,11 2,6 0,052

AB 7,12 7,12 1,8 0,089

A2 6,05 6,05 1,2 0,065

B? 1,67 1,67 6,82 0,0348

Liekana (ang. residual) 1,72 0,25 - -

Klaidos tikimybeé 0,81 0,45 0,58 0,0842

nereikSmingas

F — fiSerio kriterijus; p — reikSmes <0,05 (tada kintamasis yra statistiskai reikSmingas).

PavirSiaus atsako metodas buvo naudojamas nustatyti optimalias kintamyjy vertes, kuriosmis esant
biity gaunama didziausias jkapsuliavimo efektyvumas. Pagal regresijos koeficientus sudaromas
polinominis modelis, kuris uZraSomas 12 lygtimi ir apibidina santykj tarp priklausomy ir
nepriklausomy (A ir B) kintamyjy.

Mikrojkapsuliavimo efektyvumas (%) = 7,66 + 0,2 X A— 0,14 X B— 0,033 X A X B —
0,14 X A% + 0,78 x B? (12)

Teorinés (prognozuojamos) mikrojkapsuliavimo efektyvumo vertés buvo apskai¢iuojamos pagal
polinoming lygtj ir palygintos su eksperimento metu gautais rezultatais (zr. 25 pav.). Taigi, pagal
sudaryta modelj matyti, kad gauto atsako teorinis ikapsuliavimo efektyvumas yra labai panasus |
faktinj efektyvuma.
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25 pav. Matematinio modelio nuspéjamo ir faktinio mikrojkapsuliavimo efektyvumo palyginimas

Erdvinis grafikas 3D ir 2D (Zr. 26 ir 27 pav.) rodo kintamyjy parametry (maltodekstrino ir sojos
baltymy izoliato kiekio) jtaka mikrojikapsuliavimo efektyvumui. IS pateikty rezultaty matyti, jog
maltodekstrinas tur¢jo Siek tiek didesne jtaka mikrojikapsuliavimo efektyvumui nei sojy baltymy
izoliato kiekis. Padidinus maltodekstrino kieki nuo 7,5 iki 9,75 g, mikrojkapsuliavimas padidéjo
nuo 60,7iki 71,57 %.
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26 pav. Mikrojkapsuliavimo atsako plotas 3D, parodantis mikrojkapsuliavimo efektyvumo priklausomybe
nuo optimizuojamy parametry
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27 pav. Mikrojkapsuliavimo atsako plotas 2D, parodantis mikrojkapsuliavimo efektyvumo priklausomybe
nuo optimizuojamy parametry

Mikrojkapsuliavimo metu naudotos sausmedzio sultys, ikapsuliavimas vertinamas pagal
bioaktyvius/veikliuosius junginius t.y antocianinus, kurie apgaubiami apvalkalu, kuris saugo nuo
iSorés zalingo poveikio. Mikrojkapsuliavimas buvo atliktas taikant dziovinimo Sal¢iu metoda, kurio
metu buvo gautos mikrokapsulés su sausmedzio sultimis ir nustatytas antocianiny jkapsuliavimo
efektyvumas ir iSeiga. Efektyvus jkapsuliavimas laikomas tada, kai veikliosios medziagos
minimalus kiekis yra pavirSiuje, o maksimalus Serdies viduje, nes tai reiSkia, jog kapsulés
apvalkalas gerai apsaugo ikapsuliuota medziaga. Naudojant apvalkalo medziagas tokias kaip —
angliavandeniy ir baltymy miSinj, jos kartu sudaro makromolekulinj barjera, suteikiantj mazesng
klampa, pasizymi geromis emulguojanc¢iomis savybémis ir uztikrina bioaktyviy junginiy sulaikyma
dziovinimo metu, kas yra labai svarbu [101]. Tyrimo metu buvo jkapsuliuojamos sausmedzio sultys
naudojant jvairius kiekius maltodekstrino ir sojy baltymy izoliato. Naudojant Stat Design programa
ir pavirSiaus atsako modelio metoda, buvo pasiiilyta maksimali teorin¢ iSeiga — 75,75 %, taciau
eksperimento metu didziausia iSeiga gauta — 84,58 %. Atlikus analize, paaiskéjo, kad geriausiu
efektyvuvumu, net 90,1 % pasizyméjo, nors programos maksimalus teorinis jkapsuliavimo
efektyvumas yra sitilomas 70,81 %. Taip pat buvo paskaic¢iuotas mikrojkapsuliavimo regeneravimas
(atgavimas proc.) ivertinant antocianiny kieki kapsulés pavirSiuje ir kapsulés viduje. Gauti
duomenys pateikti 10 lentel¢je. Taigi, 1§ analizés metu gauty duomeny matome, kad didZiausias
regeneravimas gautas kapsulés viduje 115,4 %, o kapsulés iSoréje 11,4%. Visi Sie rezultatai gauti,
kai mikrojkapsuliavimui buvo naudojama 7,5 g maltodekstrino ir 1 g sojy baltymy izoliato.
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10 lentelé. Antocianiny regeneravimas

