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SIMBOLIAI IR SANTRUMPOS

AA — antioksidacinis aktyvumas

ABTS™" — 2,2’-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfonriigsties katijono laisvasis
radikalas

AMB - aerobinés mezofilinés bakterijos

BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis

CKCP — centriskai kompozicinis centrinis planas

CKP — centriskai kompozicinis planas

DC — dujy chromatografija

DRAG - deguonies radikalo absorbcijos geba

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija

EtOH — etanolis

ETPS — ekstrakcija tirpikliais padidinto slégio aplinkoje

GRE — galo riigsties ekvivalentai

KSV — kolonijas sudarantys vienetai

LF — lengvesnioji frakcija

LLLn — dilinoil-linolenoilglicerolis

LLnLn — linoil-dilinolenoilglicerolis

LnLnLn — trilinolenoilglicerolis

MS — masiy spektrometrija

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas

OLnL — oleinoil-linolenoil-linoilglicerolis

PAM - pavirSiaus atsako metodologija

PFV — ploksteliy formavimo vienetai

PRB — pieno rugsties bakterijos

QUENCHER - antioksidacinio aktyvumo nustatymo sausojoje medziagoje
metodika

RR - riebaly rtgstys

SF — sunkesnioji frakcija

SK-CO; — superkritinis anglies dioksidas

SKE-CO, — superkritiné ekstrakcija anglies dioksidu

SM — sausoji medziaga

SN — standartinis nuokrypis

TBARS — tiobarbittrinés riig§ties reaktyviosios medziagos

TE — trolokso ekvivalentai

UESC-K-SL-MA — ultraefektyvioji skysciy chromatografija, susieta su
kvadrupoliniu ir skriejimo laiko masiy analizatoriais

ZIKV — Zikos virusas

ZIKVgrp — afrikinio Zikos viruso molekulinis klonas, isreiSkiantis zalio
fluorescencinio baltymo (GFP) geng



IVADAS

Dauguma uogy pasizymi puikiu skoniu, taciau kai kurios i§ jy yra karcios,
todel Sviezios vartojamos retai. Uogos labai greitai genda, todél yra perdirbamos j
sultis, uogienes ar dzemus. Spaudziant sultis gaunamos iSspaudos, kurios sudaro
20-30 % pradinio uogy svorio. Dazniausiai iSspaudos yra iSmetamos,
kompostuojamos, reciau naudojamos gyvuliams Serti. Jose gausu jvairiy
bioaktyviyjy junginiy, tokiy kaip tokoferoliai, fitosteroliai, polifenoliai. Norint
neprarasti $iy vertingy komponenty ir sumazinti neigiama atlieky poveikj aplinkai,
pritaikius jvairius ekstrakcijos blidus galima juos isskirti.

Visuomené vis daugiau démesio skiria sveikiems, saugiems maisto
produktams be sintetiniy maisto priedy. Dél Sios priezasties atlickama vis daugiau
tyrimy ieSkant nattiraliy, saugiy ir vertingy bioaktyviyjy komponenty, isskirty is
uogy, darzoviy ar vaisiy, kuriuos bity galima panaudoti kaip natdralius
konservantus ar antioksidantus. [vairlis tyrimai parod¢, kad maisto pramonés
Salutiniuose produktuose (atlickose), tarp jy ir iSspaudose, licka didelis kiekis
bioaktyviyjy junginiy, kurie gali biiti panaudoti maisto, farmacijos ir kosmetikos
pramonése. Nuolat augant maisto pramonei, kasmet susidaro vis daugiau atlieky,
todél tolesnis jy perdirbimas tampa labai svarbiu uzdaviniu. Siekiant sukurti
efektyvias Salutiniy maisto produkty perdirbimo technologijas, pirmenybé
teikiama ekologiSkiems procesams, kuriy metu siekiama iSvengti kenksmingy
organiniy tirpikliy, mazinti energijos ir kity iStekliy naudojima. Todé¢l pritaikius
daugiapakope biorafinavimo technologija, apimancig tokius metodus kaip
superkritiné ekstrakcija anglies dioksidu bei ekstrakcija tirpikliais padidintame
slégyje, galima isskirti didelés pridétinés vertés sudedamasias dalis. Norint
pasiekti geresniy rezultaty, Siuos ekstrahavimo metodus galima papildyti jvairiais
matematiniais optimizavimo metodais.

Stambiauogés spanguolés yra Siaurés Salyse paplitusios rigstaus skonio
uogos, kurios dazniausiai perdirbamos j jvairius produktus, tarp jy ir sultis. Dél
bioaktyviyjy junginiy gausos jos naudojamos ne tik maistui, bet ir liaudies
medicinoje. Pavyzdziui, spanguolése esantys polifenoliniai junginiai pasizZymi
antimikrobiniu poveikiu kai kurioms patogeninéms bakterijoms (Staphylococcus,
Salmonella, Escherichia, Listeria), sukelianCioms per maistg plintancias ligas.
Uogose esancios fitocheminés medziagos gali buti iSskirtos taikant jvairius
ekstrakcijos biidus ir panaudojamos daugybés maisto produkty funkcionalumui
pagerinti. Kadangi ankséiau nebuvo atlikta sisteminiy spanguoliy iSspaudy
perdirbimo tyrimy, todél Siame darbe tiriama spanguoliy i$spaudy valorizacija
taikant daugiapakop¢ biorafinavimo technologija, skirta iSgauti kokybiskiems
funkcionaliesiems komponentams ir jiems pritaikyti mésos produktuose.



Darbo tikslas

Sio darbo tikslas — jvertinti spanguoliy i3spaudy valorizacija taikant
efektyvig daugiapakope biorafinavimo technologija, skirta iSgauti vertingiems
funkcionaliesiems komponentams, pasitelkus didelio slégio ekstrakcijos/
frakcionavimo metodus ir jvertinti jy fitocheming sudétj, biologines bei
technologines savybes.

Darbo tikslui pasiekti buvo iSsikelti Sie uzdaviniai:

1. Taikant centriskai kompozicinj plang kartu su pavirSiaus atsako
metodologija nustatyti optimalius superkritinés ekstrakcijos anglies dioksidu
parametrus (temperatiira, ekstrahavimo trukme ir slégj), siekiant gauti didziausia
spanguoliy i$spaudy lipofilinés frakcijos iSeiga ir nustatyti jos riebaly rugsciy
sudetj; iStirti ekstrahavimo kinetika esant optimaliam slégiui bei temperatiirai.

2. Jvertinti spanguoliy iSspaudy lipofilinés frakcijos frakcionavimo
galimybes taikant superkriting ekstrakcija anglies dioksidu, naudojant gryna
anglies dioksida arba papildomai jterpiant etanolio. Atlikti frakcionavima
naudojant du ekstrahavimo separatorius ir juose kei¢iant temperatiirg subkritinio
CO; lygio intervale esant pastoviam slégiui; apibudinti gauty frakcijy sudét;.

3. Ivertinti didesnio poliskumo superkritiniame CO> netirpiy komponenty
frakcionavimo i$ spanguoliy i§spaudy, i$ kuriy pasalinti riebalai, galimybes taikant
ekstrakcija tirpikliais padidinto slégio aplinkoje su etanoliu bei vandeniu.
Optimizuoti ekstrakcijos padidinto slégio aplinkoje su etanoliu sglygas, taikant
centriSkai kompozicinj plang kartu su pavirSiaus atsako metodologija, ir
charakterizuoti gautus ekstraktus.

4. Apibudinti poliniy ekstrakty, gauty taikant ekstrakcijg tirpikliais
padidinto slégio aplinkoje, fitocheming sudétj, antivézines, antivirusines bei
antimikrobines savybes ir kiekybiSkai jvertinti atskirus antocianinus.

5. lvairiais in vitro metodais jvertinti lipofilinio, etanolinio ir vandeninio
ekstrakty bei ekstrakcijos liekany antioksidacinj potenciala.

6. [vertinti  etanolinio ekstrakto priedo pritaikomumg kiaulienos
produktuose tiriant jo poveikj pasirinkty maisto patogeniniy mikroorganizmy,
pieno rugsties bakterijy bei aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimui ir nustatyti
antioksidacing geba, fizikochemines bei juslines savybes.

Mokslinio darbo naujumas

1. Pirma kartg pritaikyta spanguoliy i§spaudy biorafinavimo j lipofilines ir
hidrofilines frakcijas taikant didelio slégio technologijas, tokias kaip superkritiné
ekstrakcija anglies dioksidu (SKE-COy) ir ekstrakcija tirpikliais padidinto slégio
aplinkoje (ETPS), koncepcija. Ji visapusiskai jvertinta siekiant i$skirti didelés
pridétinés vertés funkcionaliuosius komponentus. Padidinto slégio ekstrakcijy
parametrai optimizuoti siekiant gauti didziausig iSeiga.



2. Siame darbe pirma karta pritaikytas tiesioginis uogy isspaudy lipofiliniy
medziagy frakcionavimas superkritinés ekstrakcijos anglies dioksidu metodu
(naudojant gryng anglies dioksidg arba papildomai jterpiant etanolio). Pirmajame
separatoriuje, nustacius zemesng nei 0 °C temperatiira, iSskirstyti ir sukoncentruoti
skirtingy klasiy lipofiliniai junginiai.

3. Pirma karta iSbandyta ir jvertinta, kokj poveikj spanguoliy iSspaudy
poliniai ekstraktai turi Zikos viruso infekcijai.

4. Pirmg kartg iStirtas spanguoliy i$spaudy ekstrakty (etanolio ir vandens),
i§ eilés iSskirty suslégtais tirpikliais, poveikis patogeniniy ir gedima sukelian¢iy
bakterijy augimui jy kultiirose bei mésos produktuose (iStraukoje, mésainiuose ir
kumpiuose), jvertinta jtaka jy stabilumui ir juslinéms savybéms.

