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1. IVADAS

Per pastargjj deSimtmetj iSauggs zmoniy susidoméjimas natiraliais,
sveikatai naudingais produktais skatina mokslininkus ieskoti naujy Siy produkty
Saltiniy, kurie ateityje galéty biiti pritaikyti kaip funkcinio maisto, maisto papildy,
kosmetikos ar vaisty komponentai. Vaistiniai augalai dél jy jvairovés ir sudétyje
esanéiy biologiskai veikliy junginiy yra neiSsemiama medziaga moksliniams
tyrimams. Daugybé gerai zinomy vaisty, tokiy kaip aspirinas, kodeinas, morfinas
ir kt., yra gauti i§ augaly, kuriuose esanciy junginiy nauda atrasta atsigrezus ]
tradicing medicing (Gilani ir Atta-ur-Rahman, 2005). Tikimasi, kad atrasti nauji
junginiai ar jy miSiniai bus biologiskai aktyvesni nei dabar zinomos medziagos.

Nors atlikta daug augaly sudéties ir bioaktyvumo moksliniy tyrimy, vis dar
iSliecka nemazai neiStirty augaly riiSiy, kurios dél jose esanciy bioaktyviyjy
junginiy galéty biiti sékmingai pritaikomos tam tikrose srityse. Siuo atzvilgiu
ypatingo mokslininky démesio sulaukia atograzy flora, kurios iSnykimo grésmé
yra didesné nei daugelio kity augaly rsiy skirtingose pasaulio dalyse. Pranciizijai
priklausanti vulkaniné Reunjono sala Indijos vandenyne pasizymi didele biologine
jvairove. Phyllanthus phillyreifolius ir Aphloia theiformis yra endeminés Sios salos
augaly raSys. Nors abi §ios riiSys yra naudojamos vietingje medicinoje, mokslinés
informacijos apie jas yra nedaug. Aphloia theiformis augalas yra labiau tirtas, o
apie Phyllanthus phillyreifolius beveik nieko nezinoma.

Siekiant i§ augaly iSgauti vertingus junginius, svarbu ekstrakcija atlikti
efektyviai ir saugiai (Rosa, Moreno-Escamilla, Rodrigo-Garcia ir Alvarez-
Parrilla, 2019). Siam tikslui taikomi tiek tradiciniai (distiliacijos, maceravimo
maisykléje, Soksleto), tiek inovatyviis (superkritiniy skys€iy, ekstrakcijos
tirpikliais padidinto slégio aplinkoje, ultragarso ir mikrobangy) ekstrakcijos
metodai. leSkant gauty ekstrakty pritaikymo galimybiy, labai svarbu nustatyti juy
sudét] ir aktyvuma. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas yra vienas i$
bioaktyvumo nustatymo biidy. Iprastai tai yra nebrangus procesas, suteikiantis
vertingos informacijos apie augaly produktus ir padedantis atsirinkti zaliava
tolesniems tyrimams.

Darbo tikslas

Sio darbo tikslas — taikant jvairius bioaktyviyjy junginiy ekstrakcijos
metodus ir naudojant skirtingo polisSkumo tirpiklius iSgauti Phyllanthus
phillyreifolius ir Aphloia theiformis ekstraktus ir jvertinti jy antioksidacines
savybes bei fenoliniy junginiy sudét;.

Darbo tikslui pasiekti buvo iSsikelti Sie uZdaviniai:

1. Nustatyti skirtingy ekstrakcijos schemy, taikomy biologiskai aktyviems
ekstraktams iSgauti, efektyvuma, ekstrakcijai naudojant skirtingo



poliskumo tirpiklius ir taikant tradicinius bei didelio slégio ekstrakcijos
metodus.

2. Taikant pasirinktus in vitro antioksidacinio aktyvumo nustatymo
metodus, nustatyti gauty ekstrakty, frakcijy ir lickany po ekstrakcijos
antioksidacinj potenciala.

3. Taikant skys¢iy chromatografijos ir masiy spektrometrijos metodus,
nustatyti fitocheminiy junginiy sudétj ekstraktuose ir frakcijose.

4. Istirti pasirinkty P. phillyreifolius ekstrakty citotoksiSkuma ir apsauginj
poveikj Zzmogaus embriono inksty (HEK293) lasteléms nuo H,O, sukelto
oksidacinio streso.

Mokslinio darbo naujumas

1. TIki Siol nebuvo taikyta tiek skirtingy ekstrakcijos metody ir schemy
P. phillyreifolius ir A. theiformis ekstraktams iSgauti.

2. Pirma karta jvertintas P. phillyreifolius ekstrakty citotoksiSkumas,
antioksidacinis potencialas, nustatyta fitocheminé sudétis.

3. Pirmg kartg atliktas 70 proc. etanolinio A. theiformis ekstrakto
frakcionavimas zemoje temperatiiroje davé kelias daug mangiferino
turin€ias frakcijas.

4. Pirmg kartg A. theiformis ekstraktuose buvo aptikti $esi tormentinés ir
hidroksitormentinés riig§¢iy izomerai.

5. Pirma karta nustatyti mangiferino, tormentinés ir hidroksitormentinés
rugsciy kiekiai A. theiformis ekstraktuose ir frakcijose.

Praktiné darbo verté

Sie tyrimai parodé, kad A. theiformis ir P. phillyreifolius augaly rasys yra
geras antioksidaciniu aktyvumu pasizyminciy junginiy Saltinis, turintis didelj
praktinio pritaikymo farmacijos, maisto papildy ir kosmetikos pramonéje
potenciala. Pagrindiniai jy junginiai — atitinkamai mangiferinas ir geraniinas — yra
vertinami dél jy jvairaus bioaktyvumo. Gauti rezultatai gali paskatinti atlikti
tolesnius mokslinius tyrimus siekiant iSgryninti bioaktyviuosius junginius,
identifikuotus Siose studijose, istirti galima jy bioaktyvuma ir pasiiilyti konkreciy
ju praktinio pritaikymo biidy. Frakcionuojant iSgautos gana grynos frakcijos; jose
mangiferino kiekis buvo penkis kartus didesnis nei zaliaviniame ekstrakte.

Disertacijos struktiira

Disertacija parasyta angly kalba. Ja sudaro santrumpy sarasas, jvadas,
literatliros apzvalga, tyrimy objekty ir metody pristatymas, rezultaty aptarimas,
iSvados, naudotos literatiiros sgrasas (187 Saltiniai) ir paskelbty publikacijy
disertacijos tema sarasas. Pagrindiné disertacijos medziaga iSdéstyta 98
puslapiuose. Darbe pateikta 14 lenteliy ir 33 paveikslai.



Darbo rezultaty publikavimas

Disertacijos tema paskelbti trys straipsniai Clarivate Analytics (buv.
Thomson Reuters) WOS pagrindinio saraso leidiniuose. Darbo rezultatai pristatyti
SeSiose tarptautinése konferencijose.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Taikant tradicinius ir didelio slégio ekstrakcijos metodus galima iSskirti
P. phillyreifolius ir A. theiformis ekstraktus, pasizyminéius stipriomis
antioksidacinémis savybémis ir turinéius vertingy fitocheminiy junginiy.

2. ISankstinis HEK293 lasteliy apdorojimas P. phillyreifolius ckstraktais
padeda apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso.

3. Taikant skirtingus 4. theiformis zaliavinio ekstrakto frakcionavimo
budus, galima iSgauti frakcijas, turin¢ias daug mangiferino.



2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI

2.1. Tyrimy objektai

Tyrimams naudoti Pranciizijai priklausancios, Indijos vandenyne esancios
Reunjono salos pietvakariuose uzauginti Phyllanthus phillyreifolius ir Aphloia
theiformis augaly lapai (2013 mety derlius). Jie buvo i§dziovinti ir susmulkinti
rotoriniu smulkintuvu, naudojant 1 mm akuciy dydzio sietelj (1 pav.). Paruosti
augalai buvo laikomi sandariai uzdarytuose stikliniuose induose, tamsioje vietoje.
Tyrimams Iastelése buvo naudojamos zmogaus embriono inksty (HEK293)
lasteles.
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1 pav. Reunjono sala ir jos endeminés augaly raisys
2.2. Tyrimy metodai

Tiriamy augaly ekstraktai buvo gauti taikant tradicinius (Soksleto ir
maceravimo maiSykléje) bei pazangius, aplinka tausojancius (superkritinés
ekstrakcijos anglies dioksidu (iSskyrus 4. theiformis) ir ekstrakcijos tirpikliais
padidinto slégio aplinkoje) Zaliavos i§gavimo metodus, vykdant vienpakope arba
daugiapakope ekstrakcijg. Tyrimy schema pateikta 2 pav. Funkcionaliyjy
komponenty ekstrakcijai naudoti skirtingo poliSkumo tirpikliai: heksanas,
superkritinis anglies dioksidas, acetonas, vanduo bei etanolio ir vandens (70:30)
misinys. 70 proc. etanolinio A. theiformis ekstrakto frakcijos gautos atlickant
skysciy-skysciy ekstrakcija didéjancio poliskumo tirpikliais (heksanu, etilacetatu,
n-butanoliu) ir ekstraktg atSaldant 6 °C temperattiroje (3 pav.).
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3 pav. 70 proc. etanolinio A. theiformis ekstrakto frakcionavimo jj atSaldant
zemoje temperatiiroje schema

Ekstraktuose ir frakcijose esanciy junginiy kokybiné ir kiekybiné analizé
buvo atlikta taikant ultracfektyviaja skys€iy chromatografija su kvadrupoliniu
skriejimo laiko masiy detektoriumi (UESCh-OQTOF) ir efektyvigja skysCiy
chromatografija (ESCh) su diody matricos detektoriumi (DMD). Kadangi
antioksidanty veikimas gali pasireiksti keliais mechanizmais — vandenilio atomo
atidavimu (radikaly suri§imo mechanizmas) arba elektrono perkélimu (radikalo
redukcija), — ekstrakty ir frakcijy antioksidacinis aktyvumas in vitro sistemose
buvo jvertintas bendrojo fenoliniy junginiy kiekio (BFJK), gelezies redukcijos
antioksidacinés galios (FRAP), deguonies radikaly (ORAC), ABTS™ ir DPPH"
laisvyjy radikaly suriSimo gebos nustatymo metodais. Pradinés P. phillyreifolius
zaliavos ir liekany po ekstrakcijos antioksidacinis aktyvumas (AA) buvo jvertintas
atliekant QUENCHER procedirag. Acetoninio ir 70 proc. etanolinio
P. phillyreifolius ekstrakty citotoksiskumas ir AA taip pat buvo jvertinti HEK293
lastelése. Ekstrakty citotoksiSkumas jvertintas taikant MTT ir tripano mélynojo
dazy pasiskirstymo testus. Siekiant jvertinti AA Iastelése, laisvyjy radikaly
susidarymas buvo nustatytas naudojant 2',7'-dichlorfluoresceino diacetata
(DCFH-DA). Jis, patekes i lastele, fluorescuoja dél oksiduojanciyjy medziagy
poveikio ir fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas
intralgsteliniy laisvyjy radikaly kiekiui. Antioksidaciniy fermenty geny ekspresija
lastelése, apdorotose P. phillyreifolius ekstraktais ir paveiktose H>O,, buvo
jvertinta atliekant kiekybing realiojo laiko polimerazés grandining reakcija
(KPGR). Lasteliy RNR buvo ekstrahuota naudojantis RNeasy kit pagal gamintojy
rekomendacijas.