Antocianiny kiekis

mg/1 g ikapsuliuoty

Nr. Mikrojkapsuliavimo salygos Regeneravimas, %

milteliy
Maltodekstrino  Soju Kapsués  Kapsulés Kapsués Kapsulés
kiekis, g baltymuy viduje iSoréje viduje iSoréje
izoliato
kiekis, g
1. 3 1 8,240,01 3,2+0,04 63,9+0,1 25,1+0,05
2. 12 1 8,610,3 2,840,2 67,1+0,13 22,440,19
3. 3 6 4,840,2 1,5+0,2 37,640,15 12,01+0,18
4. 12 6 5,310,13 1,5+0,15 41,540,09 11,64+0,14
5. 3 3,5 5,3+0,09 2,310,13 41,440,12 18,240,12
6. 12 3,5 10,7+0,08  3,7+0,09 83,5+0,08 29,240,1
7. 7,5 1 14,8+0,1 1,5+0,05 115,4+0,12 11,440,06
8. 7,5 6 2,3+0,05 3,840,1 18,140,02 29,5+0,09
9. 7,5 3,5 3,240,04 1,4+0,09 25,240,09 10,840,08
10. 7,5 3,5 3,240,04 1,4+0,09 25,240,09 10,840,08
11. 7,5 3,5 3,2+0,04 1,4+0,09 25,240,09 10,840,08
12. 7,5 3,5 3,2+0,04 1,4+0,09 25,240,09 10,840,08
13. 7,5 3,5 3,240,04 1,4+0,09 25,240,09 10,840,08

3.8 Antocianiny kokybiné ir kiekybiné analizé

Antocianiny kokybiné¢ ir kiekybiné analizé buvo atlikta sausmedzio sultyse ir gautuose ekstraktuose,
identifikuoty antocianiny koncentracija iSreikSta komercinj antocianiny standarta cianidin-3-
gliukozida (mg/100 gr sul¢iy). Naudojant ultra efektyviosios skys¢iy chromatografijos—masiy
spektrometrijos metoda (UESC-Q-TOF) sultyse buvo idenfitikuoti 6 pagrindiniai antocianinai —
pelargonidin-3-gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, peonidin-3-galaktozidas, cianidin-3-rutinozidas,
peonidin-3-rutinozidas ir cianidin-3-kafeigliukozidas, kuriy kiekiai kito nuo 0,4 iki 228 mg/100 g
suliy, o bendras nustatyty antocianiny kiekis yra 257,4 mg/100 g suléiy . IS chromatografinés
analizés gauty duomeny (Zr. 28 pav.) matyti, jog dominuojantis antocianinas yra — cianidin-3-
gliukozidas, kurio buvo rasta 228 mg/100 g sul€iy, o tai sudaro 88,5 % visy nustatyty antocianiny,
tuo tarpu kity antocianiny kiekiai kur kas mazeni. Yuehua Wang ir kt. (2016) tyré sausmedzio
uogas, kuriose nustatin¢jo antocianinus ir identifikavo net 16 antocianiny, tarp kuriy taip pat buvo
pelargonidin-3-gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, cianidin-3-rutinozidas, peonidin-3-rutinozidas,
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o dominuojantis antocianinas yra taip pat cianidin-3-gliukozidas, sudarantis 89,7 % visy
antocianiny [102]. Atlikus literatliring apzvalga, galima pastebéti, jog bendras antocianiny kiekis
kinta, priklausomai nuo veislés, o svarbiausia, nuo uogy surinkimo laiko ir gali siekti 173-268
mg/100 g ekstrakto [9]. Taigi, palyginus gautus rezultatus su literattira, galima pasakyti, jog tyrimo
metu gauti rezultatai yra panasus.