Praktiné darbo verté

Spaudziant sultis susidaro didelis kiekis atlieky (iSspaudy), kurios paprastai
yra iSmetamos. Taikant didelio slégio ekstrakcijy sistemas (SKE-CO, ir ETPS)
kartu su matematiniais modeliavimo metodais, buvo efektyviai i$skirti spanguoliy
iSspaudose esantys bioaktyvieji junginiai. Ekstrakto frakcionavimas taikant SKE-
CO; leidzia paskirstyti skirtingas lipidy klases (tokoferolius, fitosterolius ir kt.)
separatoriuose ir gauti tikslinés (geresnés) sudéties frakcijas. Etanolinis ekstraktas,
iSskirtas taikant ekstrakcijg tirpikliais padidinto slégio aplinkoje, panaudotas
siekiant uztikrinti mésos gaminiy saugg ir kokybe.

Darbo rezultaty publikavimas

Disertacijos tema paskelbti 3 straipsniai ,,Clarivate analytics WOS*
pagrindinio saraso leidiniuose. Darbo rezultatai pristatyti 6 tarptautinése ir 2
nacionalinése konferencijose.

Disertacijos struktiira

Disertacija yra paraSyta angly kalba. Ja sudaro santrumpy sarasas, jvadas,
literatiiros apzvalga, tyrimy objekty ir metody apraSymas, rezultaty aptarimas,
iSvados, naudotos literatiiros sarasas (275 $altiniai) bei disertacijos tema paskelbty
publikacijy sarasas. Disertacijos medziaga iSdéstyta 145 puslapiuose. Darbe
pateiktos 25 lentelés ir 33 paveikslai.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Taikant nuosekly spanguoliy i$spaudy ekstrahavima superkritiniu CO, ir
didesnio poliskumo tirpikliais padidintame slégyje, galima isskirti vertingas
frakcijas, pasizyminéias stipriu antioksidaciniu, antimikrobiniu bei antivirusiniu
poveikiu ir didele bioaktyviyjy medziagy koncentracija; kadangi SKE-CO; ir
ETPS ekstrakcijy modeliavimas taikant pavirSiaus atsako metodologija pagal
centrinj centriSkai kompozicinj plang (CKCP) yra efektyvus biidas nustatyti
optimalius ekstrakcijos parametrus.
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2. Ekstrahavimas esant superkritinei tirpiklio biisenai ir frakcionavimas
esant subkritiniams CO, parametrams yra efektyvus biidas gauti didesnio
specifiskumo spanguoliy iSspaudy frakcijas su didesne jvairiy klasiy lipofiliniy
junginiy koncentracija.

3. Poliniai spanguoliy i§spaudy, i$ kuriy pasalinti riebalai, ekstraktai, i$skirti
naudojant tirpiklius padidinto slégio aplinkoje, gali pagerinti mésos produkty
saugg ir kokybe.

2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI
2.1. Tyrimy objektai

Saldyty spanguoliy (Vaccinium macrocarpon) 2016 m. padovanojo UAB
~Fudo®. Atitirpinus uogas, i§spaustos jy sultys, o gautos iSspaudos iSdziovintos ir
sumaltos rotoriniu smulkintuvu naudojant sietelj su 0,2 mm skersmens akutémis.
Paruosti iSspaudy milteliai buvo laikomi hermetiskuose stikliniuose induose,
vésioje ir sausoje vietoje. Sviezios kiaulienos gauta i§ jmonés ,,Campoftio®, ji
laikyta saldytuve (<5 °C).

2.2. Tyrimy metodai

Spanguoliy iSspaudy biorafinavimo schema pateikta 1 pav. Lipofiliné
frakcija i$ spanguoliy iSspaudy iSgauta taikant superkriting ekstrakcija anglies
dioksidu (SKE-CO,) arba tradicing Soksleto ekstrakcija AOAC (920,39) metodu.
Pirmiausia taikant centriskai kompozicinj plang (CKP) kartu su pavirSiaus atsako
metodologija (PAM) optimizuota SKE-CO,: nustatytos optimalios temperatiiros,
ekstrakcijos trukmes ir slégio vertés siekiant gauti didziausig iSeiga. Optimaliomis
salygomis atliktas lipofiliniy junginiy frakcionavimas su SKE-CO». Naudoti du
separatoriai: viename (pirmajame) temperatiira sumazinta nuo 0 iki —=30 °C ir
buvo palaikomas 7 MPa slégis (sunkesnioji frakcija, SF), o antrajame — palaikoma
kambario temperatiira ir atmosferinis slégis (lengvesnioji frakcija, LF).
Ekstrakcija atlikta naudojant gryng anglies dioksida ar papildomai jterpiant 5 %
etanolio. Spanguoliy iSspaudy lipofiliniy frakcijy riebaly ragsciy ir lakiyjy
junginiy sudétis nustatyta dujy chromatografijos (DC) metodu atitinkamai su
liepsnos jonizacijos ir masiy spektrometrijos detektoriais. Tokoferoliai,
fitosteroliai, triacilgliceroliai identifikuoti taikant ultraefektyviaja skyscCiy
chromatografija, susieta su kvadrupoliniu ir skriejimo laiko masiy analizatoriais
(UESC-K-SL-MA). B-karoteno kiekis nustatytas taikant efektyviaja skysciy
chromatografija (ESC) su ultravioletinio ir regimojo spektro detektoriumi, o
bendras karotenoidy kiekis nustatytas spektrofotometriSskai pagal B-karoteno
kalibracing kreive.
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Atlikus SKE-CO; ir taip pasalinus riebalus lickana toliau ekstrahuota
pakopinés ekstrakcijos biidu padidinto slégio aplinkoje (ETPS), pirmiausia
etanoliu, o tada vandeniu. Etanolis buvo pasalintas rotaciniu garintuvu, o vanduo —
taikant liofilizacijos metoda. Ekstrakcijos trukmé ir temperatiira optimizuoti
taikant CKP kartu su PAM, siekiant gauti didziausiag etanolinio ekstrakto iSeiga.
ETPS ekstrakcija su vandeniu atlikta naudojant anks¢iau optimizuotus parametrus.
Visos ETPS ekstrakcijos atliktos trimis ciklais: tris kartus buvo tiekiamas Sviezias
tirpiklis. Kokybiné ir kiekybiné antocianiny ir fenoliniy junginiy analizé atlikta
taikant UESC-K-SL-MA. CitotoksiSkumo tyrimai in vitro atlikti naudojant
plauciy (A549) lasteles ir taikant MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-2,5-
difeniltetrazolio bromido) metoda, o in vivo tyrimai atlikti naudojant zebrines
danijas (Danio rerio). Ekstrakto in vitro antivirusinis poveikis Zikos viruso
infekcijai bei slopinamasis jo poveikis skirtingais Zikos viruso gyvavimo ciklo
etapais nustatytas tekmeés citometrijos metodu. Viruso augimas ir jo baltymy
gamyba tirta taikant ploksteliy sudarymo bei imunofluorescencijos metodus.

Visy gauty ekstrakty antioksidacinis aktyvumas (AA) jvertintas jvairiais in
vitro tyrimy metodais. Ekstraktai jvertinti ABTS" katijono radikalo blukinimo
metodu, deguonies radikaly suriSimo geba nustatyta DRAG metodu (lipofiliniams
ekstraktams L-DRAGQG), bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) nustatytas Folin-
Ciocalteu metodu. Susmulkinty iSspaudy bei liekany po atlikty ekstrakcijy
antioksidacinis aktyvumas nustatytas pritaikius QUENCHER procedira. Sis
metodas rodo taikyty ekstrakcijy efektyvuma i§ sausosios medziagos iSgaunant
bioaktyviuosius junginius.

Norint jvertinti ekstrakty, gauty taikant ETPS ekstrakcija, jtaka mésos
produkty saugai ir kokybei, pirmiausia buvo nustatytas jy antimikrobinis poveikis
kelioms pasirinktoms patogeninéms ir mésos gedima sukeliancioms bakterijoms
(Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Leuconostoc mesenteroides,
Weissella viridescens, Pseudomonas putida, Brochothrix thermosphacta).
Etanolinio ekstrakto jtaka nepageidaujamy bakterijy augimui buvo jvertinta
kiaulienos mésainiuose ir virtuose kumpiuose. Pastaruosiuose gaminiuose
nustatyti fizikocheminiy (pH, vandens aktyvumo, spalvos, metmioglobino kiekio)
savybiy pokyc¢iai laikymo metu. Meésainiuose papildomai jvertintas
antioksidacinis aktyvumas naudojant tiobarbitiirinés riigSties reaktyvigsias
medziagas (TBARS). Statistinis rezultaty patikimumas jvertintas naudojant
»Statgraphics 18-X64“ programa, Fiserio LSD testu (p < 0,05).

3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Spanguoliy iSspaudy SKE-CO: optimizavimas taikant pavir§iaus atsako
metodologija su centriniu centriS$kai kompoziciniu planu

Norint gauti didziausia spanguoliy iSspaudy ekstrakto iSeiga, taikant
pavirsiaus atsako metodologija (PAM) su centriniu centriskai kompoziciniu planu
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(CKCP) optimizuoti trys svarbiausi superkritinés ekstrakcijos nepriklausomieji
kintamieji: slégis (P), temperattra (7) ir ekstrakcijos trukmé (7). Eksperimento
metu gautos iSeigos kito placiame intervale nuo 3,54 iki 11,16 % (1 lentelé).