Visi eksperimentiniai matavimai atlikti bent tris kartus. Prie rezultaty
pateikiamas Siy matavimy duomeny vidurkis kartu su standartiniu nuokrypiu
(StN). Vidurkiai ir reikSmingi skirtumai tarp jy jvertinti statistinés informacijos
apdorojimo programa GraphPad Prism (5 versija). Koreliacijos koeficientai
nustatyti ir kiti papildomi skai€iavimai atlikti programa MS Excel.
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3. DARBO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. P. phillyreifolius ekstrakty iSskyrimas ir iSsamus juy antioksidaciniy
savybiy bei fitocheminés sudéties jvertinimas

3.1.1. Skirtingy ekstrakcijos tirpikliu ir metody jtaka P. phillyreifolius
ekstrakty iSeigoms

Tyrimais nustatyta, kad P. phillyreifolius lapy ekstrakty iSeiga priklauso nuo
ekstrakcijos biido ir jai naudoto tirpiklio (4 pav.). Lipofiliski heksano ir SK-CO,
ekstraktai pasizyméjo maziausiomis iSeigomis — atitinkamai 2,14 ir 1,26 proc.
Ekstrahuojant mazo poliskumo tirpikliais buvo siekiama pasalinti lipofilinius
junginius, kurie galéty trukdyti tolesnei ekstrakcijai, taip pat jvertinti tokoferoliy
kiekj ir AA. Siekiant padidinti SKE-CO, ekstrakty iSeiga, ] SKE-CO- sistema buvo
jtrauktas skirtingas kiekis etanolio (2, 5, 10 proc.). Tai turéjo teigiamos jtakos
ekstrakty iSeigoms: didéjant etanolio kiekiui, jos padidéjo nuo 1,26 iki 2,52 proc.

Acetoniniy ekstrakty iSeigos svyravo nuo 5,98 iki 11,5 proc. Didziausios
iSeigos buvo gautos ekstrahuojant 70 proc. etanoliu — vidutiniskai 31,3-34,3 proc.
Daugiapakopé ekstrakcija taikant tradicinius (Soksleto ir maceravimo maisykléje)
metodus buvo pranaSesné uz vienpakope ekstrakcijg. Minétos daugiapakopés
ekstrakcijos bendra iSeiga buvo 44,4 proc., o didziausia vienpakopés ekstrakcijos
iSeiga — 36,8 proc.

A

3

—’_ .—.—'
o ==
|
o
.

4 pav. Lipofiliniy (4) ir hidrofiliniy (B) P. phillyreifolius ekstrakty, gauty ekstrahuojant
skirtingais tirpikliais ir ekstrakcijos metodais, iSeigos

1Seiga, %
15eiga, %

3.1.2. Bendras P. phillyreifolius ekstraktuose esanciy tokoferoliy kiekio ir Siy
ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Siame  tyrime lipofiliniai  P. phillyreifolius  ekstraktai  buvo
charakterizuojami jvertinus tokoferoliy kiekj ir ORAC AA. Taikant ESCh analiz¢
ekstraktuose buvo nustatyti trys tokoferoliy (T) izomerai (a-, - ir y-T).
Pagrindinis i§ jy — o-T izomeras, sudarantis apie 87 proc. visy identifikuoty
tokoferoliy. B- ir y-T sudaré atitinkamai 9,86—12,7 proc. ir 2,11-2,87 proc. visy
tokoferoliy (1 lent.). Bendras tokoferoliy kiekis ekstraktuose svyravo nuo 13,4 iki
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28,4 mg/g SE ir buvo didziausias SK-CO»+2 % ekstrakte. Ivertinus ekstrakty
iSeigas bendras tokoferoliy kiekis sausajai augalo masei (SM) kito nuo 0,3 iki
0,44 mg/g SM. Daugiausia tokoferoliy iSgauta ekstrakcijai naudojant heksana.

1 lentelé. Tokoferoliy kiekis P. phillyreifolius ekstraktuose (mg/g SE)

Bendras
Meginys o-T B-T v-T tokoferoliy
kiekis

HE 17,9+0,55° 2,19+0,08° 0,48+0,00° 20,6+0,63"
SK-CO, 21,1+0,93¢ 2,38+0,11¢ 0,59+0,00¢ 24,1+1,04¢
SK-CO»+2 % 24,9+£0,41¢ 2,96+0,06¢ 0,60+0,01¢ 28,4+0,48¢
SK-CO,+5 % 16,8+0,52° 2,47+0,11¢ 0,53+0,02¢ 19,8+0,65"
SK-CO,+10 % 11,3+0,33¢ 1,70+0,06* 0,39+0,01* 13,4+0,40°

Nurodytos vidutinés trijy matavimy vertés + StN; a—d raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje
nurodo reik§mingus skirtumus tarp ekstrakty (Tukey testas, ANOVA, p < 0,05).

ORAC analize parodé, kad, didéjant etanolio kiekiui SK-CO; ekstraktuose,
didéja antioksidaciné deguonies radikaly suri§imo geba ir ji gerokai didesné nei
HE ekstrakto (5 pav.). Nors tokoferoliy kiekis SK-CO,+10 % ekstrakte buvo
maziausias, taCiau $is ekstraktas pasizyméjo didziausiu AA. Tai galéjo lemti
didesnis poliniy antioksidanty, kurie daznai biina stipriis antioksidantai, iSgavimas
naudojant etanolj kaip SKE-CO, ekstrakcijos modifikatoriy.

600
4004

2004

ORAC, uM TE/g SE

5 pav. Lipofiliniy P. phillyreipholius ekstrakty deguonies radikalo
suri§simo (ORAC) geba (uM TE/g SE)

Didesnio poliSkumo P. phillyreifolius ekstrakty AA jvertintas taikant
jvairius in vitro AA jvertinimo metodus. Vieni ekstraktai gali pasizyméti dideliu
AA, taCiau iSgaunamas jy kiekis gali buti nedidelis, todél, norint tiksliau
interpretuoti gautus rezultatus ir galimg ekstrakty panaudojimg praktikoje, jy
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antioksidacinis aktyvumas buvo iSreikStas dviem budais — sausojo ekstrakto
masei (SE) ir sausajai augalo masei (SM).

Fenoliniai junginiai augaluose sudaro pagrinding AA pasizyminciy junginiy
grupe. Tirtuose ekstraktuose BFJK buvo panaSus ir kito intervale nuo 420+14,8
iki 510+24 mg GRE/g SE (2 lent.). BFJK kitose anksciau tirtose Phyllanthus
genties rusyse buvo mazesnis: pvz., P. amarus BFJK buvo 171£15,6 mg GRE/g
SE, P. urinaria — 325+17,8 mg GRE/g SE, o P. debilis — 380+22,8 mg GRE/g SE
(Kumaran ir Karunakaran, 2006). Ivertinus ekstrakcijos iSeigg ir rezultatus
perskaiciavus mg GRE/g SM, matyti, kad 70 proc. etanolis buvo tinkamesnis
tirpiklis fenoliniams junginiams iSgauti nei acetonas.

P. phillyreifolius ekstrakty antioksidacinis aktyvumas priklausé nuo
ekstrakcijos tirpiklio ir taikyto ekstrakcijos metodo. Tirti ekstraktai pasizyméjo
didele DPPH’, ABTS™ ir deguonies radikaly sujungimo geba bei gelezies
redukcijos antioksidacine geba (2834+8190 uMTE/g SE). Didziausiu AA
pasizymintys ekstraktai skyrési priklausomai nuo AA jvertinti taikyto metodo,
taCiau daugeliu atvejy acetoniniai ekstraktai buvo stipresni antioksidantai nei
70 proc. etanoliniai. Tik DPPH" analizéje geriausiomis savybémis pasizyméjo ETp
ekstraktas. Perskai¢iavus gautus rezultatus SM matyti, kad 70 proc. etanolis buvo
efektyvesnis tirpiklis nei acetonas — ji naudojant iSgauti didesni kiekiai AA
pasizyminciy junginiy.

3.1.3. Kietosios P. phillyreifolius frakcijos antioksidacinio aktyvumo
ivertinimas QUENCHER metodu

Antioksidantai su kitais augalo matricoje esanciais junginiais gali bati
sujungti stipriais rySiais, kurie ekstrakcijos metu lieka netirpiis. Siekiant gauti
naudingos informacijos apie ekstrakcijos efektyvuma, svarbu jvertinti kietosios
augalo frakcijos aktyvumga prie§ ekstrakcijg ir po jos. Siam tikslui taikomas
QUENCHER metodas, kuris dél oksidacijos-redukcijos reakcijy kietosios ir
skystosios faziy pavirSiuje leidzia jvertinti tirpios ir netirpios frakcijy
antioksidacinj aktyvuma (Gokmen, Serpen, Pellegrini ir Fogliano, 2009).

Kaip matyti i§ 3 lent., didziausiu BFJK ir AA pasizyméjo pradiné Zaliava.
Lickanose po eckstrakcijos AA mazéjo dél laipsniSko aktyviyjy junginiy
pasalinimo ekstrakcijos metu. Nustatyta, kad 70 proc. etanolis i$ P. phillyreifolius
augalo matricos pasalino daugiausia antioksidacinémis savybémis pasiZyminciy
junginiy, pvz., vienpakopé ekstrakcija maceravimo maiSykléje badu su 70 proc.
etanoliu pradinés zaliavos DPPH" radikaly suriSimo geba sumazino nuo 1503+58,8
iki 241£13,0 uM TE/g SM.
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Tyrimai su ekstraktais taip pat parodé, kad daugiausia antioksidanty
iSgaunama ekstrahuojant 70 proc. etanoliu. Ekstrakcija nepoliniais heksano ir
superkritinio CO» tirpikliais P. phillyreifolius pradinés zaliavos antioksidacinj
aktyvumg sumazino apie 10 proc., o ekstrakcija poliniais acetono ir 70 proc.
etanolio tirpikliais AA sumazino atitinkamai 20 ir 70 proc.

3 lentelé. Pradinés P. phillyreifolius Zaliavos ir liekany po ekstrakcijos antioksidacinis
aktyvumas

BFJK DPPH’ ABTS™ FRAP ORAC
Meéginys  (mg GRE/g (uM TE/g (uM TE/g (uM TE/g (uM TE/g
SM) SM) SM) SM) SM)

Pradiné zaliava
172+4,46%¢ 1503+58,8%4¢ 3025+104%¢ 2023+52,9%¢ 2132£105°

Liekanos po ekstrakcijos

(S%EE) 1544231 1259+70,8°  2820+113° 18272109° 1834+106°
SK-CO, 1649314  14861496,6'  2990+85,5¢ 1962:£125¢ 1905:126¢
Slfﬁ/?z 1614925 1444476,0¢ 2858+150°¢  1885+87,7%¢  1886+87,8°
555(3,/(0) Po155£10,5¢ 13762129+ 28404109 1882489,9%  1787+135¢
S+K1-0C0(/32 161£10,6¢ 1349+102°4 2907+129¢ 185687 4¢ 173041294
(?OCE [ 15641040 962:640° 2634+90,8° 177848520 1721493 4°
(?OC};) 12347,58° 980+70,2° 2694+121° 1727+38,5¢ 166198,6¢
(?7%;) 14761240 110144.0° 2514£111° 17934399 1673£114°
(AS]T/IVE) 454196 241x13,0° 728439,0° 3440L18,6°  711448,5%
(AEA?E) 71483750 315173 1114£29,1° 603+39,8" 606+30.8°
(;JTIE)S) 914+340°  468+24.4" 1293463,8" 765+38,6° 865+38,4°

Nurodytos vidutinés trijy matavimy vertés + StN; a—f raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje
nurodo reik§mingus skirtumus tarp méginiy (Tukey testas, ANOVA, p <0,05).

3.1.4. Fitocheminiy P. phillyreifolius junginiy identifikavimas

Fitocheminiams junginiams identifikuoti buvo taikoma ultraefektyvioji
skysciy chromatografija su kvadrupoliniu skriejimo laiko masiy spektrometru
(UESCh-QTOF).  P. phillyreifolius  ekstraktuose esantys junginiai buvo
identifikuoti palyginus jy molekulines mases, formules ir sulaikymo laika su
standartiniy junginiy duomenimis. Kai kurie junginiai buvo atpazinti preliminariai
palyginus MS/MS fragmentus su literatiiroje aprasytomis junginiy spektrinémis
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charakteristikomis. P. phillyreifolius ekstrakty chromatogramos ir kiekiai pateikti
6 pav., 4 ir 5 lent.