Cianidin-3-kafeigliukozias Ji

Peonidin-3-rutinozidas |

Cianidin-3-rutinozidas |

Peonidin-3-galaktozidas |

Cianidin-3-gliukozidas |

Pelargonidin-3-gliukozidas Ji
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28 pav. Sultyse identifikuoti antocianinai mg/100 g sulciy

Atlikus ekstrakty chromatografing analiz¢ buvo identifikuoti taip pat 6 pagrindiniai antocianinai —
pelargonidin-3-gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, peonidin-3-galaktozidas, cianidin-3-rutinozidas,
peonidin-3-rutinozidas ir cianidin-3-kafeigliukozidas (zr. 11 lent.), kur daugiausiai randama
cianidin-3-gliukozido 16,05-1544,02 mg/100 g ekstrakto, o maziausiai peonidin-3-rutinozido —
0,01-0,99 mg/100 g ekstrakto. Lyginant antocianiny kiekj sultyse ir ekstraktuose, matyti, jog
ekstraktuose antociainy kiekis kur kas didesnis, pvz., lyginant cianidin-3-gliukozido kiekj, SK-CO2
EtOH ekstrakte, jis didesnis net 6,7 karty. Analizuojant ekstraktus tarpusavyje, matyti, jog
didziausiu antociaininy kiekiu pasizymi SK-CO2 EtOH ir EtOH ekstraktai, kurie tarpusavyje
skiriasi nezymiai. Tuo tarpu maziausi kiekiai antocianiny buvo rasti vandeniniame ekstrakte,
gautame po superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu. IS $iy rezultaty matome, jog etanolis yra
geriausias tirpiklis iSgauti antocianinams, o geriausias ekstrakcijos btuidas — arba superkritine
ekstrakcija anglies dvideginiu pritaikius daugiapakope ekstrakcija, arba tiesiog ekstrakcija
padidintame slégyje organiniais tirpikliais. Margarita Corrales ir kt. (2009) tyré slégio, laiko,
temperatiiros ir etanolio koncentracijos itaka antocianiny iSeigai. Mokslininkai vykdé ekstrakcija
30 min, ir keturiuose skirtinguose slégiuose — 0,1 MPa (kontrol¢), 200 MPa, 400 MPa ir 600 MPa.
IS gauty rezultaty tyr¢jai nustaté, kad didziausig jtaka monoglikozidams turéjo 200 MPa slégis
tur¢jo. Tirdami ekstrakcijos laiko jtaka, jie sudare Sias salygas — 600 MPa sleégis, 70 °C temperatiira
ir trys skirtingi laikai: 30 min, 60 min ir 90 min. Atlikdami toki eksperimentg nustaté, jog
ekstrakcijos laikas neturéjo didelés reikSmés. Norédami nustatyti temperatiiros itaka, ekstrakcija
atliko 30 min, esant 600 MPa sélgiui ir temperattirg didino nuo 20 °C iki 90 °C temperatiiros. I§
gauty rezultaty nustaté, kad optimaliausios salygos yra 50 °C ir 70 °C temperatiiros. 90 °C
temperatiira sumazino antocianiny iSeigg. Taip gal¢jo atsitikti dél to, kadangi antocianinai yra
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jautriis aukStai temperatiirai ir skyla. Kadangi nustate, jog efektyviausiai ekstrakcija vyksta 70 °C
temperattiroje ir 600 MPa slégyje, 30 min, todél Sios salygos buvo parinktos tirti etanolio jtaka, kai
jo koncentracijg keité¢ nuo 20 iki 100 %. Taigi, atlike¢ tokig ekstrakcija, moklsininkai nustaté, jog

kuo didesné¢ etanolio koncentracija, tuo didesné antocianiny iSeiga. Esant 100 % etanoliui,
antocianiny iSeiga sieké 32,8 mg cy-3-gl ekv./g SM [99].
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11 lentelé. Ekstraktuose identifikuoti antocianinai mg/100 g ekstrakto