1 lentelé. CKCP parametry vertés ir spanguoliy i$spaudy SKE-CO: rezultatai: 1-14
eksperimentiniai bandymai, 15-20 bandymai plano centre

ISeiga (g/100 g SM)

Ekstrakcijos Pagal
Eil.  Ekstrakcijos  Ekstrakcijos temperatiira, Eksperimenti- matemati-
nr. slégis, MPa trukmé, min ~ °C né nj modelj
1 25 60 50 5,53+0,08° 5,61
2 55 60 50 8,93+0,28¢ 9,68
3 25 180 50 10,65+0,12f 10,67
4 55 180 50 10,98+0,13¢" 10,89
5 25 60 80 3,54+0,08% 3,78
6 55 60 80 10,8240,25eh 11,48
7 25 180 80 5,69+0,31° 5,10
8 55 180 80 8,910,084 8,96
9 25 120 65 7,76+0,11¢ 7,31
10 55 120 65 11,05+0,10" 11,28
11 40 60 65 9,95+0,11¢ 9,71
12 40 180 65 11,16x0,17" 10,98
13 40 120 50 10,500,141 10,74
14 40 120 80 9,72+0,31° 8,86
15 40 120 65 10,6540,071% 10,59
16 40 120 65 10,95+0,162" 10,59
17 40 120 65 10,08+0,23¢ 10,59
18 40 120 65 10,610,061 10,59
19 40 120 65 10,52+0,07¢ 10,59
20 40 120 65 10,66+0,03" 10,59

&5 raidés prie skai¢iy tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp gauty
ekstrakcijy iSeigy (ANOVA, p < 0,05); pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN.

Visy kintamyjy jtaka atsakui (iSeigai) buvo jvertinta taikant dispersing
analiz¢ (ANOVA). Stjudento kriterijus (p < 0,05) parodé, kad modelis yra
adekvatus, o determinacijos koeficientas — 0,98. ISeigos, gautos atlikus
eksperimentg ir apskaiciuotos pritaikius matematinj modelj, pateiktos 2 pav.
Matematinis modelis, sudarytas pagal gautus eksperimentinius duomenis, gali biiti
taikomas siekiant jvertinti sudaryto eksperimento plano erdve. Visi parametrai,
turintys reikSmingos jtakos ekstrakto iSeigai, surasyti mazéjimo tvarka: slégis >
temperattira > ekstrakcijos trukmé.
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2 pav. Ekstrakto iSeigos, gautos eksperimento metu ir apskaiciuotos taikant sudaryta
matematinj modelj

Kintamieji parametrai buvo optimizuoti trimis lygiais, gautos atsako
pavirsiaus kreivés pateiktos 3 pav. Sios kreivés rodo, kokig jtaka atskiri kintamieji
ar juy saveika turi tiriamajam atsakui (iSeigai). Trimaciai grafikai gauti, kai vienas
i§ kintamyjy buvo fiksuojamas eksperimento plano centre, o kiti du keic¢iami
eksperimento plano erdvéje taip numatant galima iSeiga.

A. Pastovi ekstrakcijos

B. Pastovi dinaminés
temperatiira [65°C ] -
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3 pav. Spanguoliy i§spaudy SKE-CO: atsako pavirsiaus kreivés, parodancios ekstrakto
iSeigos priklausomybe nuo optimizuojamy parametry: A — nuo ekstrakcijos trukmés ir
slégio; B —nuo temperatiiros ir slégio; C — nuo ekstrakcijos trukmés ir temperattiros

Rezultatai parodé, kad svarbiausias parametras iSeigai yra slégis. Jo pokytis
nuo 25 iki 40 MPa lémé ekstrakto iSeigos padidéjima iki 11,16 %. O temperatiira
bei ekstrakcijos trukmé buvo maziau reikSmingi parametrai. 3 pav. (A ir B) galima
matyti stipry nepriklausomyjy kintamyjy (P ir 7) poveikj ekstrakto iSeigai. Gerai

11



zinoma, kad CO, tirpinimo galimybés stipriai priklauso nuo jo tankio ir
difuziskumo, todél didéjant slégiui didéja tirpiklio tankis ir kartu didéja jo difuzija
i tirlamosios medziagos matrica. 3 pav. (C) galima matyti temperatros ir
ekstrakcijos trukmés saveika; lipofilinio ekstrakto iSeigos pokyciai buvo gana
nedideli (nuo 9,72 iki 11,16 %), o tai parodo silpnesnj ekstrakcijos trukmes ir
temperatiiros poveikj pasirinktame $iy kintamyjy intervale. Sis eksperimentas
parodé, jog pritaikius PAM kartu su CKCP galima efektyviai padidinti lipofiliskos
frakcijos iSeigg 1§ spanguoliy iSspaudy naudojant gryna CO,. Nustatytos
optimalios sglygos (42,4 MPa, 53 °C ir 158 min), kuriomis galima gauti didZiausig
ekstrakto i8eigg — 11,10+0,15 %. Eksperimento pabaigoje buvo gauta ekstrakcijos
kinetiné kreivé, kuri suteikia daug naudingos informacijos apie vykstancius
termodinaminius procesus, priklausomus nuo ekstrakcijos trukmés esant teoriskai
nustatytoms optimalioms salygoms (4 pav.). IS gauty rezultaty matyti, kad
praktiniams tikslams superkritinés ekstrakcijos laikas galéty baiti gerokai
sutrumpintas (iki 60 min), palyginti su PAM sukurtu modeliu ir teoriskai pasitlytu
optimaliu laiku.

.5'12 2
17 ——
10 " i
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) /
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2 /

=} 4 /

.1

£°0 |m T2

& o -

=

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Dinaminés ekstrakcijos trukmé [min]
4 pav. Ekstrakcijos iSeigos priklausomybé nuo dinaminés ekstrakcijos trukmeés
optimaliomis salygomis (42,4 MPa, 53 °C). Pateiktos vidutinés trijy matavimy
vertés £ SN

Atsizvelgiant | tai, jog taikant SKE optimaliomis salygomis (42,4 MPa,
53°C ir 158 min) visiSkai iSekstrahuojamos lipofilinés medziagos (gaunama
iSeiga labai panasi | ta, kuri buvo gauta taikant tradicing ekstrakcija su heksanu
(11,00+0,59 %)), nenaudojant toksiSky organiniy tirpikliy ir esant Zemai
temperatiirai, tai gali bati laikoma perspektyvia nepolinés frakcijos iSskyrimo i$
uogy iSspaudy technologija.

3.2. Spanguoliy iSspaudy lipofiliniy junginiy frakcionavimas taikant SKE-CO:

3.2.1. Lipofiliniu ekstrakty bei frakciju iSeigos ir jy antioksidacinis
aktyvumas

Superkritiné ekstrakcija taikoma jvairiems kokybiskiems aliejams iSgauti,
Siuo biidu taip pat gali buti frakcionuojami junginiai ar junginiy grupés. Atlikta
12



SKE-CO; su dviem separatoriais. Pirmajame jy buvo palaikomas 7 MPa slégis, o
temperattira kei¢iama nuo 0 iki —30 °C. Antrajame separatoriuje buvo palaikomas
atmosferinis slégis ir kambario temperatira. Ekstrakcija atlikta naudojant gryna
superkritinj anglies dioksida (SK-CO,) arba jterpiant | SK-CO> 5 % etanolio. Taip
ivertinta temperatiiros ir polinio tirpiklio jtaka lipofiliniy ekstrakty iSeigai ir
funkcionaliyjy komponenty sudéciai.

Atlikus Soksleto ekstrakcija, iSeiga sické 11 %, su grynu SK-CO, — 8,71 %,
o jterpus 5 % ectanolio (EtOH) padidéjo iki 10,88 % (2 lentelé¢). Taikant SKE su
grynu CO,, 61-74 % bendro ekstrakto kiekio buvo surinkta pirmajame
separatoriuje (sunkiojoje frakcijoje, SF), o 26-39 % — antrajame separatoriuje
(lengvojoje frakcijoje, LF). ReikSmingy skirtumy buvo nustatyta tik esant =30 °C
(abiejose frakcijose) ir 0 °C temperatiirai sunkiojoje frakcijoje. Atlickant SKE su
SK-CO, + 5 % EtOH, separatoriaus Saldymo temperattira turéjo didesn¢ jtaka
iSeigai. ISeiga, nustatyta LF-oje esant 0 °C ir —10 °C temperatiirai, buvo 67-68 %
didesné nei ta, kuri gauta naudojant gryng SK-CO», nors esant —20 °C ir —30 °C
temperatiirai iSeiga buvo didesné atitinkamai 2,9 ir 3,5 karto. Sunkiosios frakcijos
iSeigos abiem atvejais (SKE-CO; ir SKE-CO; + 5 % EtOH) buvo labai panasios,
nors esant —20 °C ir —30 °C temperatiirai etanolio pridéjimas jg sumazino 2,2 karto.

Frakcijy antioksidacinis aktyvumas (AA) jvertintas L-DRAG metodu (2
lentelé). Pirmiausia reikéty pazymeéti, kad taikant SKE-CO, gauty ekstrakty AA
buvo kur kas didesnis nei ekstrakto, gauto Soksleto metodu. Be to, pridéjus
modifikatoriy L-DRAG vertés padidéjo 70 %, palyginti su vertémis, gautomis
naudojant gryng SK-CO,. Taip yra todél, kad polinis tirpiklis gali iSekstrahuoti
polinius antioksidantus, pvz., polifenolinius junginius. Nustatyta, kad LF-os
pasizymeéjo kelis kartus stipresniu AA nei SF-os tiek naudojant gryng SK-CO,,
tiek papildomai jterpiant 5 % etanolio, nors abu ekstrakcijos metodus lyginant
tarpusavyje galima matyti, jog frakcijy, iSskirty papildomai jterpiant etanolio, AA
buvo gerokai didesnis nei ty, kurios iSskirtos naudojant vien gryna SK-COs.
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2 lentelé. Spanguoliy iSspaudy ekstrakty frakcijy iSeigos, gautos taikant SKE-COo, ir jy
antioksidacinis aktyvumas, jvertintas L-DRAG metodu

Frakcija EtOH, Separatoriaus ISeiga, DRAG, DRAG,
%o temperatiira, °C Y% mg TE/g mg TE/g SM
Soksleto ekstrakcija heksanu
11,00+0,59' 11,84+0,71% 1,30+0,08¢
SKE-CO,