Intens.x10* Intens. x10* 7
A 4,0 1 B
25
20 3,0 4
7
15
2,01
10 3
10 45 113
0,
1 24 1
A
00 0,0
5 6 7 ] 0 1 2 3 4 5 7 8
Lalkas, min Lalkas, min
Intens. x10* Intens. x10*
20 ¢ 40 o
1.5 30
1.0 20
05 10
"
0,0
' 5 6 7 & 00 S R
Lalkas, min Laikas, min
Intens. x10* Intens. x10¢
30 E F
2,5 3,0
20
20
1.5
1.0
10
0,5
o A A
0,0 0,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Lalkas, min Laikas, min

6 pav. ACv (4), ACt (B), ACp (C), ETv (D), ETt (E) ETp (F) ekstrakty chromatogramos,
gautos atlieckant UESCh-QTOF analizg. Smailes atitinkantys junginiai paaiskinti 4 lent.

UESCh-QTOF analizé parodé, kad P. phillyreifolius, kaip ir kitos anks¢iau
tirtos Phyllanthus genties riys, turi daug elagotaniny. Siame tyrime nustatyta, kad
prie elagotaniny priskiriamas geraniinas, turintis molekulinj jona [M-H] m/z
951,0740, atitinkant] Cs1H»702; molekuling formule, yra dominuojantis
P. phillyreifolius junginys. Tai patvirtinta palyginus su etaloniniu geraniino
standartu. Japonijoje geraniinas yra sertifikuotas kaip oficialus vaistas nuo
diaréjos (Luger ir kt., 1998), todel ne veltui P. phillyreifolius naudojamas
tradicinéje medicinoje $iai ligai gydyti. Geraniino kiekis ekstraktuose svyravo nuo
226 iki 327 mg/g SE ir nuo 13,2 iki 110 mg/g SM.

Acetoniniuose ekstraktuose junginys, turintis molekulinj jona [M-H] m/z
991,1062, atitinkantj CasH31027 molekuling formule, buvo preliminariai
identifikuotas kaip filantusinas D, kuris anksCiau buvo iSskirtas i§ 70 proc.
acetoninio Phyllanthus amarus ckstrakto (Yeap Foo ir Wong, 1992).
Filantusinas D susidaro ekstrakcijos metu kaip kondensacijos produktas,
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reaguojant geraniinui su acetonu. Kitas kondensacijos produktas, gautas i$
geraniino ir askorbo riigsties, turintis molekulinj jong [M-H] m/z 1109,0943
ir C47H3303, molekuling formulg, buvo preliminariai identifikuotas kaip
elacokarpusinas. Sis junginys buvo rastas visuose poliniuose ekstraktuose. Dél
didelio strukttirinio $iy junginiy panasumo j geraniing ir nesant galimybés jsigyti
standarty filantusino D ir elacokarpusino kickiams ekstraktuose jvertinti buvo
naudojama geraniino kalibraciné kreivé ir $iy junginiy kiekiai iSreiksti geraniino
ekvivalentu (GE). Filantusino D koncentracija acetoniniuose ekstraktuose kito nuo
35,6 iki 178 mg/g SE ir nuo 2,08 iki 18,1 mg GE/g SM. Elaeokarpusino
koncentracija tirtuose ekstraktuose svyravo nuo 14,2 iki 30,3 mg GE/g SE ir nuo
1,77 iki 6,54 mg GE/g SM.

Prie flavonoidy ir fenoliniy riigsciy priskiriami junginiai taip pat buvo
nustatyti P. phillyreifolius ekstraktuose. Fenolinés galo ir elago rugstys
ekstraktuose identifikuotos palyginus spektrinius duomenis su etaloniniais $iy
junginiy standartais. Elago riigsties koncentracija skirtinguose ekstraktuose buvo
nuo 31,5 iki 56,6 mg/g SE ir nuo 2,25 iki 15 mg/g SM. Atitinkamos galo riigsties
vertés buvo mazesnés nei 1 mg/g. Flavonoidy rutino ir kvercitrino koncentracija
ekstraktuose sieké atitinkamai iki 1,29 ir 0,42 mg/g SM. Junginys, kurio
molekulinis jonas [M-H]| m/z 477,0667, atitinkantis C>1H;70g molekuling formulg
ir turintis charakteringg kvercetinui fragmento jona [M-H] m/z 301, buvo
preliminariai identifikuotas kaip kvercetino-3-gliukuronidas. Sis junginys, kaip ir
kiti identifikuoti flavonoidai ir fenolinés rugstys, buvo rastas kitose Phyllanthus
genties riusyse (Sprenger ir Cass, 2013). Mahomoodally ir kt. (2018), tirdami kito
P. phillyreifolius poriiSio, paplitusio Mauricijuje, — P. phillyreifolius var.
commersonii Milll. — sudét], taip pat nustaté, kad pagrindiniai tirto augalo junginiai
yra elagotaniny ir galo riigsties dariniai, taciau nei geraniino, nei jo dariniy §iame
poriiSyje nebuvo rasta. Kaip ir Siose studijose, abiejuose P. phillyreifolius
portisiuose buvo nustatyti kvercetino-3-gliukuronidas, galo ir elago riigstys.

Ekstrakcijos tirpiklis ir metodas turéjo jtakos iSgaunamy fenoliniy junginiy
kiekiui. Daugiausia kiekybiskai jvertinty junginiy buvo ETv ekstrakte, po jo
iSsidésto ETt, ETp, ACv, ACt ir ACp ekstraktai. Didesni fenoliniy junginiy kiekiai
buvo nustatyti ekstraktuose, gautuose taikant tradicinius ekstrakcijos metodus,
pvz., geraniino kiekis ACt ir ETt ekstraktuose buvo 93,2 mg/g SM, o ACp ir ETp
ekstraktuose — 84,7 mg/g SM.

Ankstesnés kity autoriy studijos parod¢, kad geraniinas pasizymi jvairiu
bioaktyvumu, pvz., antivirusiniu (Yang, Zhang, Fan, Qin ir Liu, 2012),
antibakteriniu (Funatogawa ir kt., 2004), antioksidaciniu, antivéziniu (Liu ir kt.,
2012)ir kt., todel tikeétina, kad didZiulis geraniino ir jo dariniy kiekis ekstraktuose
lemia stipry P. phillyreifolius AA. Ne veltui nustatytas stiprus koreliacinis rySys
(0,911+0,969) tarp geraniino kiekio ir ekstrakty AA. Anksciau iSsiaiskinta, kad
geraniino AA yra kur kas didesnis nei gerai Zinomy antioksidanty, tokiy kaip galo
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rugstis, rutinas, elago riigstis, kvercetinas, chlorogeniné ragstis, ir yra panasus j

epigalokatechino galato AA (Tabata ir kt., 2008).

4 lentelé. P. phillyreifolius ekstraktuose UESCh-QTOF metodu atskirti junginiai

N ST, Jonginys Molekuling m/z
min formulé [M-H]" [M-2H]> MS _
fragmentai
Muciko riigsties
1. 0,50 laktonas (Sousa ir kt., CsHgO4 191,0195 - -
2016)°
2. 0,55 FI'letOZéb C(,H1205 1 79,0559 - -
3. 1,00 Galo rugstis® C;HO5 169,0141 - -
4. 01’7255; Nezinomas junginys Ci5H20010 359,0983 - -
Katalpolis,
5. 1,45 antirhinozidas® Cy5sHx»0y 361,1139 - -
6. 2,15 Filanturino laktonas® C4sH 503 313,0935 - -
7. 2,20 Geraniinas® C41Hy3057 951,0740 475,033 -
1048,48,
Sy 972,56,
8. 2,55 Elaeokarpusinas C47H3403, 1109,0943 554,0445 30091
[EA-H]
Trigaloil-HHDP-
9. 2,85 gliukozé (Regueiro ir C41H23057 951,0742 475,0341 -
kt., 2014)°
10. 3,00 Nezinomas junginys C4H3,0,7 965,0889 - -
11. 3,05 Elago rtigstis® C14HOg 300,9984 - -
12. 3,10 Rutinas® C27H3001(, 609,1454 - -
13. 3,10 Nezinomas junginys CyoH34010 433,2074 - -
990,61,
14. 3,15 Filantusinas D" C44H3,0,7 991,1062 495,0490 300,91
[EA-H]
Kvercetino-3- 477,07,
15. 3,25 liukuronidas® CyH, 505 477,0667 - 301,04
g [EA-H]
16. 3,55 Kvercitrinas® CyHyOn, 4473761 - -

ST — sulaikymo trukmé; * identifikuota naudojant standarta; ® identifikuota naudojantis literatiiros

duomenimis bei ChemSpider duomeny baze.
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3.2. P phillyreifolius ekstrakty jtaka oksidaciniam stresui lastelése
3.2.1. P. phillyreifolius ekstrakty jtaka HEK293 lasteliu gyvybingumui

P. phillyreifolius ACv ir ETv ekstrakty citotoksiskumas (koncentracijos
ribose nuo 12,5 iki 1000 pg/mL) buvo jvertintas lasteliy gyvybingumo MTT ir
tripano meélynojo dazy pasiskirstymo testais. HEK293 lasteles ACv ir ETv
ekstraktais buvo veikiamos 24 h. CitotoksiSkumo jvertinimo testai parodé, kad abu
ekstraktai toksiski esant didesnei nei 500 pg/mL koncentracijai, taciau lastelés,
paveiktos mazesnés nei 250 pg/mL koncentracijos ekstraktais, iSlaiké didesnj nei
90 proc. gyvybingumg ir Sios koncentracijos ekstraktai buvo netoksiski (7 pav.).
Norint geriau jvertinti skirtumus tarp tirty ekstrakty, i§ MTT testo rezultaty buvo
apskaiciuotos koncentracijos, reikalingos lasteliy gyvybingumui sumazinti
50 proc. (IC50). ACv ir ETv ekstrakty IC50 reik§més buvo atitinkamai 489+31,8
ir 38746,84 ng/mL. Vadinasi, ETv ekstraktas pasizyméjo didesniu citotoksiskumu
nei ACv ekstraktas.

=
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= E = E
£ o 75 S o 75
2 e =2 =
E 50 SE 0
= o = o
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0+ 0
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7 pav. P. phillyreifolius ekstrakty jtaka HEK293 Iasteliy gyvybingumui, jvertinta
MTT (4) ir tripano mélynojo dazy pasiskirstymo (B) metodais. Lastelés ekstraktais buvo
veikiamos 24 h

3.2.2. P. phillyreifolius ekstrakty jtaka ROS lygiui HEK293 lastelése

Siekiant jvertinti AA lastelése, buvo nustatytas laisvyjy radikaly
susidarymas tam naudojant 2',7'-dichlorfluoresceino diacetata (DCFH-DA). Jis,
patekes 1 lastele, fluorescuoja dél oksiduojanciyjy medziagy poveikio ir
fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas intralasteliniy laisvyjy
radikaly (ROS) kiekiui. Pirmiausia buvo jvertinta ekstrakty jtaka ROS kiekiui
HEK293 Iastelése nesukeliant iSorinio oksidacinio streso. Kaip matyti i§ 8 pav.,
ACv ir ETv ekstraktai, esant 125 ir 250 pg/ml koncentracijai, reik§mingai
sumazino bazinj ROS lygj lastelése. Ankstesnés Septembre-Malaterre, Stanislaso,
Douraguios ir Gonthier (2016) studijos taip pat parodé, kad peliy 3T3-L1 lastelése,
paveiktose li¢iy, pasiflory vaisiy, Amerikos mangy ekstraktais, sumazéjo bazinis
ROS lygis.
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8 pav. P. phillyreifolius ekstrakty jtaka baziniam ROS lygiui HEK293 lastelése. Lastelés
ekstraktais buvo veikiamos 24 h