Kiekis, mg/100 g ekstrakto
Nr. Junginys lsal:llsskyﬂz Mast  —<x_co. EPS H;0 EPSE(OH | EtOH SK—CO; H;0
’ [M*] | EtOH

1. | Pelargonidin-3-gliukozidas | 395 | 433,13 73540003 | 0,310,001 | 3,290,001 | 7,2120,003 | 0,0940,001

2. | Cianidin-3-gliukozidas 3,55 | 449,11 1544,02£1,027 | 67,1540,037 | 784,98+0,177 | 1480,89+1,228 | 16,05+0,013
3. | Peonidin-3-galaktozidas 418 | 463,13 31,1680,626 | 1,36£0,054 | 14,5340,304 | 28,6740,01 | 0,44+0,009

4| Cianidin-3-rutinozidas 37 | 595,17 61,770,102 | 2,69+0,0136 | 28,1240,016 | 52,0540,019 | 0,69+0,001

5. | Peonidin-3-rutinozidas 427 | 609,18 09940001 | 0,040,001 | 0,49£0,001 | 0,96£0,001 | 0,0120,001

6. | Cianidin-3-kafeighukozias | 2,81 | 611,16 46310001 | 0,25¢0,001 | 2,44£0,007 | 4,64£0,001 | 0,1120,001
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3.9 Lakiyjy junginiy analizé

SK—-CO; ir EPS heksaniniame ekstrakte i§ viso buvo identifikuoti 57 lakiis junginiai, susidedantys
i§ alkany, aldehidy, monokarboksirtig§¢iy, esteriy, alkoholiy, terpeny, aromatiniy ir kity junginiy.
ISsamiau lakieji junginiai pateikti 11 lentel¢je. IS gauty rezultaty matyti, kad EPS heksaniniame
ekstrakte aptikta daugiau ir Siek tiek didesniais kiekiais junginiy nei SK—CO,. Ekstraktuose rasta
aldehidy: (2E)-heptenalis (1,94 % EPS hex ekstrakte), (2E)-okten-1-alis (0,18 % EPS hex
ekstrakte), 2-fenil propanalis (0,12 % EPS hex ekstrakte), (2E)-dekenalis (0,42 % EPS hex
ekstrakte) ir kt., amidy: (Z)-9-oktadekenamidas (0,88 % EPS hex ekstrakte), Heksadekanamidas
(0,38 % EPS hex ekstrakte), riebaly riigsciy ir jy dariniy: o-linolo rtigsties (0,09 % SK—CO>
ekstrakte), Oleino riigsties (0,03 % SK—CO; ekstrakte), Linolo riagstis (0,58 % SK—-CO: ekstrakte),
Metil linoleato (0,24 % SK—CO; ekstrakte), o jos aptartos 3.4 skyriuje. Taip pat buvo aptiktas
nedidelis kiekis a-tokoferolio: 0,14 % arba 5,95 mg/kg iSspaudy (SK—CO> ekstrakte). a-tokoferolis,
dar Zinomas kaip vitaminas E, yra vienas i§ labiausiai zinomy lipofiliniy antioksidanty [103], kurios
sausmedzio uogose (lot. Lonicera caerulea) mokslininkai nustate, kad yra 0,42 mg/100 g uogy [11].
Tytimo metu buvo identifikuotas ir skvelenas — 0,2 % arba 9,16 mg/kg iSspaudy, kuris priklauso
natiiralus lipidas, priklausantis terpenoidy klasei ir gerai zinomas dél savo dietinés naudos,
biologinio suderinamumo ir plataus panaudojimo farmacijos preparatuose, skirtuose ligos valdymui
ar gydymui. Be to, buvo jrodyta, jog skvelenas sumazina chemoterapijos sukelta Salutinj ppveikj
[104]. Zadernowski ir kt. (2005) dujy chromatografu nustaté, kad Siose uogose kuriy vyrauja
hidroksicinaminés rigstys ir jos dariniai (61 %), o ypa¢ p-kumarino ir kumarino rugtSys [22].
Deineka ir kt. mokslininkai (2005) iStyré, kad chlorogeniko (0,42 %), kofeino (0,14 %) ir ferulio
(0,10 %) rugstys yra dominuojancios [23]. Nubuo Ikeda ir kt. mokslininkai (1994) tyré sausmedzio
(lot. Lonicera japonica) ziedy lakius junginius ir nustaté, jog pagrindiniai lakieji junginiai yra Sie —
heptakozanas (2,91 %), nonakozanas (18,27 %), metil tetrakozanoatas (13,9 %). IS viso jie
identifikavo 150 junginiy, 1§ kuriy 36 yra hidrokarbonatai, 28 alkoholiai, 21 aldehidas, 12 ketony,
38 esteriai ir 15 kiti junginiai [105].