Bendra 0 - 8,71+0,01" 19,96+1,04¢ 1,74+0,09¢
Bendra 5 — 10,88+0,02" 33,84+1,65° 3,68+0,18"
0 2,90+0,46° 37,68+1,66' 1,09+0,05%
LF 0 -10 2,78+0,11% 33,17+1,54° 0,92+0,04°
-20 2,79+0,02% 31,33+1,19¢ 0,87+0,03°
-30 2,23+0,01%* 39,21+0,94¢ 0,87+0,02°
0 4,83+0,02¢ 79,69+3,74! 3,85+0,18"
LF 5 -10 4,67+0,13¢ 51,84+4,14" 2,42+0,19¢
-20 8,18+0,03¢ 42,16+£2,71¢ 3,45+0,22°
-30 7,91+0,02¢ 40,15+2,49¢ 3,18+0,20¢
0 6,86+0,46" 5,68+0,37* 0,39+0,03*
SF 0 -10 5,94+0,11¢ 6,02+0,61* 0,36+0,04*
-20 5,93+0,02¢ 5,94+0,32° 0,35+0,02°
-30 6,48+0,01°¢ 8,34+0,64® 0,54+0,04°
0 6,05+0,02¢ 8,40+0,68% 0,51+0,04°
SF 5 -10 6,21+0,13¢ 14,51+0,90¢ 0,90£0,06"
-20 2,69+0,03% 14,22+0,60° 0,38+0,02°
-30 2,96:+0,02¢ 13,36+0,59° 0,40+0,02°

SF — sunkesnioji frakcija; LF — lengvesnioji frakcija; ®° raidés prie skai¢iy tame paciame
stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus (ANOVA, p < 0,05). Pateiktos vidutinés trijy
matavimy vertés + SN.

3.2.2. Triacilgliceroliy (TAG) ir riebaly rugs¢iy sudétis

Uogy sékly, kurios jeina i iSspaudy sudétj, aliejiné frakcija yra sudaryta
daugiausia i$ triacilgliceroliy (TAG). Tiek ekstraktuose, tiek frakcijose didziausia
dalj visy TAG sudaré nesotieji TAG: LLLn — 22,14-23,46 %, OLnL — 21,26—
22,23 %, LLnLn — 13,00-14,93 %, OLL — 13,69-15,59 %. Nustatyta, kad
nesociyjy LLLn ir LnLnLn kiekis lengvosiose frakcijose buvo didesnis nei
sunkiosiose tiek naudojant gryna SK-CO,, tiek papildomai jterpiant etanolio.

Spanguoliy ekstrakte bei frakcijose daugiausia rasta oleino (13,44—
23,12 %), linolo (25-36,70 %) ir linoleno (20,62—33,17 %) riebaly rugscéiy.
Nustatyta, kad naudojant gryng SK-CO, palmitino riigsties kiekis LF-ose buvo 1,5
karto didesnis. ReikSmingas (p < 0,05), nors ir nezymiai mazesnis linolo riigsties
kiekis nustatytas LF-ose, o antrosios pagal kiekj riebaly riigsties (linoleno)
daugiau rasta LF-ose. SKE-CO» metu jterpus etanolio nustatyta, kad visose LF-
ose palmitino, linolo, linoleno riebaly riig§¢iy kiekiai buvo reikSmingai (p < 0,05)
didesni. Nustatyta, kad etanolio jterpimas gerokai padidino skvaleno kiekj
ekstraktuose bei frakcijose; jo kiekis SF-ose buvo iki 16 karty didesnis nei LF-ose.
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3.2.3. Bendras karotenoidu ir B-karoteno kiekis ekstraktuose bei frakcijose

Karotenoidai yra ne tik svarbiis augaly pigmentai, bet ir vertingi
bioaktyvieji junginiai, taciau juos isskirti taikant SKE vis dar sudétinga. Nustatyta,
kad maziau nei pusé karotenoidy, palyginti su heksaniniu ekstraktu, buvo isskirta
naudojant gryna SK-CO, (45,39 % B-karoteno ir 39,97 % bendro karotenoidy
kiekio (BKK)), taciau etanolio jterpimas gerokai padidino karotenoidy
ekstrakcijos efektyvuma iki 65,56 % (B-karoteno) ir 66,25 % (BKK) netaikant
frakcionavimo. Naudojant gryng SK-CO, SF-ose nustatytas didesnis B-karoteno ir
bendras karotenoidy kiekis nei LF-ose. Be to, SF-ose esant 0 (7,48 mg/100 g),
—20 (7,07 mg/100 g) ir —30 °C (7,01 mg/100 g) temperatiirai nustatyta didesné f3-
karoteno koncentracija nei heksaniniame ekstrakte (6,07 mg/100 g). I sistemg
jterpus etanolio, B-karoteno koncentracija buvo labai panasi abiejose frakcijose,
iSskyrus esant —10 °C temperatirai, kai LF-oje $iy junginiy buvo 3 kartus maziau.
Paaiskinti, kas lémé tokius rezultatus, yra gana sudétinga, taciau jtakos tam galéjo
turéti junginiy termodinaminis tirpumas, molekulinés saveikos tarp jy, faziy
pusiausvyra ir net sudéties pokyciai, vykstantys atliekant analize.

3.2.4. Tokoferoliy ir fitosteroliy sudétis

Tokoferoliai yra vertingi lipofiliniai antioksidantai, pasizymintys didele
nauda sveikatai. Fitosteroliai pasizymi antioksidaciniu, uzdegimo slopinamuoju,
antimikrobiniu, antivéziniu poveikiu, mazina cholesterolj. Todél naturaltis
produktai, turintys didelj kiekj Siy bioaktyviyjy sudedamyjy daliy, yra svarbiis
kuriant funkcionalyjj maista. Keturi tokoferoliai (kartais vadinami E vitamerais)
ir 4 fitosteroliai buvo preliminariai jvertinti pagal smailiy plotus ekstraktuose ir
frakcijose (5 pav.). Spanguoliy iSspaudy aliejuje daugiausia nustatyta o-
tokoferolio, kiek maziau — f+y-vitamery, kurie nebuvo chromatografiskai atskirti,
ir maziausiai — 6-tokoferolio. Atsizvelgiant j chromatografinius smailiy plotus, f3-
sitosterolio kiekis (6 pav.) buvo daug karty didesnis nei kity aptikty fitosteroliy:
stigmasterolio, ergosterolio ir cholestanolio.
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5 pav. Tokoferoliy ir fitosteroliy kiekio poky¢iai frakcionuojant spanguoliy i§spaudas
grynu SK-COz (A) ir SK-CO2/ 5 % EtOH (B). SF — sunkesnioji frakcija; LF —
lengvesnioji frakcija. Pateiktos vidutinés dviejy matavimy vertés +£ SN

Nustatyta, kad naudojant gryng SK-CO> didesné tokoferoliy koncentracija
buvo LF-ose, taciau kiek daugiau fitosteroliy rasta SF-ose. I SK-CO; iterpus 5 %
etanolio, §iy junginiy pasiskirstymas separatoriuose buvo skirtingas: LF-ose
nustatytas gerokai didesnis tokoferoliy ir fitosteroliy kiekis. Pavyzdziui, o-
tokoferolio koncentracija LF-oje buvo 7 kartus didesné nei SF-oje esant —10 °C
temperatiirai, o $-sitosterolio kiekis, priklausomai nuo separatoriaus temperataros,
buvo 2,2-3,8 karto didesnis.
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6 pav. B-sitosterolio kiekio poky¢iai frakcionuojant spanguoliy iSspaudas taikant SKE-
CO:z su tirpikliu arba be jo (5 % EtOH). SF — sunkesnioji frakcija; LF — lengvesnioji
frakcija. ® P raidés tarp tos pacios spalvos stulpeliy nurodo reik§mingus skirtumus
(ANOVA, p <0,05). Pateiktos vidutinés dviejy matavimy vertés + SN

3.2.5. Lakiuju junginiy sudétis

Spanguoliy iSspaudy ekstraktai, ypa¢ LF-os, turéjo stipry ir malony
spanguoléms biidingag aromatg. Todél buvo naudinga jvertinti lakiyjy aromato
junginiy pasiskirstyma separatoriuose. Taikant SKE-CO, spanguoliy iSspaudy
ekstraktuose ir frakcijose identifikuoti 34 lakieji junginiai ir nustatytas jy
pasiskirstymas. Sumazinus pirmojo separatoriaus temperatiirg, iS esmés keitési
lakiyjy medziagy kokybiné ir ypa¢ kiekybiné sudétis. Tik nedidelé dalis aromato
junginiy buvo nustatyta SF-ose, o LF-ose rasta jvairiy bidingyjy aromato junginiy
esant didesnéms smailéms, kurios parodo, kad Siy junginiy koncentracija LF-ose
yra didesné. Aromato junginiy profilis visose LF-ose buvo gana panasus esant
nedideliems kiekybiniams skirtumams, taikant skirtingas separatoriaus Saldymo
temperattiras. Didziausios buvo 2,3-butandiolio, benzaldehido, benzilo alkoholio,
benzoinés rugsties, 2,4-dekadienalio, valinino, humuleno, kalameneno ir
oktadeceno smailés.

3.3. Spanguoliy iSspauduy, i$ kuriy pasalinti riebalai, ekstrakcijos
optimizavimas taikant ekstrakcija tirpikliais padidinto slégio aplinkoje

Uogy iSspaudos yra nevienalyté zaliava: séklose gausu lipidy, o odelése,
minkstime yra daugiau poliniy (hidrofiliniy) komponenty. Siekiant i§ SKE liekany
iSgauti didesnio poliSkumo junginius, pasitelkta pakopiné ekstrakcija tirpikliais
padidinto slégio aplinkoje (ETPS): pirmiausia ekstrahuota etanoliu, véliau liekana
paveikta vandeniu. Norint gauti didziausig spanguoliy iSspaudy etanolinio
ekstrakto iSeigg, temperatiira ir ekstrakcijos trukmé optimizuotos taikant PAM su
CKCP. Buvo atlikta 13 eksperimentiniy bandymuy, iSeiga svyravo nuo 53,45 iki
56,72 g/100 g SM (3 lentelé).