Oksidaciniam stresui (OS) lastelése sumodeliuoti kaip oksiduojantysis
agentas buvo pasirinktas H>O,. Dél galimos ekstrakty ir H,O» tiesioginés reakcijos
lasteleés ekstraktais buvo veikiamos 3 ir 24 h, tada praplautos fiziologiniu skysciu
ir tik tada imtos veikti DCFH-DA. IS 9 pav. matyti, kad H,O, ROS susidaryma
padidino nuo 98,7+5,74 iki 150,9+7,89 proc., palyginti su kontroliniu méginiu.
ISankstinis lasteliy apdorojimas ACv ir ETv ekstraktais, priklausomai nuo
koncentracijos, reikSmingai sumazino ROS susidarymg Iastelése. Nors 3 h
iSankstinis lasteliy apdorojimas su ekstraktais ROS susidarymg sumazino, taciau
24 h trukmés Igsteliy inkubavimas didesnés koncentracijos (125 ir 250 pg/ml)
ACv ir ETv ekstraktais visiskai neutralizavo H,O, sukelta OS. ACv ekstraktas
pasizyméjo geresniu AA lastelése nei ETv ekstraktas. Tikétina, kad geraniinas taip
pat, kaip ir kiti elagotaninai, gali daryti jtaka P. phillyreifolius gebai sumazinti
ROS susidaryma. Tai leidzia patvirtinti Wango ir kt. (2015) tyrimai, kuriuose
geraniinas, priklausomai nuo koncentracijos, sumazino ROS susidaryma Zzmogaus
hematomos (HepG2) lastelése.
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B 200

A

o
=

ROS fluorescencijos
intensyvumas
(% nuo kantrolinio méginio)
ROS fluorescencijos
intensyvumas
(% nuo kontrolinio méginio)
=]

w1
=1

0
H,0, (100 pM) - + + + o+ o+ H.0,(100 uM) - + + + o+ 4+
ETv/ACY (pg/ml) - - 2% 125 625 31,25 ETv/ACy (ug/ml) - - 2% 125 625 31,25

9 pav. P. phillyreifolius ekstrakty jtaka ROS lygiui HEK293 Iastelése, paveiktose H20x.
Lastelés su ACv ir ETv ekstraktais inkubuotos: 4 —3 h, B—24 h
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ROS susidarymo sumazéjimas lastelése, paveiktose P. phillyreifolius
ekstraktais, gali biiti susijes su tiesioginiu laisvyjy radikaly suri§imo mechanizmu
arba kitais netiesioginiais apsaugos nuo OS budais. Atsiranda vis daugiau
jrodymy, kad kai kurie antioksidantai turi jtakos antioksidaciniy fermenty lygio
lastelése reguliavimui (Wang ir kt., 2010). Siose studijose tirta, kaip i3ankstinis
lasteliy apdorojimas P. phillyreifolius ekstraktais veikia superoksido dismutaziy
(SOD1 ir SOD2), katalazés (KAT) ir glutationo peroksidazés (GPx)
antioksidaciniy fermenty geny ekspresija HEK293 lastelése (10 pav.).
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H,0,(100pM) - = -+ + o+ H0,(100 pM) - - T T
D
157 d 157
g T =2
ze ey
22 10 b ¢ he e, b b
E% I a;¢ EE= :|: a a -C
S5 054 2% 05 ols
S S g
04 04
Elv(250 pg/ml) -+ - -+ - Elv(250 ug/ml) - + - -+ -
ACv(250 pg/ml) - - + - - + ACV(250 pg/ml) - - + - - e
Ho100um) - - R Ho(100pN) - - -+

10 pav. P. phillyreifolius ekstrakty jtaka geny ekspresijai HEK293 Iastelése: 4 — SODI1,
B—-SOD2, C-KAT, D-GPx

Antioksidaciniy fermenty geny ekspresija lastelése, inkubuotose ACv ir
ETv ekstraktais, buvo reguliuojama skirtingai. Lastelése, paveiktose ETv
ekstraktu, SOD2 ir KAT geny ekspresija buvo aktyvinama, o SOD1 slopinama.
Lasteles apdorojus ACv ekstraktu, SOD2 geny ekspresija padidéjo, o SOD1, KAT
ir GPx geny ekspresija sumazéjo. Kiti mokslininkai, tirdami kvercetino (gerai
zinomo antioksidanto) jtakg tam tikry antioksidaciniy fermenty geny ekspresijai,
nustateé, kad kvercetinas antioksidaciniy fermenty geny ekspresija taip pat veikia
ivairiai: vieny fermenty geny ekspresija padidina, kity — sumazina (Alia ir kt.,
2006). Lastelése, paveiktose H>O», nors ir nedaug, bet reikSmingai sumazéjo
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SOD1, KAT ir GPx geny ekspresija. Sowndhararajano ir kt. (2015) studijose buvo
nustatyta panasi H»>O, jtaka Zmogaus hematomos HepG2 lasteliy SOD1, SOD2,
KAT ir GPx geny ekspresijai — §i sumazéjo, palyginti su H,O» nepaveiktomis
lastelémis. ISankstinis lasteliy apdorojimas P. phillyreifolius ekstraktais pries juos
paveikiant H»O, neturéjo jtakos antioksidaciniy fermenty geny ekspresijai,
iSskyrus atvejus, kai lastelés buvo apdorotos ACv ekstraktu. ACv ekstraktas
gerokai padidino SOD1 ir SOD2 geny ckspresija. Ankstesnése studijose
(Marimoutou ir kt., 2015; Wang ir kt., 2010) augaly ekstrakty jtaka antioksidaciniy
fermenty geny ckspresijai buvo skirtinga: vieny antioksidaciniy fermenty geny
ekspresija padidino, kity — sumazino ar neturéjo jtakos. Remiantis gautais
rezultatais, galima daryti prielaida, kad P. phillyreifolius ekstrakty antioksidacinis
aktyvumas pries H,O» suaktyvinta ROS gamyba lastelése buvo labiau susijes su
kitais veikimo mechanizmais nei su antioksidaciniy fermenty lygio reguliavimu.

3.3. ISsamus A. theiformis ekstrakty ir frakcijy antioksidacinio aktyvumo ir
mangiferino kiekio jvertinimas

3.3.1. Skirtingy ekstrakcijos metody ir tirpikliy jtaka A. theiformis ekstrakty
iSeigoms

Kadangi augalai yra sudaryti i§ jvairiausiy junginiy grupiy, todél norint
gauti pageidaujamos sudéties ir savybiy produktg labai svarbu parinkti tinkamag
ekstrakcijos tirpiklj ir metoda (Kraujaliené, Pukalskas ir Venskutonis, 2017).
Fenoliniai junginiai dél jy bioaktyvumo yra vertinami ir placiai pritaikomi vaisty,
kosmetikos, maisto papildy gamyboje, todél daznai ekstrakcijos tikslas yra iSgauti
fenoliniy junginiy turinéius ekstraktus. Siose studijose A. theiformis lapy
ekstraktai buvo iSgauti naudojant didéjancio poliSkumo tirpiklius, taikant
tradicinius ir didelio slégio ekstrakcijos metodus. Ekstraktai gauti taikant
vienpakope arba daugiapakope ekstrakcija. Kaip ir tikétasi, maziausia ekstrakty
iSeiga buvo gauta ekstrahuojant heksanu ir didéjo didéjant tirpikliy
poliskumui (6 lent.). Heksanas buvo naudojamas augaly zaliavos riebalams
pasalinti. Didziausiomis ekstrakty iSeigomis pasizyméjo 70 proc. etanoliniai
ekstraktai. Daugiapakopéje ekstrakcijoje bendros ekstrakty iSeigos buvo labai
panasios, nepriklausomai nuo taikyty ekstrakcijos metody, ir svyravo nuo 36,98
iki 40,81 proc. Taip pat buvo nustatyta, kad ETPS ekstrakty iSeigos esant 140 °C
temperatiirai didesnés nei 70 °C temperatiiroje.

3.3.2. Skirtingy ekstrakcijos metodu ir tirpikliy jtaka A. theiformis ekstrakty
antioksidaciniam aktyvumui

Hidrofiliniy A. theiformis ekstrakty AA jvertinti buvo taikomi jvairiis gerai
zinomi AA jvertinimo metodai, kurie paremti elektrono arba vandenilio atomo
mainais. Tirty A. theiformis ekstrakty antioksidaciné galia priklausé nuo
ekstrakcijos tirpiklio ir metodo (7 lent.). Didziausiu BFJK ir AA pasizyméjo
70 proc. etanoliniai ekstraktai. 70 proc. etanolis buvo tinkamiausias tirpiklis
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A. theiformis antioksidantams iSgauti. Tai matyti i§ perskaiiuoty | sausaja
zaliavos mase AA reikSmiy, kurios daugiau nei du kartus didesnés nei acetoniniy
ekstrakty. Tradiciniais ekstrakcijos budais gauty ekstrakty AA buvo gerokai
didesnis nei gauty ekstrakcijai taikant didelj slégj. Didesné ETPS
temperatiira (140 °C) nors ir padidino ekstrakty iSeigas, taciau turéjo neigiamos
jtakos ekstrakty AA — jis buvo kur kas mazesnis nei ekstrakty, gauty 70 °C
temperatiiroje. Ypa¢ sumazéjo vandeninio ekstrakto (Vi4), gauto ekstrahuojant
140 °C temperatiiroje, aktyvumas. Maceravimo maisykléje biidu ekstrakcijai
naudojant 70 proc. etanolj antioksidanty buvo iSgauta daugiau nei atlickant
daugiapakope¢ ekstrakcija. Be to, taikant tam tikrus metodus didelio slégio
ekstrakcija buvo pranaSesné¢ uz tradicinius ekstrakcijos metodus. Priesingi
rezultatai buvo gauti Turkmen, Sari ir Velioglu (2006) studijose — jos parodé, kad
vienpakopé ekstrakcija, palyginti su daugiapakope, yra nepakankama
antioksidantams iSgauti. Vienas i§ galimy paaiskinimy buty toks, kad
daugiapakopé ekstrakcija skirtingais tirpikliais i§ dalies sugrupuoja fenolinius
junginius pagal jy poliskuma ir taip sugrupuoti junginiai gali pasizyméti
antagonistiniu arba sinerginiu veikimu. Jvertinus gautus rezultatus tikétina, kad
ETv ekstrakto junginiai veiké vienas kita sinergiSkai ir tai padidino ekstrakto
antioksidacinj aktyvuma.

6 lentelé. A. theiformis ekstrakty iSeigos (AL —augalo liekanoje, PRAM — pradinéje augalo
maséje)

Ep1 0,
Meéginys AL S PRAM
Tiesioginé ekstrakcija
HE (SOE) 2,62+0,04° 2,62°
ACv (SOE) 10,97+0,79¢ 11,0¢
ETv (MME) 34,07 + 0,66 34,18
Pakopiné ekstrakcija

HE (SOE) 2,620,047 2,62°
ACt (SOE) 9,40 + 0,374 9,154
ETt (MME) 28,79+0,33! 25,3f
z 37,1

HEw (ETPS) 2,4740,23° 2,47
ACx (ETPS) 6,65+0,02° 6,49¢
ET70 (ETPS) 27,86+0,36" 25.4F
V70 (ETPS) 13,45+0,29f 8,83¢
z 43,2
HE 40 (ETPS) 3,59+0,13° 3,590
AC40 (ETPS) 6,72+0,01° 6,48¢
ET140 (ETPS) 28,80+0,13 25,9°
V140 (ETPS) 14,650,102 9,384
z 45,4

Nurodytos vidutinés trijy matavimy vertés + StN; a—j raidés prie skaiCiy tame paciame stulpelyje
nurodo reik§mingus skirtumus tarp ekstrakty (Tukey testas, ANOVA, p <0,05).
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3.3.3. 70 proc. etanolinio A. theiformis ekstrakto frakcionavimas ir gauty
frakciju charakterizavimas

Iprastai augaly ekstraktai turi daugybe junginiy, kurie gali pasizyméti
skirtingu AA, tam tikrais atvejais prooksidaciniu aktyvumu arba biiti neutraliis
radikaly sujungimo procesuose (Pukalskas, Venskutonis, Salido, Waard ir Van
Beek, 2012). Ekstrakty frakcionavimas suteikia vertingos informacijos apie
ekstraktuose esanciy junginiy savybes, kartais net apie sinerginj arba antagonistinj
veikima. 70 proc. etanolinis 4. theiformis ekstraktas (ETv) frakcionuotas skysc¢iy-
skysCiy ekstrakcijos biidu. IS gauty frakcijy didZiausia iSeiga pasizyméjo n-
butanolio frakcija (48 proc.), toliau i$sidésto vandens, etilacetato ir heksano
frakcijos (8 lent.). Pagrindinis A. theiformis junginys — mangiferinas — yra linkes
nusésti zemoje temperatiiroje (Danthu ir kt., 2010), todel Svieziai paruostas ETv
ekstraktas taip pat buvo frakcionuotas atSaldant 6 °C temperatiiroje.
Frakcionuojant Zemoje temperatiiroje gauty frakcijy iSeigos svyravo gana placiose
ribose, taciau buvo nustatyta, kad apie 36,3 proc. visy ekstrakto medziagy yra
linkusios nusésti Zemoje temperatiiroje.