12 lentelé. Sausmedzio i§spaudy SK-CO; ir EPS heksaniniame ekstrakte esantys lakieji junginiai mg/kg
iSspaudy arba %.

KI | k1 | SK-CO; SK-CO; EPShex | EPS hex
Nr. | Pavadinimas Eksp Lit
- (%) (mg/kg) (%) (mg/kg)
1. | Heptanalis 908 | 902 0.03+0.00 0.48+0.07
2. | Kumenas 938 | 930 | 0.21%0.01 8.91£0.76 | 0.37+0.07 | 5.55+0.29

3. | propil-benzenas 957 | 950 | 0.12+0.01 5.32+0.35 0.15+0.03 2.26+0.10

(2E)-heptenalis 968 | 954 1.2740.06 55.1946.18 1.94+0.30 29.33+0.41

3-metil-nonanas 977 | 972 | 0.05+0.01 2.37+£0.08 0.02+0.00 0.34+0.01

1-okten-3-olis 993 | 977 | 0.04+0.00 1.69+0.08 0.05+0.01 0.73+0.02

1-okten-3-onas 993 979 | 0.12+0.01 5.38+0.26 0.15+0.03 2.33+0.06

S S R S

Mesitilenas 1001 | 995 | 0.19+0.01 8.46+0.59 0.31+0.05 4.64+0.21

11 lentelés tesinys kitame puslapyje
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9. | p-kimenas 1035 | 1024 | 0.04+0.00 1.72+0.16 0.06+0.01 0.94+0.05
10. | 1,2,4-trimetil 1036 | 1025 | 0.39+0.02 17.08+1.05 0.57+0.10 8.64+0.38
benzenas
11. | Limonenas 1040 | 1029 | 0.03+0.00 1.21+0.21 0.02+0.00 0.34+0.05
12. | 1,3-dietilbenzenas | 1064 | 1047 | 0.04+0.00 1.53+0.22 0.06+0.01 0.84+0.04
13. | butil-benzenas 1075 | 1050 | 0.42+0.06 18.24+1.94 0.38+0.07 5.71+0.17
14. | (2E)-okten-1-alis | 1077 | 1054 | 0.12+0.01 5.01+0.37 0.18+0.02 2.75+0.17
15. | (2E)-Okten-1-olis | 1080 | 1066 0.09+0.00 1.31+0.18
16. | 2-fenil propanalis | 1085 | 1096 | 0.06+0.01 2.54+0.19 0.12+0.02 1.80+0.11
17. | (4E)-nonenalis 1111 | 1102 | 0.10+0.01 4.50+0.31
18. | Nonanalis 1118 | 1100 0.03+0.00 0.59+0.04
19. | (2E)-nonen-1-alis | 1164 | 1161 | 0.05+0.01 2.12+0.43 0.10+0.01 1.48+0.17
20. | pentil-benzenas 1176 | 1167 | 0.05+0.01 2.27+0.37 0.04+0.01 0.66+0.01
21. | n-dodekanas 1201 | 1200 | 1.05+0.05 45.51+£2.83 1.41+0.23 21.28+0.14
22. | (2E)-dekenalis 1280 | 1263 | 0.22+0.02 9.60+1.26 0.42+0.05 6.34+0.29
23. | Tridekanas 1301 | 1300 | 0.04+0.00 1.56+0.13 0.05+0.01 0.77+0.01
24. | (2E,42)- 1316 | 1293 | 2.05+0.11 89.39+7.43 3.60+0.45 54.49+2.06
dekadienalis
25. | (2E,4E)- 1342 | 1316 | 3.32+0.14 | 144.72+16.89 | 6.34+0.79 96.05+3.77
dekadienalis
26. | (2E)-undekenalis | 1384 | 1360 | 0.08+0.00 3.57+0.47 0.07+0.01 1.10+0.08
27. | l-tetradekanas 1395 | 1389 | 0.03+0.00 1.35+0.27 0.04+0.01 0.61+0.01
28. | Tetradekanas 1400 | 1400 | 2.21+0.08 95.83+6.57 3.37+0.49 50.98+0.75
29. | 4,5-epoksi-(E)-2- | 1408 | 1390 | 0.13+0.00 5.54+0.60 0.09+0.02 1.32+0.05
dekenalis
30. | n-pentadekanas 1500 | 1500 0.05+0.01 0.74+0.15
31. | 1-Heksadekenas 1596 | 1589 | 0.02+0.00 0.97+0.06 0.03+0.00 0.52+0.03
1589
32. | n-heksadekanas 1600 | 1600 | 1.80+0.16 79.66+2.96 1.73+0.22 | 26.19+1.14
33. | n-oktadekanas 1800 | 1800 | 1.17+0.14 51.54+3.84 1.22+0.07 16.84+1.01
34. | Metil 1935 | 1921 | 0.23+0.01 10.1240.64 0.23+0.03 3.42+0.21
heksadekanoatas
35. | n-eikosanas 2000 | 2000 | 0.50+0.06 22.63+1.38 0.89+0.15 13.26+1.82
36. | Metil linoleatas 2109 | 2085 | 0.24+0.02 10.55+0.34 0.14+0.01 2.15+0.35
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37. | Metil oleatas 2114 | 2103 | 0.02+0.00 1.07+0.07 0.02+0.00 0.26+0.06