17



3 lentelé. Spanguoliy iSspaudy (pasalinus riebalus) optimizavimo taikant ETPS-EtOH ir
vykdant tris ekstrahavimo ciklus i§ eilés eksperimento planas ir gautos iSeigos

ISeiga, g/100 g SM

Eil. Ekstrakcijos trukmeé,  Ekstrakcijos Pagal  matematinj

nr. min temperatiira, °C Eksperimentiné modelj
1 5 50 53,45+0,46% A 53,58
2 15 50 55,020,608 54,79
3 5 90 55,41£0,32%4 55,69
4 15 90 56,62+0,63"B 57,44
5 5 70 55,05+0,01%4 55,65
6 15 70 56,72+0,01% ¢ 57,14
7 10 50 54,56+0,02% AB 54,34
8 10 90 56,43+0,60" B 56,74
9 10 70 56,45+0,06" B 56,58
10 10 70 56,500,048 56,58
11 10 70 56,33+0,05" B 56,58
12 10 70 56,320,138 56,58
13 10 70 56,45+0,40 B 56,58

Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés = SN; P raidés prie skai¢iy tame paciame
stulpelyje nurodo reikSmingus skirtumus tarp ekstrakcijy trukmeés (ANOVA, p < 0,05);
A-Braidés tame paciame stulpelyje nurodo reik§mingus skirtumus tarp ekstrakeijy
temperatiiry, p < 0,05.

Dispersiné analiz¢ parodé, kad sudarytas modelis reikSmingas, o
determinacijos koeficientas sieké 0,99. Abu nepriklausomieji kintamieji
parametrai (ekstrakcijos trukmé ir temperattira) buvo reikSmingi tirtame modelyje,
0 juy saveika neturéjo jtakos ekstrakcijos iSeigai. Prognozuojamos iseigos, kurios
buvo apskaiciuotos naudojant antrosios eilés polinoming lygti, gerai atitiko
eksperimento rezultatus (7 pav.), o tai rodo, kad §is matematinis modelis gali bati
naudojamas sudaryto eksperimento plano erdvei jvertinti.
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I8eiga, gauta eksperimento metu [g/100 g SM]

T T
56.72

7 pav. Ekstrakto iSeigos, gautos eksperimento metu ir apskaiciuotos taikant sudaryta
matematinj modelj

Trimatis grafikas (3D) leidzia aiskiai pamatyti, kaip kinta tiriamasis atsakas
keic¢iant nepriklausomuosius kintamuosius: ekstrakcijos trukme ir temperatiira,
esant pastoviam (10,3 MPa) slégiui (8 pav.). Atliekant optimizavima nustatytos
optimalios salygos (83 °C temperatiira, 3 ciklai po 15 min), uztikrinancios
didziausig etanolinio ekstrakto iSeiga (55,89+0,5 %).

56,075 |
55,15

ISeiga [g/100 g SM]

20
Ekstrakcijos 7.50 60 Temperatiira [°C]
trukmé [min] 5

8 pav. Spanguoliy iSspaudy ETPS ekstrakcijos su etanoliu vykdant tris ekstrahavimo
ciklus i§ eilés atsako pavirSiaus kreivé

Liekana po spanguoliy iSspaudy SKE-CO, bei ETPS-EtOH ekstrakcijy
toliau buvo ekstrahuojama vandeniu (130 °C temperatiira, 3 ciklai po 10 min),
gauta iSeiga sieke 6,50+0,07 %. Kadangi ETPS su etanoliu buvo labai efektyvi,
nuspresta netaikyti PAM ekstrakcijai vandeniu. Galutiné liekana sudaré apie 25 %
pradinio spanguoliy i$spaudy svorio ir gali biiti laikoma puikiu skaiduliniy
medziagy Saltiniu.

3.3.1. Kiekybinis antocianiny etanoliniame ir vandeniniame ekstraktuose
ivertinimas

Antocianinai — natiraliis uogy pigmentai, suteikiantys joms raudong spalva.
Taikant UESC-K-SL-MA spanguoliy iSspaudose, etanoliniame ir vandeniniame
ekstraktuose identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti 6 antocianiny glikozidai (9 pav.),
cianidino ir peonidino galaktozidai, arabinozidai ir gliukozidai.
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100 b ¢ a
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Cianidin-3- Cianidin-3- Cianidin-3- Peonidin-3-  Peomidin-3-  Peomidin-3-

galaktoridaz  glivkozidas  srabimozidas  galakfozidas  gliukozidas  arabinozidas
DOIispaudos 26,78 . 28,06 4546 1113 32,66
mETFS-EtOH 35,59 15,09 5825 0436 23,11 67,79
ETPS-H:0 ] ] 0 0,96 0 0.86

9 pav. Antocianiny kiekis spanguoliy iSspaudose, etanoliniame bei vandeniniame
ekstraktuose, nustatytas taikant UESC-K-SL-MA. ®° raidés nurodo reik§mingus
skirtumus tarp koncentracijy (ANOVA, p < 0,05)

Antocianiny identifikavimas pagrjstas jy masés spektrais ir eliuavimo i§
chromatografinés kolonélés tvarka. Peonidin-3-galaktozidas ir peonidin-3-
arabinozidas — pagrindiniai kiekybiskai jvertinti antocianinai, identifikuoti visuose
meéginiuose. Atsizvelgiant | maza Siy junginiy kiekj vandeniniame ekstrakte,
galima manyti, jog ekstrakcija etanoliu buvo pakankamai efektyvi ir i§ spanguoliy
iSspaudy leido iSgauti didelj kiekj antocianiny.

3.3.2. Spanguoliy i§spauduy, i§ kuriy pasalinti riebalai, ekstrakty
fitocheminé sudétis

Flavonoidai ir organinés riigStys nustatytos taikant efektyviaja skysciy
chromatografija su MS detektoriumi ir lyginant gauty junginiy molekulines mases,
ju formules bei sulaikymo laikus su standartiniy junginiy spektriniais duomenimis.
Junginiams, kuriy nepavyko identifikuoti pagal turimus standartus, papildomai
atliktas MS/MS fragmentavimas. Sie junginiai identifikuoti preliminariai lyginant
gautus MS/MS fragmentus su duomeny bazése bei literatliroje pateiktais
duomenimis. IS viso ekstraktuose aptikta 15 junginiy (4 lentelé).

Organinés riigstys 1, 2, 3 ir 8 nustatytos abiejuose ekstraktuose. Junginio 1
molekulinis jonas [M-H]™ m/z 133,0144 atitiko C4HsOs molekuling formule. Sis
junginys buvo identifikuotas kaip obuoliy ragstis. Citriny (2) bei chino (3) rigstys
identifikuotos remiantis jy molekuliniais jonais [M-H] m/z 191,0564 ir 191,0199
bei literatiiroje pateiktais duomenimis. Chlorogeno riigstis (8) identifikuota pagal
standartg ir MS/MS fragmentus. Atlickant kiekybing junginiy analiz¢ nustatyta,
kad katechino ir chlorogeno riigsties ETPS-EtOH ekstrakte buvo atitinkamai 60,3
ir 88,6 mg/100 g SM, taciau $iy junginiy neaptikta ETPS-H,O ekstrakte. O chino
rugstis buvo pagrindinis junginys tirtuose ekstraktuose ir sudaré 869,4 mg/100 g
(ETPS-H,0) ir 572,9 mg/100 g (ETPS-EtOH). Siuos skirtumus galéjo lemti chino
rugsties tirpumas skirtingo poliskumo tirpikliuose.
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Junginiai 11 ir 13 preliminariai jvertinti kaip kvercitino pentozidas ir
kvercitino heksozidas, juy molekuliniai jonai [M-H]™ m/z buvo 433,0406 (atitiko
CHi7011 molekuling formuleg) ir 463,0886 (atitiko C»Hi9O12 molekuling
formule). Lyginant MS/MS fragmentus matyti, kad Sie abu junginiai davé panasy
m/z fragmenta 301,0350 (atitinkantj C;sHsOs molekuling formule), kuris atitinka
flavonolio kvercetino aglikona, o lickanos [M-162] ir [M-132] atitinka heksilo ir
pentilo vienetus. Junginys 10 buvo preliminariai identifikuotas kaip miricetino
galaktozidas. Atlikus MS/MS fragmentavimg gautas jonas m/z 316,0219, kuris
rodo, kad i§ pirmtako jono (m/z 479,0833) buvo prarastas galaktozido fragmentas.
Keletas aptikty smailiy (4, 5, 7, 12, 14) nebuvo identifikuotos dél informacijos
trikumo, net atlikus MS/MS fragmentacija.

3.3.3. Antivirusinis ekstrakty poveikis Zikos viruso infekcijai

Taikant MTT metoda jvertintas etanolinio ir vandeninio ekstrakty
citotoksiskumas plauciy epitelio (A549) lastelese (10 pav., A). Nustatyta, kad
lasteliy gyvybinguma 50 % slopina 766,6 pg/ml (ETPS-EtOH) ir 797,5 pg/ml
(ETPS-H»0O) koncentracija. Esant didziausiai necitotoksiskai koncentracijai
(400 pg/ml), nustatytas ekstrakty antivirusinis poveikis afrikinio Zikos viruso
(ZIKV) padermés molekuliniam klonui, iSreiSkian¢iam Zzalio fluorescencinio
baltymo (GFP) gena (ZIKVgrp). Tyrimas parodé, kad etanolinis ekstraktas
neturéjo poveikio Siam Zikos virusui, o panaudojus vandeninj ekstraktg infekuoty
lasteliy nustatyta maziau nei 5 %. Todél tolesniems tyrimams buvo naudojamas
tik vandeninis ekstraktas. Sio ekstrakto skirtingy koncentracijy antivirusinis
poveikis ZIKVgrp nustatytas A549 lastelése (10 pav., B). IS 10 pav. B dalies
matyti, jog mazéjant ekstrakto koncentracijai infekuoty lasteliy skaicius didéjo.