8 lentelé. Zaliavinio ETv ekstrakto ir jo frakcijy iSeiga, BFJK ir antioksidacinis aktyvumas

BFIK, DPPH', ABTS", FRAP,
Meéginys ISeiga, % mg GRE/g uM TE/g uM TE/g uM TE/g
SE/SF SE/SF SE/SF SE/SF
Zaliavinis . 362+ 6,28 3267+81,5" 45951115 4473£129¢
(ETv)
Frakcijos, gautos skysc¢iy-skysciy ekstrakcijos bidu
Heksano (Hef) 14,240,3 42,440,620 3024598  51121,8°  461£17,1°
E“(lgccega“’ 17,0£0,81  20842,77° 1340263  2106:46,0°  2030+104°
n'b(”ntf‘é‘i‘.’)h‘) 48,060,901  423x479'  3496:28.4%  4555262°  4818+85,5¢
Vandens (Vf) 17,742,41 25744785 1969+92,4%  2589+14,1° 14764688

Frakcijos, gautos Saldant ekstrakta 6 °C temperatiiroje

1 laikymas, 2,06+8,23 20143,68°  1568+51,5°  1946247,5° 1857109

zalia (Zf1)

! laikymas, 14,14+29,12  491+16,68  4333+21,00  6878+47,8"  4298+129°
nusédusi (Nf1)

2 laikymas, 2.06-19,54  599+4.40"  4816£62,3  7951£360¢  5582+87.7%
nusédusi (Nf2)

Skaidri (Sf) 63,7 30043,56° 235943975 4054+175¢  2656+£54,6¢
Mangiferinas - 668+8,58! 4282+246" 72274226° 6750+2,13"

Nurodytos vidutinés trijy matavimy vertés £ StN; a—i raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje
nurodo reik§mingus skirtumus tarp méginiy (Tukey testas, ANOVA, p <0,05).
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BFJK ir antioksidacinis gauty frakcijy aktyvumas pateikti 8 lent. Kaip
daugelyje ankstesniy studijy, Siose studijose kai kurios iSgrynintos frakcijos taip
pat pasizyméjo kur kas didesniu AA nei zaliavinis ekstraktas. Geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo n-butanolio, etilacetato, vandens ir Nf2
frakcijos. Taip pat buvo jvertintas mangiferino standarto AA — jis buvo panasus |
kai kuriy frakcijy aktyvuma. Atkreiptinas démesys j Nf2 frakcijg, kurios DPPH" ir
ABTS"" radikaly suri§imo geba buvo net didesné nei mangiferino. Tai parodo, kad
kiti A. theiformis junginiai taip pat gali turéti reikSmingos jtakos AA arba veikti
sinergiskai.

3.3.4. Fitocheminé A. theiformis ekstrakty ir frakciju sudétis

Fitocheminé analizé parod¢, kad A. theiformis ekstraktuose yra gausu
mangiferino ir saponiny (11 pav., 9 lent.).

7a o A B
Inters, Intens,
x10* x‘%‘
3 i % 9b|| 3
2 3 £¢ — 2 9
1 3,00 400 500 9 4,005,006,00 1 4 5 10 12
5 8
Mo el e ze Ko ool | ) | t5ess A gl
2 4 6 Lalkas, min 2 4 6 Laikas, min
c D
Intens, 3 Int 3
¥ o
x10
4 4
3
2 9 2
1 4 9
0 \ A . 1 fL st 0 1\ fo
2 4 6 Laikas, min 2 4 6 Laikas, min
E F
\mens‘
‘I'll?{g; X0
X
3 3
2 2 3
1 3 4 1 R ?
5 9 7 101 1
0 Zh Ao S e 0 i 5133 MLZAL_«.»
2 4 6 Laikas, min 2 4 & Laikas, min
Intens, G Intens, H
x10* x10*
4 4
3 3
2 ’\ 3 2 N
1 2 4 1
0 ! AI\ ’\ 0 T
2 4 Laikas, min 2 4 Laikas, min

_11 pav. A. theiformis ETv ekstrakto (4) ir jo frakcijy (B—H) chromatogramos:
Zf1 (B), Nfl (C), Nf2(D), St (E), n-Bf (F), ECf (G), Vf (H). Smailes atitinkantys
junginiai paaiskinti 9 lent.
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Kiekybiné UESCh-QTOF analizé buvo atlikta naudojant etaloninius
standartus ir junginio kiekis apskaiCiuotas pagal smailés plota i§ etaloninio
junginio kalibracinés kreivés. Identifikuoty junginiy kiekiai ekstraktuose ir
frakcijose pateikti atitinkamai 10 ir 11 lent.

9 lentelé. 4. theiformis ekstraktuose UESCh-QTOF metodu atskirti junginiai

. m/z
Nr. ST Junginys Molekullln ¢ MS
formulé [M-H] .
fragmentai
1. 0,35 Fruktoze® CeH1206 179,0563 -
2. 170  [iflofenono-3-CobetaD- o b 407 0084 ]
gliukopiranozidas
3. 1,85 Mangiferinas® Ci9H1s011 421,0777 -
4. 2,75 Nezinomas saponinas C37H60014 727,3910 -
Hidroksitormentinés 503,3371
5. 3,20 riigitics darinys* C37H60013 711,3961 [HTA-H]
Tormentinés rugsties 649,3949,
6 3,60 P CyHeOn 6954012 4873427
Y [TA-H]
7a. 361 23-hidroksitormentings o b6 5033372 -
riigsties izomeras
7o. 473 23-hidroksitormentiné o L6 5033372 -
rugstis
Te. 5,14 23 -?lqrf)ks}tomeml}:es C30H4806 503,3372 -
riigSties izomeras
8. 4,45 NeZinomas junginys Ci6H2806 315,1813 -
9. 4,34 Tormentinés rugsties C3oHasOs  487,3429 -
izomeras
9b. 5,60 Tormentiné ragstis® C30H430s 487,3429 -
9. 574 Tormentinés riigsties CxoHuOs  487,3429 -
izomeras
10. 5,85 Nezinomas junginys CisH3003 293,2027 -
. 635  Maslininé/korosoling o by 471 3480 .
rigstis
12. 6,40 Nezinomas junginys CisH3203 295,2279 -
13. 4,13 Nezinomas junginys C30Has07 520,7039 -
14. 5,90 Kilainé rugstis® C30H4605 485,3272 -

ST — sulaikymo trukmé; ® identifikuota naudojant standarta; ° identifikuota naudojantis literatiiros
duomenimis bei ChemSpider duomeny baze; * preliminariai identifikuota.

Mangiferinas, tormentiné (TR) ir hidroksitormentiné (HTR) riigstys buvo
identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti atlickant UESCh-QTOF analiz¢. Rezultatai
patvirtinti palyginus spektrinius duomenis su etaloniniy standarty spektriniais
duomenimis (tikslia mase, molekuline formule ir i§¢jimo laiku).
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Nors §ie junginiai jau anksc¢iau buvo identifikuoti 4. theiformis augale,
taciau mokslingje literatiiroje nepavyko rasti nustatyty jy kiekiy. Ankstesniuose
A. theiformis fitocheminés sudéties tyrimuose taip pat buvo identifikuoti trys
triterpeny gliukozidai: tormentinés rtigsties esterio gliukozidas (C3sHssO10), 23-
hidroksitormentinés  raigSties esterio  gliukozidas (Cs¢HssO11) ir  6f-
hidroksitormentinés rtigsties esterio gliukozidas (C3sHssO11) (Gopalsamy, Vargas,
Guého, Ricaud ir Hostettmann, 1988). Siose studijose $ie junginiai nebuvo
identifikuoti, tadiau vietoj jy buvo rasti kiti didelés molekulinés masés junginiai,
turintys molekulines formules C37He0O14, C37Hs0O13 ir C37H60012. Junginys, kurio
molekuliné formulé¢ C37HeO12, po MS/MS fragmentavimo tur¢jo du fragmento
jonus: m/z 649,3949 ir 487,3427. Fragmento jonas, kurio m/z 487,3427, atitinka
TR jono formulg, taigi Sis junginys preliminariai buvo identifikuotas kaip
TR darinys. Tommasi, Rastrelli, Cumandos, Speranzos ir Pizzos (1996) studijose
TR darinys (tormentinés rugsties 3fl-O-a-L-ramnopiranosidas) taip pat po
fragmentavimo tur¢jo $j fragmenta.

Nesant pakankamai informacijos apie junginiy struktiiras, ne visus
A. theiformis junginius pavyko atpazinti. Keli i$ jy buvo identifikuoti naudojantis
masiy spektry bibliotekomis. Tikétina, kad identifikuoti junginiai dél ankséiau
nustatyto didelio bioaktyvumo (antioksidacinio, uzdegimo slopinamojo ir kity)
turi didele jtaka A. theiformis ekstrakty AA. IS kiekybiskai jvertinty junginiy
mangiferino koncentracija buvo didziausia ir svyravo nuo 1,14 iki 35,6 mg/g SM.

Buvo nustatyta stipri koreliacija (0,892-0,969) tarp mangiferino kiekio ir
frakcijy AA, taciau koreliacija tarp mangiferino kiekio ir ekstrakty AA buvo kur
kas silpnesné (0,487-0,689). Stipriausia koreliacija buvo tarp mangiferino kiekio
ir DPPH" ver¢iy (ekstrakty) bei FRAP veréiy (frakcijy). Sie rezultatai parodo, kad
mangiferinas yra atsakingas uz stipry frakcijy AA. Tikétina, kad ekstraktuose
esantys kiti junginiai taip pat turi reikSmingos jtakos A. theiformis AA.

3.4. Teorinés galimybés panaudoti tirtus augalus kaip funkcionalius
ingredientus Kkuriant maisto papildus, farmacijos ir kosmetikos
produktus

OS yra pagrindiné kai kuriy ligy, tarp jy vézio, Sirdies ir kraujagysliy ligy,
vystymosi ir progresavimo prieZastis. Norint kovoti su nepageidaujamu laisvyjy
radikaly sukeltu OS, naudinga mityba papildyti antioksidantais. Augalai,
pasizymintys dideliu AA, gerai tinka Siam tikslui (Kasote, Katyare, Hegde ir Bae,
2015). Ne veltui atlickama daugybé tyrimy ieskant naujy augaly, pasizyminCiy
ivairiu bioaktyvumu.

Tirti P. phillyreifolius ir A. theiformis ekstraktai pasizymi i$skirtinai dideliu
AA, artimu kity augaly rusiy, kuriy AA pripazintas visame pasaulyje, AA ar
didesniu. Tarp Siy augaly — bazilikai (Juliani ir Simon, 2002), raudonéliai
(Brandstetter, Berthold, Isnardy, Solar ir Elmadfa, 2009), indiniai mangai
(Surveswaran, Cai, Corke ir Sun, 2007) ir Salvia genties augalai (gulniﬁté,
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Ragazinskiené ir Venskutonis, 2016). Didelio AA augalai neretai pasizymi ir
kitokiu Dbiologiniu aktyvumu, pvz., uzdegimo slopinamuoju, antivirusiniu
poveikiu ir kt. Todél kituose darbuose biity galima toliau tirti P. phillyreifolius ir
A. theiformis augalus siekiant nustatyti kitokj jy bioaktyvuma ir rasti daugiau jy
pritaikymo biidy.