38. | Metil linolenatas | 2117 | 2108 | 0.03+=0.00 1.18+0.12 0.03+0.00 0.43+0.03

39. | Linolo rugstis 2145 | 2133 | 0.58+0.02 25.01+£2.16 0.03+0.00 0.43+0.14

40. | Oleino rugstis 2166 | 2142 | 0.03+0.00 1.27+0.15 0.03+0.00 0.40+0.03

41. | 9-oktadekano 2179 | 2159 0.47+0.06 7.09+0.41
rugstis

42. | o-linolo rugstis 2183 | 2184 | 0.09+0.01 3.90+0.29 0.07+0.01 1.09+0.07

43. | Heksadekanamida | 2193 | 2186 | 0.35+0.02 15.30+1.25 0.38+0.05 5.78+0.36
s

44. | n-dokozanas 2200 | 2200 | 0.41+0.03 17.35+0.47 0.40+0.05 6.11+0.47

45. | 4,8,12,16- 2377 | 2364 | 0.03+0.00 1.49+0.08 0.03+0.00 0.38+0.03
tetrametilheptade
kan-4-olidas

46. | (2)-9- 2399 | 2397 | 1.10+0.19 48.63£1.72 0.88+0.09 13.71+£3.84
oktadekenamidas

47. | n-tetrakozanas 2400 | 2400 | 0.32+0.01 13.75+1.06 0.24+0.02 3.71+0.32

48. | n-heksakozanas 2601 | 2600 | 0.11+0.03 4.95+0.22 0.16+0.04 2.55+0.13

49. | n-heptakozanas 2700 | 2700 | 0.10+0.00 4.59+0.16 0.09+0.02 1.34+0.14

50. | n-oktakozanas 2800 | 2800 | 0.14+0.02 6.15+0.25 0.11£0.01 1.62+0.12

51. | Skvalenas 2826 | 2836 | 0.20+0.01 9.16+0.69 0.06+0.03 0.87+0.08

52. | n-nonakozanas 2900 | 2900 | 15.93+0.52 | 692.23+53.29 | 10.17+1.52 | 153.62+1.68

53. | n-triakontanaa 3000 | 3000 | 0.31+0.01 13.55+1.20 0.24+0.03 3.72+0.26

54. | B-tokoferolis 3089 | 3076 | 0.04+0.00 1.57+0.05

55. | n-untriakontanas | 3100 | 3100 | 8.10+0.23 | 352.09+42.89 | 1.37+0.23 18.90+3.16

56. | NeatpaZintas 3148 47.08+0.60 | 2047.39+176.2 | 38.12+5.41 | 576.46+11.3
junginys 2 1

57. | Vitaminas E (D- 3154 | 3149 | 0.14+0.01 5.95+1.05 0.04+0.01 0.64+0.09
a-tokoferolis)