A, B.1204
=150 1 -+ ETPS-H:0 -
= =100
= -% ETPS-EtOH =
2 E 1
: s s %
100 z
8 g 60
& k|
B s 2 0]
= .
e &,
7 S 20
= o4 T \ o
10 100 too0 10 100 1000)
Koncentracija [1g/mi] Koncentracija [pg/ml]

10 pav. Spanguoliy iSspaudy vandeninis ekstraktas pasizymi antivirusiniu poveikiu Zikos
virusui. A — lasteliy (A549) gyvybingumas, nustatytas taikant MTT metoda;
B — spanguoliy i§spaudy vandeninio ekstrakto antivirusinis poveikis ZIKVgrp

Skirtingy koncentracijy ekstrakto jtaka Azijos epidemijos padermés PF-
25013-18 (PF13) augimui jvertinta ploksteliy formavimo metodu. Paaiskéjo, kad
ZIKV-PF13 jautrus skirtingoms ekstrakto koncentracijoms (11 pav., A), ypac
400 pg/ml —tada viruso kiekis sumazéjo net 6 log PFV/ml. Zikos viruso padermés
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ZIKV-MR766 proteiny gamyba jvertinta imunofluorescencijos metodu, naudojant
antik@inus, kurie atpazjsta viruso baltymga E (11 pav., B, C). Kaip matyti i$ 11 pav.
B ir C daliy, spanguoliy i§spaudy ETPS-H,O ekstraktas slopino ZIKV infekcija
A549 lastelése. Atsizvelgiant | gautus rezultatus, galima teigti, kad $is ekstraktas
turi galimg antivirusinj poveikj tiek afrikinei, tieck Azijos ZIKV padermei.

>

" 100 {
bc € f

w0
o
1

@
=1
1

40

Zikos viruso kiekis [PFV/ml]
Zikos virusu infekuotos
lasteles [%0]

0 125 25 50 100 200 400 0 125 25 50 100 200 400
Koncentracija [g/mi] Koncentracija [pg/ml]

(O eicuotos fasteies ZIKV ZIKV + ETPS-H20 (12.5. [ZIKV +ETPS Hz0 (50 ZIKV +ETPS H20 200 | ZIKV +ETPS H20 (400
‘mg/ml) me/m) mg/ml) /

11 pav. Spanguoliy iSspaudy vandeninis ekstraktas apsaugo A549 lasteles nuo Zikos
viruso (ZIKV) epideminiy padermiy. A — kiekybinis ZIKV-PF13 viruso augimo
jvertinimas ploksteliy formavimo metodu; B — kiekybinis uzkrésty A549 lasteliy

jvertinimas imunofluorescencijos metodu; C — viruso baltymo raiskos
imunofluorescenciné analizé ZIKV-MR766 infekuotose A549 lgstelése. Zikos viruso
baltymas pazymétas raudonai, o Igsteliy branduoliai — mélynai. ®® raidés nurodo
reik§mingus skirtumus tarp koncentracijy (ANOVA, p <0,05)

Kinetikos eksperimentas leido nustatyti, kuriame viruso gyvavimo ciklo
etape ETPS-H,O ekstraktas stabdo infekcija (12 pav.). Ekstraktas turéjo jtakos
viso viruso gyvavimo ciklo metu ir neleido jam patekti j Seimininko Iastelg, taciau
neturéjo jokios jtakos viruso replikacijai. Siekiant iSsiaiskinti, kuriame tiksliai
etape ckstraktas veikia: ar jis suardo viruso dalele (veikia virucidi$kai), ar
padengia virusa papildomu sluoksniu ir dél to virusas negali prisijungti prie
lastelés receptoriy ir patekti j ja (virostatinis efektas), buvo taikomi viruso
inaktyvacijos ir suriSimo metodai. Tyrimas parod¢, kad negalima tiksliai pasakyti,
ar ekstraktas pasizymi virucidiniu, ar virostatiniu poveikiu, nes taikant

inaktyvacijos ir viruso suri§imo metodus infekuoty lasteliy nustatyta atitinkamai
2,8 1ir 0,5 %.
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100 b

GFP teigiamos lastelés [%]

VEM PL RE

12 pav. Spanguoliy i§spaudy ETPS-H20 ekstrakto jtaka ankstyvosioms ZIKV infekcijos
stadijoms. VEM — viruso gyvavimo ciklo metu, PL — viruso patekimas j lastelg, RE —
viruso replikacija. ®® raidés nurodo reik§mingus skirtumus (ANOVA, p < 0,05)

Galimas tmus spanguoliy iSspaudy vandeninio ekstrakto toksiSkumas
jvertintas naudojant suaugusias zebrines danijas — joms atlikta injekcija parinkus
400 pg/g kino svorio koncentracijg. Eksperimentas buvo vykdomas 5 dienas.
Visos 11 zuvy, kurioms atlikta spanguoliy ekstrakto injekcija, iSgyveno ir viso
eksperimento metu nebuvo pastebéta jokiy kancios, streso ar nejprasto elgesio

pozymiy.

3.4. Spanguoliy iSspaudy ekstrakty, gauty skirtingais metodais, ir
ekstrakcijy liekany antioksidacinis aktyvumas

Biorafinavimo procesas buvo jvertintas jvairiais antioksidacinio aktyvumo
nustatymo metodais nustatant skirtingais ekstrakcijos biidais iSskirty ekstrakty,
iSspaudy bei liekany antioksidacinj potencialg (5 lentelé).

Lipofiliniy frakcijy antioksidacinis aktyvumas (AA) buvo gana mazas. Kita
vertus, ekstraktas, gautas Soksleto metodu, turéjo didesnj bendrajj fenoliniy
junginiy kiekj (BFJK) ir didesnes vertes matuojant ABTS™" radikalo suri§imo
metodu, o DRAG metodu gautos vertés buvo gana panasios, palyginti su ekstraktu,
gautu taikant SKE-CO,. AA visose liekanose, pasalinus lipofilines medziagas,
jskaitant riebaluose tirpius antioksidantus, sumazg&jo apytiksliai 6-23 %.
Panaudojus didesnio poliskumo tirpiklius (etanolj bei vandenj) buvo isskirta
didzioji dalis polifenoliniy junginiy, pasizymin¢iy antioksidaciniu aktyvumu.
Vandeninis ekstraktas pasizyméjo kur kas didesniu AA nei etanolinis ekstraktas,
jvertinus visais in vifro metodais, taciau dél didesnés iSeigos ETPS-EtOH
ekstrakte iSskirta didzioji dalis antioksidanty, kai rezultatai buvo perskaiciuoti
sausajai medziagai. Pavyzdziui, BFJK liekanose po ETPS-EtOH buvo 3.4 karto
mazesnis nei spanguoliy iSspaudose ir 11 karty mazesnis, kai buvo perskai¢iuota
sausajai medziagai. Gauti rezultatai jrodo pritaikytos daugiapakopés
biorafinavimo technologijos efektyvuma.
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3.5. Spanguoliy iSspaudy ekstrakty, iSskirty taikant ekstrakcijg tirpikliais
padidinto slégio aplinkoje, poveikis patogeninéms bei gedimg sukelianc¢ioms
bakterijoms ir kiaulienos produkty kokybei

3.5.1. Spanguoliy i§spaudy, i§ kuriy pasalinti riebalai, ekstrakty
antimikrobinis aktyvumas

Ekstrakty antimikrobinis aktyvumas priklauso nuo ekstrakcijai panaudoto
tirpiklio (etanolis ar vanduo), jy koncentracijos ir mikroorganizmy kiekio.
Ivertintas ekstrakty slopinamasis poveikis gramteigiamosioms (W. viridescens,
L. mesenteroides, L. monocytogenes, B. thermosphacta) ir gramneigiamosioms
(P. putida ir C. jejuni) bakterijoms (6 lentelé).

6 lentelé. Spanguoliy i§spaudy, is kuriy pasalinti riebalai, etanolinio ir vandeninio ekstrakty
poveikis skirtingy bakterijy augimui

L. monocytogenes  C. jefuni P. putida B. thermosphacta L. mesenteroides W, viridescens
Meginys Inokuliacyja (log KSV/mL)
h 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 g
log KSV/mL

Kontrolimis 920 8,77,  *8.22, 811, 875 898, <810y *B44, ®eg 13, 801, 9.06s  ©7.93,
EtOH.,

6.6 % 0 2 0 0 2 0 2 0 w847, 9035 863, 8.9%
EtOH,
33% 0, 861y 0 0 0 0 0 0 860, =849, B36, 9853,
EtOH,
1.65 % %856, 822, 193, *193, 315, 746z 0, 548y  “B8ly %825, 871y 48504
EtOH,
0,83 % %853, <B88, 68ly 568, 844, 000 <782, <754y  “BO05y <722, 883z %760,
EtOH,

042 % %800, <885, 832 <800, 837, 001y <T83, «€T67, 8105 U645, HET8; <178,
H0,

6.6 % 0 0 0 0 0 0 0 0 931y 2859, ©R61, “868,
H0,
3.3 % 50 0 0, 183 713, 9831y 0 50 g 1l, 776, 872, ©875,
H:O,
1.65% 50 20 296, 5395 9746, 822 315 0, ®g00; 4729, B8 T4y T.A40,
150,
0,83 % %857, 785, 788z 9754, 4798, 9826, <827z T8, 760z 691, “889; 749,
H0.