Didelis AA yra neatsicjamas nuo bioaktyviyjy junginiy, esanéiy Siose
augaly rusyse. Nustatyta, kad geraniinas yra dominuojantis P. phillyreifolius
junginys; jo kiekis ekstraktuose sieké iki 110 mg/g SM. Palyginimui: geraniino
kiekis kitame jo daug turin¢iame augale — G. thunbergi — buvo apie 8,65 mg/g SM
(Luger ir kt., 1998). Japonijoje Sis augalas dél jame esanio geraniino yra
sertifikuotas kaip oficialus vaistas nuo diaréjos. Daugybé ankstesniy studijy
parodé, kad geraniinas pasizymi jvairiu bioaktyvumu, todél Sis junginys ir jo
turincios augaly rasys yra perspektyvus tolesniy tyrimy objektas. Aktualu ieskoti
§io junginio pritaikymo biidy farmacijos, maisto papildy ir kosmetikos pramonése.

P. phillyreifolius ekstraktuose taip pat gausu elago riigsties — jos kiekis sieké
iki 8,65 mg/g SM. Ivairios uogos yra puikis elago rugsties Saltiniai: 100 g Svieziy
uogy gali bati apie 71 mg Sios rugsties (Héikkinen, Kérenlampi, Mykkéanen ir
Torronen, 2000). Kosmetikos pramong yra pritaikiusi elago riig§tj komerciniuose
produktuose (pvz., ,,L'Oréal* kreme ,, White Perfect Laser) — Sie gaminiai pasalina
démes odoje.

Sie tyrimai parodé, kad mangiferinas yra pagrindinis 4. theiformis junginys;
jo kiekis ekstraktuose sieké iki 35,6 mg/g SM. Palyginimui: mangiferino kiekis
skirtingose indinio mango (Mangifera indica) dalyse svyravo nuo 2,59 iki
12,94 mg/g SM (Marcela ir kt., 2017; Vo, Nguyen, Nguyen ir Ushakova, 2017).
Ankstesnése studijose nustatyta, kad mangiferinas turi apsauginj poveikj nuo tokiy
degeneraciniy ligy kaip aterosklerozé, kriities, storosios zarnos, odos, gimdos
vézys, diabetas (Imran ir kt., 2017). Kuboje daug mangiferino turintis mangy
zieves ekstraktas ,,Vimang* naudojamas tradicinéje medicinoje gydant storosios
7arnos vézj. Nustatyta, kad ,,Vimang* padeda pagerinti ZIV ar sistemine raudonaja
vilklige serganciy pacienty gyvenimo kokybe. Pastaraisiais metais buvo isleista
daugybé patenty, susijusiy su mangiferino ir jo dariniy terapiniu ar kosmetiniu
pritaikymu (Telang, Dhulap, Mandhare ir Hirwani, 2013).

Keletas sékmingy P. phillyreifolius ir A. theiformis augaluose esanciy
bioaktyviyjy junginiy pritaikymo jvairiems tikslams pavyzdziy parodé, kad Sios
augaly rtsys gali biiti naudojamos kaip funkcionaliis ingredientai kuriant maisto
papildus, medicinos ar kosmetikos produktus. Sie tyrimai yra tik pirmas Zingsnis
atkreipiant démesj j Siy augaly rasiy svarba. Kad Sie augalai galéty bati pritaikomi
praktiskai, reikia atlikti daugiau tyrimy.
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ISVADOS

1.

Skirtingy ekstrakcijos schemy taikymas turéjo jtakos bioaktyviy Phyllanthus
phillyreifolius (PP) ir Aphloia theiformis (AT) ekstrakty iSgavimui.
Didziausios ekstrakty iSeigos buvo gautos ekstrahuojant vandens ir etanolio
(3:7) miSiniu (27,86-34,03 proc.), gerokai maZesnés — ekstrahuojant
vandeniu (13,45-14,65 proc.), acetonu (5,98-11,5 proc.), heksanu (2,14—
2,62 proc.) ir SKE-CO, (1,26-2,52 proc.). Tradiciniais metodais gautos
ekstrakty iSeigos buvo didesnés nei gautos didelio slégio eckstrakcijos
metodais. Daugiapakopé ekstrakcija 1émé didesnes PP ekstrakty iSeigas nei
vienpakopé ekstrakcija.

Sistemingai vertinant ekstrakty antioksidacinj aktyvuma (AA) nustatyta, kad
hidrofiliniai PP ir AT ekstraktai yra labai stipriis antioksidantai. Vandens ir
etanolio (3:7) miSinys buvo tinkamiausias tirpiklis antioksidaciniu aktyvumu
pasizymintiems PP ir AT junginiams iSgauti. Tiesioginis zaliavos
ekstrahavimas maceruojant maiSykléje efektyviausiai sumazino pradinés PP
zaliavos AA. Frakcionuojant 70 proc. etanolinj AT ekstrakta, gautos kelios
frakcijos, pasizymincios itin stipriu AA, kuris prilygo mangiferino AA. PP
ir AT ekstraktuose buvo nustatyta stipri koreliacija tarp bendrojo fenoliniy
junginiy kiekio ir AA, jvertinto taikant skirtingas in vitro AA jvertinimo
metodikas, atitinkamai (0,975-0,994) ir (0,936-0,994).

Geraniinas buvo vyraujantis junginys hidrofiliniuose PP ekstraktuose, jo
koncentracija svyravo nuo 13,2 iki 110 mg/g SM. Lipofiliniuose PP
ekstraktuose buvo gausu a-tokoferolio (0,27-0,38 mg/g SM). Mangiferinas
buvo dominuojantis AT junginys, jo koncentracija ekstraktuose sieke iki
36,5 mg/g SM, o frakcijose — iki 557 mg/g SF.

ISankstinis HEK?293 Iasteliy apdorojimas skirtingos koncentracijos
acetoniniais ir 70 proc. etanoliniais PP ekstraktais reik§mingai sumazino
arba visiSkai inhibavo H>O, padidintag ROS gamybag ir taip apsaugojo lasteles
nuo oksidacinio streso. Antioksidaciniy fermenty geny ekspresija buvo
veikiama iSankstinio HEK293 Iasteliy apdorojimo PP ekstraktais.
CitotoksiSkumo tyrimai parodé, kad abu tirti ekstraktai netoksiski esant
250 pg/ml ir mazesnei koncentracijai.

33



LITERATURA

10.

11.

34

ALIA, M., RAMOS, S., MATEOS, R., GRANADO-SERRANO, A.B.,
BRAVO, L. and GOYA, L. Quercetin Protects Human Hepatoma HepG2
Against Oxidative Stress Induced by Tert-butyl Hydroperoxide. Toxicology
and Applied Pharmacology. 2006, 212(2), 110—118. ISSN 0041-008X.
BRANDSTETTER, S., BERTHOLD, C., ISNARDY, B., SOLAR, S. and
ELMADFA, I. Impact of Gamma-Irradiation on the Antioxidative Properties
of Sage, Thyme, and Oregano. Food and Chemical Toxicology. 2009, 47(9),
2230-2235. ISSN 0278-6915.

DANTHU, P., LUBRANO, C., FLAVET, L., RAHAJANIRINA, V.,
BEHRA, O., FROMAGEOT, C., RABEVOHITRA, R. and ROGER, E.
Biological Factors Influencing Production of Xanthones in Aphloia
Theiformis. Chemistry and Biodiversity. 2010, 7, 140—150. ISSN 1612-1880.
FUNATOGAWA, K., HAYASHI, S., SHIMOMURA, H., YOSHIDA, T.,
HATANO, T., ITO, H. and HIRAI, Y. Antibacterial Activity of
Hydrolyzable Tannins Derived from Medicinal Plants Against Helicobacter
Pylori. Microbiology and Immunology. 2004, 48(4), 251-261. ISSN 1348-
0421.

GILANI, A. H. and ATTA-UR-RAHMAN. Trends in Ethnopharmacology.
Journal of Ethnopharmacology. 2005, 100(1-2), 43—49. ISSN 0378-8741.
GOKMEN, V., SERPEN, A., PELLEGRINI, N. and FOGLIANO, V. Direct
Measurement of the Total Antioxidant Capacity of Cereal Products. Journal
of Cereal Science. 2009, 48, 816-820. ISSN 0733-5210.

GOPALSAMY, N., VARGAS, D., GUEHO, J., RICAUD, C. and
HOSTETTMANN, K. Saponins from Leaves of Aphloia Theiformis.
Phytochemistry. 1988, 27(11), 3593-3595. ISSN 0031-9422.

HAKKINEN, S.H., KARENLAMPI, S.0., MYKKANEN, H.M. and
TORRONEN, A.R. Influence of Domestic Processing and Storage on
Flavonol Contents in Berries. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
2000, 48(7), 2960-2965. ISSN 1520-5188.

IMRAN, M., ARSHAD, M. S., BUTT, M. S., KWON, J. H., ARSHAD,
M. U. and SULTAN, M. T. Mangiferin: A Natural Miracle Bioactive
Compound Against Lifestyle Related Disorders. Lipids in Health and
Disease. 2017, 16(1), 1-17. ISSN 1476-511X.

YANG, Y., ZHANG, L., FAN, X., QIN, C. and LIU, J. Antiviral Effect of
Geraniin on Human Enterovirus 71 In Vitro and In Vivo. Bioorganic and
Medicinal Chemistry Letters. 2012, 22(6), 2209-2211. ISSN 0960-894X.
YEAP FOO, L. and WONG, H. Phyllanthusiin D, an Unusual Hydrolysable
Tannin from Phyllanthus Amarus. Phytochemistry. 1992, 31(2), 711-713.
ISSN 0031-9422.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

JULIANI, H. R. and SIMON, J. E. Antioxidant Activity of Basil. Trends in
New Crops and New Uses. 2002, 575-579. ISSN 0157-9711.

KASOTE, D.M., KATYARE, S.S., HEGDE, M.V. and BAE, H.
Significance of Antioxidant Potential of Plants and Its Relevance to
Therapeutic Applications. International Journal of Biological Sciences.
2015, 11(8), 982-991. ISSN 1449-2288.

KRAUJALIENE, V., PUKALSKAS, A. and VENSKUTONIS, P.R.
Biorefining of Goldenrod (Solidago Virgaurea L.) Leaves by Supercritical
Fluid and Pressurized Liquid Extraction and Evaluation of Antioxidant
Properties and Main Phytochemicals in the Fractions and Plant Material.
Journal of Functional Foods. 2017, 37,200-208. ISSN 1756-4646.
KUMARAN, A. and KARUNAKARAN, R. J. Nitric Oxide Radical
Scavenging Active Components from Phyllanthus Emblica L. Plant Foods
for Human Nutrition. 2006, 61(1), 1-5. ISSN 0921-9668.

LIU, X., ZHAO, M., WU, K., CHAL X., YU, H., TAO, Z. and WANG, J.
Immunomodulatory and Anticancer Activities of Phenolics from Emblica
Fruit (Phyllanthus Emblica L.). Food Chemistry. 2012, 131(2), 685—690.
ISSN 0308-8146.

LUGER, P., WEBER, M., KASHINO, S., AMAKURA, Y., YOSHIDA, T.,
OKUDA, T., BEURSKEN, G. and DAUTER, Z. Structure of the Tannin
Geraniin Based on Conventional X-ray Data at 295 K and on Synchrotron
Data at 293 and 120 K. Acta Crystallographica Section B Structural Science.
1998, 54(5), 687-694. ISSN 2052-5206.

MAHOMOODALLY, M. F., YERLIKAYA, S., LLORENT-MARTINEZ,
E.J.,UGURLU, A., BALOGLU, M. C., ALTUNOGLU, Y. C., MOLLICA,
A., DARDENNE, K. K., AUMEERUDDY, M. Z., PUCHOOA, D. and
ZENGIN, G. Pharmacological and Polyphenolic Profiles of Phyllanthus
Phillyreifolius Var. Commersonii Miill. Arg: An Unexplored Endemic
Species from Mauritius. Food Research International. 2018, 115, 425-438.
ISSN 0963-9969.