58. | n-dotriakontanas | 3200 | 3200 | 0.03+0.00 1.21+0.03 0.04+0.01 0.68+0.14

Pastaba: KI Eksp. — Kovaco sulaikymo indeksas tyrimo metu
KI Lit. — Kovaco sulaikymo indekssas nurodytas literatiiroje.
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ISVADOS

Spaudziant sultis, buvo nustatyta sul¢iy iSeiga — 82 % ir iSspaudy iSeiga — 18 %. [vertinus
sausmedzio iSspaudy cheming sudéti, nustatyta, kad baltymy kiekis iS§spaudose — 10,37 %,
mineraliniy medziagy — 4,82 %, riebaly — 11,72 %, drégmés — 11,21 %, o skaiduliniy
medziagy — 8,2 %. Askorbo riigSties nustatymui buvo naudojamos sausmedzio sultys,
kuriose vitamino C nustatyta — 3,28 mg/100 gr uogy, o liofilizuotose sultyse — 77,08 mg/100
g uogy (perskaiciuota per 100 gr Svieziy uogy). Taip pat buvo jvertintas tirpiy sausyjy
medZziagy koncentracija sultyse — 13,2 °Brix.
. Taikant pavirSiaus atsako eksperimenting planavimo metodika buvo sudarytas
mikrojkapsuliavimo planas, kuriuo buvo nustatytos optimalios mikrojkapsuliavimo salygos,
nustatant didZiausig antocianiny jkapsuliavimo efektyvuamg ir iSeiga optimizuojant
sudétiniy komponenty — maltodekstrino ir sojy baltymy izoliato kiekius. Naudojant Stat
Design programg buvo pasitilyta maksimali teoriné iSeiga — 75,75 %, taCiau eksperimento
metu didziausia iSeiga gauta — 84,58 %. Atlikus analize, paaiskéjo, kad geriausiu
efektyvuvumu, net 90,1 % pasizymejo, nors programos maksimalus teorinis jkapsuliavimo
efektyvumas yra sitlomas 70,81 %, kai mikrojkapsuliavimui buvo naudojama 7,5 g
maltodekstrino ir 1 g sojy baltymy izoliato.
. Nustatytos sausmedzio iSspaudy ekstrakty iSeigos, didziausia iSeiga nustatyta etanoliniy
ekstrakty, gauty ekstrahuojant SK—-CO, likusig kietaja frakcija, kai iSeiga sieké 50,98 %.
Taip pat didelé ekstrakcijos iSeiga gauta ekstrahuojant tik etanoliu — 49,91 %. Palyginus
ekstrakcijy iSeigas tarpusavyje, nustatyta, jog efektyviausias tirpiklis yra etanolis, o
prasc¢iausias heksanas, kai ekstrakcijos iSeiga gauta net kelis kartus mazesné — 10,22 %.
Ekstrakcijy iSeigoms didelg jtaka daro tirpiklio poliSkumo savybés ir junginiy tirpumas.
Sausmedzio i§spaudy SK—CO; ekstrakte rasta 11 riebaly riig§ciy, 1§ kuriy nemazai nesociyjy
riebaly riigsciy. Didziausia koncentracija riebaly riigS¢iy nustatyta dokosadieno (27,46 %),
linolo (15,71 %), kaprilo (14,07 %) ir kaprono (13,22 %), tarp kuriy linolo (omega 6) ir
oleino (omega 9) riebaly rugstys yra nepakeic¢iamos. Taip pat yra ir soiyjy rugsciy, taciau
nustatyta mazesnémis koncentracijomis — palmitino (0,99 %), stearino (0,23 %). Taikant
ultra efektyvigja skys€iy chromatografijos — masiy spektometrijos metoda buvo nustatyta
triacilgliceroliy sudétis. Tirtuose ekstraktuose (SK—CO; ir EPS heksaniniame) nustatyti 8
triacilgliceroliai. Triacilgliceroliy sudétyje dominavo palmitino (P), linolo (L), linoleno (Ln)
ir oleino (O) rugstys. IS gauty duomeny galima pastebéti, kad pagal gautus piky plotus
triacilgliceroliy didesné koncentracija nustatyta SK—COxz lipofiliniame ekstrakte.
. Naudojant ultra efektyviosios skysCiy chromatografijos—masiy spektrometrijos metoda
(UESC-Q-TOF) sultyse buvo idenfitikuoti 6 pagrindiniai antocianinai — pelargonidin-3-
gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, peonidin-3-galaktozidas, cianidin-3-rutinozidas,
peonidin-3-rutinozidas ir cianidin-3-kafeigliukozidas, kuriy kiekiai kito nuo 0,4 iki 228
mg/100 g suléiy, o bendras nustatyty antocianiny kiekis yra 257,4 mg/100 g sulCiy.
Dominuojantis antocianinas yra — cianidin-3-gliukozidas, kurio buvo rasta 228 mg/100 g
sulCiy, tai sudaro 88,5 % visy nustatyty antocianiny, tuo tarpu kity antocianiny kiekiai kur
kas mazeni. Gautuose iSspaudy ekstraktuose taip pat dominavo 6 pagrindiniai antocianinai —
pelargonidin-3-gliukozidas, cianidin-3-gliukozidas, peonidin-3-galaktozidas, cianidin-3-
rutinozidas, peonidin-3-rutinozidas ir cianidin-3-kafeigliukozidas. Daugiausiai buvo rasta
cianidin-3-gliukozido 16,05-1544,02 mg/100 g ekstrakto, o maziausiai peonidin-3-
rutinozido — 0,01-0,99 mg/100 g ekstrakto. Analizuojant ekstraktus tarpusavyje, pastebéta,
kad didziausiu antocianiny kiekiu pasizymi SK—CO2 EtOH ir EtOH ekstraktai, kurie
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tarpusavyje skiriasi neZymiai. Tuo tarpu maziausi kiekiai antocianiny buvo rasti ekstrakte,
gautame po superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu gautg liekang ekstrahuojant
vandeniu.