0.42 % 2868, <864, 822, 823, 875, 898, <B43, B35, M§23p M4, FRT0s  *7.34,

Pateiktos vidutinés trijy matavimy vertés + SN; &P raidés prie skaiCiy tame paciame
stulpelyje nurodo reikSmingus skirtumus (ANOVA, p < 0,05); a. B raidés prie skai¢iy toje
pacioje eilutéje nurodo reikSmingus skirtumus tarp skirtingo kiekvieno mikroorganizmo
skaic¢iaus (ANOVA, p < 0,05). Gauti rezultatai isreiksti log KSV/ml.

Ekstraktai turéjo didziausia poveikj dviem gramteigiamosioms
(L. monocytogenes ir B. thermosphacta) ir dviem gramneigiamosioms (P. putida
ir C. jejuni) bakterijoms; beveik visais atvejais didesné koncentracija (6,6 ir
3,3 %), nepriklausomai nuo tirpikliy ir mikroorganizmy skaiciaus, visiSkai
(100 %) slopino $iy bakterijy augimg. Kita vertus, Siame tyrime naudotos kitos dvi
gramteigiamosios bakterijos W. viridescens ir L. mesenteroides buvo atsparios
ekstraktams, nepriklausomai nuo panaudotos koncentracijos, ir Sie netgi paskatino
jy augima. Lyginant etanolinj ir vandeninj ekstraktus nustatyta, kad pirmasis
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pasizyméjo stipresniu antibakteriniu poveikiu, ypa¢ naudojant mazesnj kolonijas
sudaranciy vienety (KSV) skai¢iy (4 log KSV/ml). Atsizvelgiant i tai, kad Sio
ekstrakto iSeiga buvo kur kas didesné ir kai kuriais atvejais antibakterinis poveikis
tiriamoms kultiroms buvo Siek tiek stipresnis, tolesniems tyrimams pasirinktas
bitent Sis ekstraktas.

3.5.2. Antimikrobinis etanolinio ekstrakto poveikis mésainiams ju laikymo
metu

Mésa yra puiki terpé daugintis mikroorganizmams, ypa¢ malta mésa, kuri
yra jautresné oksidacijai ir mikroorganizmy dauginimuisi, todél labai svarbu ja
apsaugoti. Per 16 ecksperimento dieny L. monocytogenes bakterijy kiekis
kontroliniame meéginyje su inokuliuotomis bakterijomis (RCI) iSaugo nuo 3 iki
6,5log KSV/g (13 pav., A). O tiriamajame méginyje su inokuliuotomis
bakterijomis bei ekstrakto priedu (RL) S$ios patogeninés bakterijos buvo
slopinamos viso eksperimento metu ir pra¢jus 16-ai dieny jy nustatyta 2,72 log
KSV/g. Zinoma, jog polifenoliai pasizymi antimikrobinémis savybémis ir jy
efektyvumas padidéja, kai pH sumazéja nuo 6,5 iki 4,5.

B. thermosphacta buvo aptikta visuose méginiuose (nuo 2,3 iki 3,1 log
KSV/g) (13 pav., B), vadinasi, méginiai be inokuliuoty bakterijy buvo nattraliai
jomis uzter$ti. Eksperimento metu kontroliniuose méginiuose be ekstrakto (RC ir
RCI) B. thermosphacta kiekis iSaugo iki 7 log KSV/g, o méginiuose su ekstraktu —
apytiksliai iki 3 log KSV/g. Etanolinis ekstraktas buvo efektyvus ir slopinant
P. putida augima (13 pav., C). Pseudomonas genties bakterijy kiekis méginiuose
be ekstrakto (RC ir RCI) iSaugo iki 7,1 log KSV/g (pragjus 16-ai dieny), o
ekstrakto priedas slopino P. putida augima iki 3,62 log KSV/g.

Ekstrakto poveikis pieno rugsties bakterijoms (PRB) bei aerobinéms
mezofilinéms bakterijoms (AMB) nebuvo toks didelis kaip kitoms bakterijoms (13
pav., D, E), nors buvo nustatyta reik§mingy skirtumy tarp méginiy su ekstraktu ir
be ekstrakto. Eksperimento pabaigoje kontroliniuose méginiuose PRB ir AMB
kiekis sieké beveik 10 log KSV/g, o méginiuose su ekstraktu jis buvo apytiksliai
8 log KSV/g. Siuo atveju taip pat nebuvo nustatyta reikimingy skirtumy tarp
méginiy su inokuliuotomis bakterijomis ir be jy.
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3.5.2.1. Ekstrakto jtaka mésainiy fizikocheminéms savybéms

Spalva yra vienas svarbiausiy veiksniy, lemian¢iy mésos ir jos produkty
priimtinuma vartotojams. Spanguoliy iSspaudy etanolinio ekstrakto jtaka mésos
spalvai bei jos pokyc¢iams laikymo metu buvo jvertinta naudojant ,,CIELab“
sistemg (7 lentelé). L" koordinatés poky¢iai laikymo metu buvo nereik§mingi, nors
etanolinio ekstrakto priedas gerokai padidino §iy mésainiy a” koordinadiy vertes
ir $ie méginiai tapo raudonesni bei geltonesni (b") uz kontrolinius.
Nepageidaujamus spalvos pokyCius gali lemti ir metmioglobino (MetMb)
susidarymas. Pradinés MetMb vertés tiek méginyje be ekstrakto (RC), tiek
méginyje su ekstraktu (RCL) buvo labai panasios ir sické apie 45 %, o RC
méginyje tolesni MetMb kiekio poky¢iai nebuvo reik§mingi (7 lentelé). Mésainyje
su ekstraktu (RCL) MetMb kiekis augo ir eksperimento pabaigoje pasieke 65 %.
Siuos rezultatus galéjo lemti mazesnis RCL nei RC mésainiy pH, nes kai pH yra
5,5, paspartéja MetMb susidarymas.

Mésos produkty pH yra siejamas su jy sauga, juslinémis savybémis ir
tekstiira. Kiaulienos mésainiai su 2 % etanolinio ekstrakto viso eksperimento metu
turéjo mazesnj pH nei kontroliniai méginiai (7 lentelé). Tai gali buti siejama su
mazu paties ekstrakto pH (2,5). Per 16 dieny pH pokyc¢iai RCL méginyje buvo
nedideli, bet reikSmingi (p < 0,05). Vandens aktyvumas (ay) yra svarbus veiksnys
mikrobiniam augimui. Apskritai, lyginant a,, vertes, skirtumai buvo gana nedideli
(0,988-0,997), o iSspaudy ekstraktas neturé¢jo reikSmingos jtakos neapdoroty
mésainiy aw (p > 0,05) (7 lentelé).

Etanolinis ekstraktas pasizyméjo dideliu AA (5 lentelé), todél buvo
nuspresta nustatyti AA mésos produktuose. Malondialdehidas (MDA), kuris,
reaguodamas su tiobarbitiirine rtgstimi, sudaro spalvotus produktus, yra
nepageidautinas mésos produktuose, nes tai yra antrinis lipidy peroksidacijos
produktas. Ekstrakto priedo jtaka MDA susidarymui mésainiuose buvo akivaizdi
(7 lentelé). Kontroliniame mésainyje MDA kiekis laikymo metu iSaugo nuo 0,351
(0 diena) iki 1,394 mg MDA/kg (16 diena), o mésainyje su 2 % etanolinio
ekstrakto MDA padaugéjo nuo 0,063 iki 0,206 mg MDA/kg. Sie rezultatai rodo
stipry junginiy, iSekstrahuoty i§ spanguoliy iSspaudy, antioksidacinj poveikj.

3.5.3. Ekstrakto jtaka virto kumpio mikrobiologinei kokybei

Etanolinio ekstrakto antimikrobinis poveikis jvertintas virtame kumpyje,
kuris buvo inokuliuotas keturiomis L. monocytogenes padermémis ir 40 dieny
laikomas 4 °C temperatiiroje. Kontroliniame méginyje su inokuliuotomis
bakterijomis (CCI) nustatytas staigus bakterijy augimas per pirmasias 22 dienas
nuo 3,04 iki 8,26 log KSV/g, véliau jis buvo létesnis (14 pav., A). Spanguoliy
iSspaudy ekstraktas labai efektyviai slopino L. monocytogenes virtame kumpyje,
todél per pirmasias 32 eksperimento dienas $iy bakterijy kiekis buvo labai panasus
(2,78-3,13 log KSV/g), taciau véliau jis pradéjo augti ir pasieke 7 log KSV/g.
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PRB taip pat yra nepageidaujamos termiskai apdorotuose produktuose, nes
tai pagrindiné bakterijy grupé, susijusi su produkty gedimu. Leuconostocaceae
Seimos bakterijos, tokios kaip W. viridescens, gali sukelti mésos gaminiy zaluma.
PRB (14 pav., B) ir AMB (14 pav., C) kiekis greitai padidé¢jo kontroliniuose
méginiuose su inokuliuotomis bakterijomis (CCI) ir méginiuose be (CC)
inokulivoty bakterijy. Didesnis Siy bakterijy kiekis nustatytas kontroliniame
méginyje su inokuliuotomis bakterijomis. Nustatyta, kad ekstraktas (CCL ir CL
méginiuose) slopino PRB bei AMB augima laikymo metu.

3.5.3.1. Virto kumpio fizikocheminés savybés

Kumpiy tinkamumo vartoti terminas, tekstiira bei spalva taip pat priklauso
nuo pH. Méginyje su 2 % spanguoliy iSspaudy ekstrakto (5,56) nustatytos
mazesnés pH vertés nei kontroliniame méginyje (be ekstrakto). Virto kumpio su
ekstraktu pH vertés galéjo buti mazesnés dél jame esanciy organiniy rigsciy, tokiy
kaip chlorogeno ir benzoiné riigstys, kurios yra iSekstrahuojamos is spanguoliy
i$spaudy naudojant 96 % etanolj. Laikymo metu pH padidéjo visuose méginiuose,
vis délto viso eksperimento metu didesnés pH vertés buvo nustatytos
kontroliniame méginyje be ekstrakto.