MARCELA, M., SANTIAGO, Z., TANIA, R. J., STEPHANIA, R,
ANDRES, F.A., MALDONADO, M.E., ZAMORANO, P. and
BENJAMIN, A. R. Mangiferin Content, Carotenoids, Tannins and Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC) Values of Six Mango (Mangifera
Indica) Cultivars from the Colombian Caribbean. Journal of Medicinal
Plants Research. 2017, 11(7), 144-152. ISSN 1996-0875.
MARIMOUTOU, M., Le SAGE, F., SMADJA, J., LEFEBVRE, C,,
GONTHIER, M. and SILVA, C. R. (2015). Antioxidant Polyphenol-Rich
Extracts from the Medicinal Plants Antirhea Borbonica, Doratoxylon
Apetalum and Gouania Mauritiana Protect 3T3-L1 Preadipocytes Against
H»0,, TNF and LPS Inflammatory Mediators by Regulating the Expression

35



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

36

of Superoxide. Journal of Inflammation. 2015, 12(10), 1-15. ISSN 1476-
9255.

PUKALSKAS, A., VENSKUTONIS, P. R., SALIDO, S., WAARD, P.D.,
VAN BEEK, T.A. Isolation, Identification and Activity of Natural
Antioxidants from Horehound (Marrubium Vulgare L.) Cultivated In
Lithuania. Food Chemistry. 2012, 130(3), 695-701. ISSN 0308-8146.
REGUEIRO, J., SANCHEZ-GONZALEZ, C., VALLVERDU-QUERALT,
A., SIMAL-GANDARA, J., LAMUELA-RAVENTOS, R. and
[ZQUIERDO-PULIDO, M. Comprehensive Identification of Walnut
Polyphenols by Liquid Chromatography Coupled to Linear Ion Trap-
Orbitrap Mass Spectrometry. Food Chemistry. 2014, 152, 340-348. ISSN
0308-8146.

ROSA, L. A., MORENO-ESCAMILLA, J. O., RODRIGO-GARCIA, J. and
ALVAREZ-PARRILLA,E. Phenolic Compounds. In Postharvest
Physiology and Biochemistry of Fruits and Vegetables. Elsevier Inc. 2019.
ISBN: 9780128132791.

SEPTEMBRE-MALATERRE, A., STANISLAS, G., DOURAGUIA, E. and
GONTHIER, M. Evaluation of Nutritional and Antioxidant Properties of the
Tropical Fruits Banana, Litchi, Mango, Papaya, Passion Fruit and Pineapple
Cultivated in Réunion French Island. Food Chemistry. 2016, 212, 225-233.
ISSN 0308-8146.

SOUSA, A. D., MAIA, A. 1. V., RODRIGUES, T. H. S., CANUTO, K. M.,
RIBEIRO, P.R.V., VIEIRA, R.F. and DE BRITO E.S. Ultrasound-
assisted and Pressurized Liquid Extraction of Phenolic Compounds From
Phyllanthus Amarus and Its Composition Evaluation by UPLC-QTOF.
Industrial Crops and Products. 2016, 79, 91-103. ISSN 0926-6690.
SOWNDHARARAIJAN, K., HONG, S., JHOO, J. W., KIM, S. and
CHIN, N. L. Effect of Acetone Extract from Stem Bark of Acacia Species
(4. Dealbata, A. Ferruginea and A. Leucophloea) on Antioxidant Enzymes
Status in Hydrogen Peroxide-Induced Hepg2 Cells. Saudi Journal of
Biological Sciences. 2015, 22(6), 685-691. ISSN 1319-562X.

SPRENGER, R.D.F. and CASS, Q.B. Characterization of Four
Phyllanthus Species Using Liquid Chromatography Coupled to Tandem
Mass Spectrometry. Journal of Chromatography. 2013, 1291, 97-103. ISSN
0021-9673.

SURVESWARAN, S., CAl, Y. Z., CORKE, H. and SUN, M. Systematic
Evaluation of Natural Phenolic Antioxidants from 133 Indian Medicinal
Plants. Food Chemistry. 2007, 102(3), 938-953. ISSN 0308-8146.
SULNIUTE, V., RAGAZINSKIENE, O. and VENSKUTONIS, P.R.
Comprehensive Evaluation of Antioxidant Potential of 10 Salvia Species
Using High Pressure Methods for the Isolation of Lipophilic and Hydrophilic



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Plant Fractions. Plant Foods for Human Nutrition. 2016, 71(1), 64—71. ISSN
1573-9104.

TABATA, H., KATSUBE, T., TSUMA, T., OHTA, Y., IMAWAKA, N. and
UTSUMLI, T. Isolation and Evaluation of the Radical-Scavenging Activity of
the Antioxidants in the Leaves of an Edible Plant, Mallotus Japonicus. Food
Chemistry. 2008, 109(1), 64—71. ISSN 0308-8146.

TELANG, M., DHULAP, S., MANDHARE, A. and HIRWANI, R.
Therapeutic and Cosmetic Applications of Mangiferin: A Patent Review.
Expert Opinion on Therapeutic Patents. 2013, 23(12), 1561-1580. ISSN
1744-7674.

TOMMASI N. D. E., RASTRELLI, L., CUMANDA, J., SPERANZA, G.
and PIZZA, C. Aryl and Triterpenic Glycosides from Margyricarpus
Setosus. Phytochemistry.1996, 42(1), 163—167. ISSN 0031-9422.
TURKMEN, N., SARI, F. and VELIOGLU, Y. S. Effects of Extraction
Solvents on Concentration and Antioxidant Activity of Black and Black
Mate Tea Polyphenols Determined by Ferrous Tartrate and Folin-Ciocalteu
Methods. Food Chemistry. 2006, 99(4), 835-841. ISSN 0308-8146.

VO, T. H. T., NGUYEN, T. D., NGUYEN, Q. H. and USHAKOVA, N. A.
Extraction of Mangiferin from the Leaves of the Mango Tree Mangifera
Indica and Evaluation of Its Biological Activity in Terms of Blockade of A-
Glucosidase. Pharmaceutical Chemistry Journal. 2017, 51(9), 806-810.
ISSN 0091-150X.

WANG, P., PENG, X., WEI, Z. F., WEL, F. Y., WANG, W., MA, W.D.,
YAO, L. P, FU, Y. J. and ZU, Y. G. Geraniin Exerts Cytoprotective Effect
Against Cellular Oxidative Stress by Upregulation of Nrf2-Mediated
Antioxidant Enzyme Expression via PI3K/AKT and ERK1/2 Pathway.
Biochimica et Biophysica Acta — General Subjects. 2015, 1850(9), 1751—
1761. ISSN 0304-4165.

WANG, X., HAI C. X., LIANG, X., YU, S. X., ZHANG, W. and LI, Y. L.
The Protective Effects of Acanthopanax Senticosus Harms Aqueous Extracts
Against Oxidative Stress: Role of Nrf2 and Antioxidant Enzymes. Journal
of Ethnopharmacology. 2010, 127(2), 424-432. ISSN 0378-8741.

37



MOKSLINIU PUBLIKACIJU DISERTACIJOS TEMA SARASAS

Mokslinés publikacijos disertacijos tema, paskelbtos mokslinés informacijos
Clarivate Analytics (buv. Thomson Reuters) WOS saraso leidiniuose:

1.

GRAUZDYTE, D., PUKALSKAS, A. VIRANAICKEN, W. EL
KALAMOUNI, C. and VENSKUTONIS, P.R. Protective effects of
Phyllanthus phillyreifolius extracts against hydrogen peroxide induced
oxidative stress in HEK293 cells. PLoS One. San Francisco, CA: Public
library of science. eISSN 1932-6203. 2018, vol. 13, iss. 11, art. no.
€0207672, p. 1-15. (IF: 2,766 (2018).

GRAUZDYTE, D., PUKALSKAS, A., EL KALAMOUNI, C. and
VENSKUTONIS, P.R. Antioxidant potential and phytochemical
composition of extracts obtained from Phyllanthus phillyreifolius by
different extraction methods. Natural Product Research. Abingdon, UK:
Taylor & Francis. ISSN 1478-6419. eISSN 1478-6427. 2018, vol. 34, iss. 5,
p- 706=709. (IF: 1,999 (2018).

GRAUZDYTE, D., PUKALSKAS, A., EL. KALAMOUNI, C., and
VENSKUTONIS, P. R. Mangiferin rich products from Aphloia theiformis
(vahl) benn leaves: extraction, fractionation, phytochemical
characterization, and antioxidant properties. Molecules. 2020, Basel: MDPI
AG. ISSN 1420-3049. 2020, vol. 25, iss. 9, art. no. 2081, p. 1-16. (IF: 3,060
(2018).

Kitos mokslinés publikacijos, paskelbtos mokslinés informacijos Clarivate
Analytics (buv. Thomson Reuters) WOS saraso leidiniuose:

1.

38

BENDIF, H., MIARA, M.D., KALBOUSSI, Z., GRAUZDYTE, D.,
POVILAITIS, D., VENSKUTONIS, P.R. and MAGGI, F. Supercritical
CO, extraction of Rosmarinus eriocalyx growing in Algeria: chemical
composition and antioxidant activity of extracts and their solid plant
materials. Industrial Crops and Products. Amsterdam: Elsevier. ISSN 0926-
6690. eISSN 1872-633X. 2018, vol. 111, p. 768-774. (IF: 4,191 (2018).
GRAUZDYTE, D., RAUDONIUTE, J, KULVINSKIENE, I,
BAGDONAS, E., STASIULAITIENE, 1, MARTUZEVICIUS, D.
BIRONAITE, D., ALDONYTE, R. and VENSKUTONIS, P.R.
Cytoprotective effects of mangiferin and Z-ligustilide in PAH-exposed
human airway epithelium in vitro. Nutrients. Basel: MDPI AG. eISSN 2072-
6643. 2019, vol. 11, iss. 2, art. no. 218, p. 1-15. (IF: 4,171 (2018).
HADDAD, J. G., GRAUZDYTE, D., KOISHI, A. C., VIRANAICKEN, W.,
VENSKUTONIS, P. R., DOS SANTOS, C. N. D., DESPRES, P., DIOTEL,
N., EL KALAMOUNI, C. The geraniin-rich extract from Reunion Island
endemic medicinal plant Phyllanthus phillyreifolius inhibits Zika and



Dengue virus infection at non-toxic effect doses in zebrafish. Molecules:
MDPI AG. ISSN 1420-3049. 2020, vol. 25, iss. 10, art. no. 2316, p. 1-17.
(IF: 3,060 (2018).

PraneSimai disertacijos tema, iSspausdinti Lietuvos ir uZsienio konferencijy
pranesimy medZiagoje:

1.

GRAUZDYTE, D., VENSKUTONIS, P.R. PUKALSKAS, A. and EL
KALAMOUNI, C. Antioxidant and enzyme inhibitory activities of Aphloia
theiformis extracts/fractions and chemical characterization of major phenolic
compounds. In: FoodBalt — 2018: 12th Baltic conference on food science
and technology “Food R&D in the Baltics and beyond*, May 17-18, 2018
Kaunas, Lithuania: abstract book. Kaunas University of Technology,
Department of Food Science and Technology. Kaunas: Kauno technologijos
universitetas, 2018, p. 29. eISBN 9786090214626.

GRAUZDYTE, D., VENSKUTONIS, P.R., PUKALSKAS, A. and EL
KALAMOUNI, C. Antioxidant properties and phytochemical composition
of Aphloia theiformis. In: ISNFF 2017: the 10th international conference
and exhibition on nutraceuticals & functional foods, October 2225, 2017,
Gunsan, Jeonbuk, Korea. Organized by International Society for
Nutraceuticals and Functional Foods (ISNFF). [S. L.]: [s. n.], 2017, P2-33, p.
219.

GRAUZDYTE, D., PUKALSKAS, A., EL KALAMOUNI, C. and
VENSKUTONIS, P.R. Antioxidant properties and phytochemical
composition of Phyllanthus phillyreifolius. In: ISNFF 2017: the 10th
international conference and exhibition on nutraceuticals & functional
foods, October 22-25, 2017, Gunsan, Jeonbuk, Korea. Organized by
International Society for Nutraceuticals and Functional Foods (ISNFF).
[S. L]: [s. n.], 2017, P3-40, p. 277.