SK—CO; ir EPS heksaniniame ekstrakte i§ viso buvo identifikuoti 57 lakiis junginiai,
susidedantys 1§ alkany, aldehidy, monokarboksiriigs¢iy, esteriy, alkoholiy, terpeny,
aromatiniy ir kity junginiy. Nustatyta, kad EPS heksaniniame ekstrakte aptikta daugiau ir
Siek tiek didesniais kiekiais junginiy nei SK—COs.

Buvo atlikti trys skirtingi antioksidacinio aktyvumo nustatytmo metodai — ABTS*", DPPH*
ir ORAC. Geriausia radikaly suriSimo geba pasiZyméjo etanoliniai ekstraktai, kur vertés
varijavo nuo 61,47 iki 354, 15 mg TE/g ekstrakto. Maziausia radikaly sujungimo geba gauta
pritaikius DPPH® metoda, kuris net apie 5 kartus mazenis uz ABTS®" ir apie 4 kartus
mazesnis uzZ ORAC metodu jvertintus ekstraktus. Lyginant ekstraktus ir po ekstrakcijy
likusig kietaja frakcija DPPH® sistemoje, galima pastebéti, kad net apie 8,5 karty didesné
radikaly suri§imo geba nustatyta ekstraktuose. Nustatytas maziausias BFJK sultyse — 3,28
mg GRE/I ml suléiy ir didziausias kiekis EPS vandeniniame ekstrakte — 90,16 mg GRE/ g
ekstrakto. Taip pat matyti, kad EPS ekstrakcios biidu gautuose ekstraktuose yra Siek tiek
daugiau fenoliniy junginiy nei SKE-CO: ekstrakte.

Ivertinus Quencher metodika rie$ ekstrakcijas iSspaudose BFJK nustatytas 169,27 GRE
mg/g iSspaudy. Tirtos ir po jvairiy ekstrakcijy gautos liekanos, didZiausias fenoliniy junginiy
kiekis istirtas SK—CO, iSspaudy ekstrakte 223,82 GRE mg/g iSspaudy, o maziausias po
ekstrakcijos tik etanoliu — 125,92 GRE mg/g i§spaudy. Maziausi kiekiai gauti ekstrahuojant
poliniu tirpikliu etanoliu, o didziausi kiekiai nepoliniais tirpikliais — CO2 ir heksanu. I§
gauty rezultaty nustatyta, jog ekstraktuose gautas fenoliniy juginiy kiekis yra apie 2,5 kartus
mazenis nei po ekstrakcijy likusiose kietosiose frakcijose.
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