GRAUZDYTE, D., VENSKUTONIS, P.R., PUKALSKAS, A. and EL
KALAMOUNI, C. Phenolic compounds and antioxidant activity of
Phyllanthus phillyreifolius. In: 4TH North and East European congress on
food, 10—13 September, 2017, Kaunas, Lithuania: abstract book. Kaunas:
Kaunas University of Technology, 2017, p. 28. ISBN 9786090213735.
GRAUZDYTE, D., VENSKUTONIS, P.R. and EL KALAMOUNI, C.
Phenolic compounds and antioxidant activity of Phyllanthus phillyreifolius.
In: Foodbalt 2017: 11th Baltic Conference on Food Science and Technology
"Food science and technology in a changing world", Jelgava, April 27-28,
2017: abstract book. Latvia University of Agriculture, Faculty of Food
Technology. [S. 1.]: [s. n.], 2017, p. 43. ISSN 2501-0190.

GRAUZDYTE, D. and VENSKUTONIS, P. R. Phyllanthus phillyreifolius
ekstrakty antioksidacinés savybés ir fitocheminé sudétis. In: Mokslas —

39



40

sveikatai: X nacionaliné doktoranty moksliné konferencija, 2017 m.
balandzio 7 d., Kaunas: konferencijos teziy knyga. Lietuvos sveikatos
moksly universitetas. Kaunas: Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Leidybos namai, 2017, p. 10-12. ISBN 9789955154808.

GRAUZDYTE, D., VENSKUTONIS, P.R. and EL KALAMOUNI, C.
Antioxidant potential of Phyllanthus phillyreifolius — the tropical plant from
Reunion Island. In: Foodbalt — 2015 [elektroninis isteklius]: 10th Baltic
conference on food science and technology "Future food: innovations,
science and technology”, May 21-22, 2015, Kaunas, Lithuania: abstract
book. Kaunas University of Technology, Department of Food Science and
Technology. Kaunas: KTU, 2015, p. 53. eISBN 9786090211380.



TRUMPA INFORMACIJA APIE AUTORE

Dovilé Grauzdyté gimé 1989 m. liepos 7 d. Kaune.

ISsilavinimas:

2008 Baigé Kauno Stepono Dariaus ir Stasio Giréno
gimnazija.

20082012 Studijavo Kauno technologijos universiteto

Cheminés technologijos fakultete, baigé
Maisto technologijos ir inzinerijos studijy
programa ir jgijo chemijos inZinerijos
bakalauro kvalifikacinj laipsnj.

20122014 Studijavo Kauno technologijos universiteto
Cheminés technologijos fakultete, baige
maisto technologijy studijy krypties Maisto
mokslo ir saugos studijy programg ir jgijo
maisto technologijy magistro kvalifikacinj
laipsnj.

2014-2019 Studijavo Kauno technologijos universiteto
Cheminés technologijos fakultete chemijos
krypties doktorantiroje.

StaZuoteés:

2013 10 01-2014 03 01 »Erasmus® stazuoté Miuncheno technologijos
universitete (Vokietija).

201504 01-2015 09 30 ,,Erasmus‘ stazuot¢ ~ Reunjono salos
universitete (Reunjono sala, Pranciizija).

PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo mokslinio darbo vadovui prof. dr. Petrui Rimantui
Venskutoniui uz disertacijos temos idé¢ja, palaikyma, suteikta galimybe stazuotis
Reunjono universitete, visokeriopa pagalba vykdant mokslinius tyrimus, rasant
straipsnius ir rengiant disertacija. Dr. Chaker El Kalamouni ir kitiems Reunjono
universiteto kolegoms — uz labai $iltg priémimg ir pagalbg stazuotés metu atlickant
mokslinius tyrimus. Taip pat esu dékinga visiems KTU Maisto mokslo ir
technologijy katedros kolegoms, ypa¢ doc. Audriui Pukalskui uz pagalbg atlickant
mokslinius tyrimus, Ramutei Mazdzierienei, Renatai Baranauskienei ir Ritai
Kazernavicittei uz puikig darbing atmosferg ir visokeriopg pagalba.

Labai acii mano sesei, tévams, artimiesiems ir draugams uz moralinj
palaikyma, kantrybe, riipinimasi ir supratinguma.

41



PHYTOCHEMICAL COMPOSITION AND IN VITRO BIOACTIVITY OF
LOW INVESTIGATED PHYLLANTHUS PHILLYREIFOLIUS AND
APHLOIA THEIFORMIS PLANT SPECIES INDIGENOUS TO REUNION
ISLAND

INTRODUCTION

Throughout the ages, plants have formed the basis of various traditional
medicine systems and folk medicine. Until now, plants are still highly valued as a
rich source of therapeutic agents. Most clinical drugs that are currently in use (e.g.,
aspirin, codeine, morphine, atropine) were derived from plants and were
discovered because of their use in the traditional medicine (Gilani and Atta-ur-
Rahman, 2005). It is well known that the medicinal value of plants depends on
the presence of biologically active ingredients (Pan et al., 2013) which can be
utilized in the pharmaceutical industry as natural drug agents and/or for the
purposes of synthesis, while in the food and cosmetic industry, many of them are
regarded as health promoting/disease preventing compounds and as antioxidant
and antimicrobial additives. It is therefore not surprising that, in the last few
decades, the identification of new phytochemicals and the development of
bioactive ingredients from various plants has become an important area in the
health and medicinal food related research (Dai and Mumper, 2010). The trend of
potential applications for natural compounds is constantly growing, and it may be
expected that newly discovered compounds could possess even stronger
bioactivities than the already known substances.

Nevertheless, a large number of botanicals still remain poorly investigated,
and, therefore, they lack scientific valorization for wider application of their
phytochemical constituents. From this point of view, the tropical flora, which is
more seriously threatened with extinction than many other species in different
parts of the world, is of particular interest. Considering all these aspects,
systematic scientific evaluation of less studied plant species is an important
objective which may lead to finding new sources of valuable natural substances
(Jonville et al., 2008). Reunion Island, a French volcanic island in the Indian
Ocean, is listed among the world’s top biodiversity areas. Phyllanthus
phillyreifolius and Aphloia theiformis belong to the plant species which are
indigenous to this island. Although both species are locally used in the folk
medicine, scientific information on them is fairly limited.

In order to obtain valuable ingredients, they must be efficiently and safely
extracted from their plant sources (Rosa, Moreno-Escamilla, Rodrigo-Garcia and
Alvarez-Parrilla, 2019). Various extraction methods are used for this purpose
including conventional (Soxhlet, maceration by stirring, distillation) and
innovative (supercritical fluid, pressurized liquid, ultrasound, microwave assisted)
extractions. The assessment of the phytochemical composition and activity of the
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obtained products is a very important task in finding further application for these
products. The evaluation of antioxidant activity is usually a financially cheap
procedure which provides valuable information about plant samples.

The aim and objectives of the research

The aim of this work was to comprehensively evaluate the phytochemical
composition and antioxidant potential of Phyllanthus phillyreifolius and Aphloia
theiformis leaves extracts isolated by conventional and innovative extractions
methods with solvents of various polarity.

The following objectives were outlined in order to achieve this aim:

1. To evaluate the effectiveness of various extraction schemes when using
different polarity solvents and applying the traditional and high pressure extraction
methods.

2. To investigate the antioxidant properties of the obtained extracts,
fractions and extraction residues by using the selected in vitro antioxidant activity
assays.

3. To determine the phytochemical composition of the obtained extracts and
fractions by using chromatographic and mass spectrometric methods.

4. To evaluate the cytotoxicity and the protective effect of selected P.
phillyreifolius extracts on human embryonic kidney (HEK293) cells against H,O»
induced oxidative stress.

Scientific novelty

1. Application of comprehensive extraction procedures to obtain valuable
extracts of P. phillyreifolius and A. theiformis has not been reported previously.

2. To the best of our knowledge, the evaluation of cytotoxicity, antioxidant
properties and phytochemical characterization of P. phillyreifolius extracts has
been performed for the first time.

3. The fractionation of crude hydroethanolic extract of A. theiformis by
precipitation at a low temperature has not been performed previously.

4. Six isomers of tormentic and hydroxytormentic acids have been observed
for the first time in A. theiformis extracts.

5. The quantity evaluation of mangiferin, tormentic and hydroxytormentic
acids in A. theiformis extracts and fractions has not been reported previously.

Practical significance

The study revealed that both investigated plant species are good sources of
antioxidant active compounds which have high potential for their practical
application in the pharmaceutical, nutraceutical, food and cosmetics industries. It
is known that major compounds — mangiferin and geraniin — identified in
A. theiformis and P. phillyreifolius, respectively — are valued for their various
bioactivities. The present study may foster further studies on the isolation of these
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compounds and further investigation of their practical application. It is important
to underline that the fractionation of the crude hydroethanolic extract of
A. theiformis yielded some quite pure mangiferin rich fractions where the content
of mangiferin was up to 5 times higher than in the crude extract.

Key points of the thesis

Application of various extraction techniques and concepts is feasible with
the objective to obtain natural products of poorly investigated medicinal plants
which are indigenous to Reunion Island, namely Phyllanthus phillyreifolius and
Aphloia theiformis, as they may be further used as valuable functional ingredients
in pharmaceutical, nutraceutical and cosmetical industries due to the richness in
bioactive phytochemicals and antioxidant activity.

Publication of the research results

The results of this research have been presented in 3 publications in the
journals indexed by Clarivate Analytics Web of Science and reported at 6
international scientific conferences.

Structure and content of the dissertation

The thesis is written in English. It consists of the list of abbreviations;
introduction; literature review; materials and methods; results and discussion;
conclusions; references (in total, 187 references were used) and a list of
publications on the dissertation topic. The dissertation has 98 pages, 14 tables and
33 figures.

Statements presented for the defence

1. The application of the conventional and high pressure extraction methods
allows the extraction of extracts of P. phillyreifolius and A. theiformis with strong
antioxidant properties and valuable phytochemicals.

2. The preconditioning of HEK293 cells with P. phillyreifolius extracts has
a positive effect on protecting cells against oxidative stress.

3. By the application of different fractionation methods, mangiferin rich
fractions of the crude A. theiformis extract can be obtained.application of
conventional and high pressure extraction methods allows the extraction of
extracts of P. phillyreifolius and A. Theiformis with strong antioxidant properties
and valuable phytochemicals.
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CONCLUSIONS

1.

The application of different extract preparation schemes affected the yield
of the extracts of Phyllanthus phillyreifolius (PP) and Aphloia theiformis
(AT). The yields obtained with the water/ethanol (3:7) mixture were higher
(27.86-34.03%) compared to water (13.45-14.65%), acetone (5.98—
11.5%), hexane (2.14-2.62%), and SFE-CO, (1.26-2.52%). The
conventional extraction methods gave higher yields than the high pressure
extraction techniques. In the PP case, consecutive extraction was more
effective in the recovery of bioactive extracts than the single step extraction.
In vitro antioxidant activity (AA) assays indicated that the hydrophilic
extracts of the investigated plants were very strong antioxidants. A
considerable amount of the antioxidant active material remained after the
extraction of PP. Direct maceration by stirring with the water/ethanol (3:7)
mixture most efficiently decreased the antioxidant potential of the PP plant
material. The fractionation of the hydroethanolic extract of the AT extract
gave some fractions with a very high AA, which was comparable to
mangiferin AA. A strong correlation between the total content of
polyphenols and the AA measured by in vitro AA assays was observed in
PP and AT extracts, (0.975-0.994) and (0.936-0.994), respectively.
Geraniin was the major quantified compound of hydrophilic extracts of PP
in concentrations ranging from 13.2 to 110 mg/g DWP. Among the
quantified tocopherols, a-tocopherol was most abundant (0.27-0.38 mg/g
DWP) in the lipophilic extracts of PP. Mangiferin was the main constituent
of AT whose concentration reached 36.5 mg/g DWP. The content of
mangiferin in the fractions ranged from 12.57 to 557.0 mg/g DF. Tormentic
and hydroxytormentic acids as well their derivatives and isomers were also
present in AT extracts and fractions.

The preconditioning of HEK293 cells with the acetonic and hydroethanolic
extracts of PP extracts strongly inhibited the generation of ROS induced by
H,O, thus protecting cells against oxidative stress. The gene expression of
antioxidant enzymes was also affected by the pretreatment cells with PP
extracts. The cytotoxicity assay indicated that both investigated extracts
were nontoxic at 250 pg/ml and lower concentrations.
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