Vandens aktyvumas virtuose kumpiuose be ekstrakto ir virtuose kumpiuose
su 2 % ekstrakto buvo labai panasus: atitinkamai 0,980 ir 0,977. Viso
eksperimento metu vandens aktyvumas abiejuose méginiuose isliko gana panasus.
Tai rodo, kad gamybos metu pridétas ekstraktas neturéjo jtakos produkto vandens
aktyvumui.

Pirmaja dieng L* koordinatés vertés buvo maZesnés virtame kumpyje su
ekstraktu, Sie méginiai buvo tamsesni nei kontroliniai (8 lentelé). Laikymo metu
(7, 15, 22, 27, 32, 36, 40) §i verté sumazéjo 29 % CC méginyje ir 23 % CCL
méginyje. Etanolinio ekstrakto priedas padidino méginiy raudonuma (a"). Vis
délto a” koordinatés vertés sumazéjo abiejuose méginiuose, ypaé per pirmgsias 15
dieny, ir eksperimento pabaigoje buvo 32 % mazesnés uz pradines vertes. Virtuose
kumpiuose su ekstrakto priedu nustatytos mazesnés geltonumo (b") vertés nei
kontroliniuose méginiuose. Tai gali buti siejama su tuo, kad ekstraktas turi
intensyvig raudong spalva, bet maZesne jtakg b* vertei. b” koordinatés vertés
laikymo metu sumazéjo kontroliniuose méginiuose, o meéginiuose su ekstrakto
priedu pokyc¢iai nebuvo reik§mingi.
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ISVADOS

1. Optimizavus spanguoliy i$spaudy ekstrakcijos superkritiniu anglies
dioksidu parametrus, atsako pavirSiaus metodu nustatyta, kad didziausia ekstrakto
iSeiga— 11,10 % (m/m SM) — gaunama esant 42,4 MPa slégiui, 53 °C temperatiirai
ir 158 min ekstrakcijos trukmei. Ekstrahuojant standartiniu Soksleto ekstrakcijos
metodu heksanu per 6 h iSekstrahuojama 11 g/100 g lipidy. Sveikatai naudingos
mononesociosios ir polinesociosios riebaly riigstys iSekstrahuoty triacilgliceroliy
sudétyje sudaré atitinkamai 21,79 ir 69,58 %.

2. Nustatyta, kad, modifikuojant virskritinés ekstrakcijos tirpiklj ir kei¢iant
sistemos separatoriy parametrus, galima pagaminti skirtingos sudéties lipofiliniy
medziagy frakcijas. Naudojant gryng CO; ir Saldant I separatoriy 0 ir —10 °C
temperatiiroje, jame susikaupé didesné ekstrakto dalis (lengvesnioji frakcija) —
5,93 ir 6,86 %, | tirpiklio srauta jterpus 5 % etanolio, daugiau ekstrakto
(sunkesnioji frakcija) susikaupé II separatoriuje — 6,05 ir 6,21 %). Sumazinus I
separatoriaus temperatirag iki —20 ir =30 °C, lengvesniosios frakcijos iSeiga
gerokai padidéjo — iki 7,91 ir 8,18 %. Lengvoji frakcija pasizyméjo kur kas
stipresne (ypac jterpus etanolio) deguonies radikalo absorbcijos geba (DRAG).
Triacilgliceroliy ir riebaly rligs€iy sudéties skirtumai frakcijose buvo
nereikSmingi, taciau daugiausia skvaleno (4,51-12,09 %) visais atvejais buvo
sunkesniojoje frakcijoje. Mikrokomponenty — fitosteroliy, tokoferoliy ir lakiyjy
junginiy — koncentracija lengvosiose frakcijose buvo iki 8 karty didesné, ypac
naudojant tirpiklio modifikatoriy — etanolj.

3. Ekstrakcija tirpikliais padidinto slégio aplinkoje (ETPS) buvo iSbandyta
siekiant i§ spanguoliy iSspaudy (paSalinus riebalus) iSskirti didesnio poliskumo
junginius. Optimizavus pasirinktus parametrus, didziausia bendroji iSeiga
(55,89 %) buvo gauta ekstrahuojant etanoliu 3 kartus po 15 min 83 °C
temperatiiroje. Optimizavus ETPS-EtOH ekstrakcijos temperatira 50-90 °C
intervale ir cikly trukme¢ 5-15 min intervale, didziausias bendras fenoliniy
junginiy kiekis (BFJK) 1 g ekstrakto buvo 43,43 mg galo rugsties ekvivalenty
(GRE), 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonriigsties) (ABTS™) sujungimo
geba — 179,0 mg trolokso ekvivalenty (TE), DRAG — 270,2 mg TE ekstrahuojant
90 °C temperatiiroje. Didziausias proantocianidiny kiekis — 225,2 ir 220,2 mg/g
ekstrakto — gautas ekstrahuojant 3 kartus po 15 min 70 ir 90 °C temperatiiroje.
Ekstrakcijos ciklo trukmé buvo svarbus antocianiny iSgavos faktorius:
ekstrahuojant 50 °C temperatiiroje ir prailginus ciklo trukme nuo 5 iki 10 min
iSgautas $iy junginiy kiekis padidéjo nuo 97,10 iki 183,6 mg/100 g SM. ETPS-
EtOH ekstrakcijos liekang ekstrahavus vandeniu 3 kartus po 10 min 130 °C
temperatiiroje, iSeiga sieké 6,50 %.

4. Peonidin-3-galaktozidas ir peonidin-3-arabinozidas buvo ekstraktuose
vyraujantys antocianinai: ETPS-EtOH ekstrakte jy nustatyta atitinkamai 94,36 ir
67,79 mg/100 g, o ETPS-H,O — 0,96 ir 0,86 mg/100 g. Obuoliy, chino ir citriny
rugstys, procianidinas B3 bei kvercetino heksozidas buvo identifikuoti abiejuose
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ekstraktuose. Spanguoliy i§spaudy vandeninis ekstraktas slopino tiek afrikine, tick
azijing Zikos viruso paderme¢ zmogaus plauciy epitelio (A549) lastelése, taciau
nebuvo citotoksiskas in vitro ir in vivo sistemose. Etanolinis ekstraktas
nepasizyméjo antivirusinémis savybémis.

5. DRAG, BFJK ir ABTS™ metodais nustatyta, kad poliskais tirpikliais i§
spanguoliy iSspaudy (pasalinus riebalus) iSskirti ekstraktai buvo daug stipresni
antioksidantai negu CO, ar heksanu iSskirtos lipofiliskos medziagos. Be to,
vandeninis ckstraktas buvo gerokai stipresnis antioksidantas negu etanolinis:
vandeninio ekstrakto BFJK, DRAG ir ABTS™ sujungimo gebos vertés buvo
188,9 mg GRE/g, 1084 ir 362,6 mg TE/g, o ctanolinio — 52,98 mg GRE/g, 130,4
ir 345 mg TE/g. Siekiant jvertinti antioksidanty i$skyrimo efektyvuma, spanguoliy
iSspaudy bei ekstrakcijy liekany antioksidaciné geba buvo jvertinta taikant
QUENCHER procediira (matuojama tiesiogiai sausojoje medziagoje).
Isekstrahavus lipofiling frakcija antioksidaciné geba beveik nepasikeité, taciau
uzbaigus ekstrakcijas poliskais tirpikliais lickamoji antioksidaciné geba sudare tik
3-5 % nuo pradinés. Akivaizdu, kad poliskais tirpikliais i§ spanguoliy iSspaudy
buvo efektyviai iSskirta didzioji dalis antioksidanty.

6. Etanolinis ir vandeninis spanguoliy i§spaudy ekstraktai efektyviai slopino
patogenines bei mésos gedimg sukelianCias bakterijas; 6,6 ir 3,3 % ekstrakty
priedai visiskai sunaikino tirtas bakterijas. Etanolinis ekstraktas pasizyméjo stipriu
antibakteriniu poveikiu mésos iStraukoje, mésainiuose ir virtuose kumpiuose.
Ekstrakto priedas 5—7 kartus sumazino mésainiy laikymo metu susidarancio lipidy
oksidacijos produkto — malondialdehido kiekj ir tur¢jo didziausia jtaka gaminiy
spalvai. Mésos produkty su ekstraktu raudonos / Zalios spalvos koordinaté a” buvo
2 kartus didesné nei kontroliniy méginiy be priedo. Taciau svarbu pazymeéti, kad
ekstraktas neturé¢jo reikSmingos jtakos kitoms juslinéms mésainiy ir virty kumpiy
savybéms.
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VALORIZATION OF CRANBERRY POMACE BY BIOREFINING
INTO VALUABLE FUNCTIONAL FOOD-GRADE INGREDIENTS
USING HIGH PRESSURE EXTRACTIONS AND FRACTIONATION

SUMMARY
INTRODUCTION

Berries are nutritionally valuable fruits containing various compounds
beneficial to health. Many berry species also possess excellent flavor properties
and may be consumed both as fresh foods and raw materials for a variety of
processed products. Yet, some berry species are not consumed as fresh fruits due
to unacceptable taste; however, they also accumulate large amounts of valuable
phytochemicals, particularly phenolic antioxidants. So far as fresh berries are
highly perishable fruits, major part of their harvest is processed into various longer
shelf-life products such as jam, juice, confiture, etc. The processing of fruits into
juice generates large amounts of by-products which may reach 20-30% of the
initial dry weight. These by-products are called pomace, press-cake, or marc.
Berry pomace is composed of seeds, skin, pulp residues, and, sometimes, stems.
It is sometimes discarded as waste or used inefficiently for composting and animal
feeding. Pomace still contains a considerable fraction of beneficial bioactive
phytochemicals, such as tocopherols, phytosterols, polyphenols which have been
shown to possess numerous health benefits. Consequently, there is urgent need of
valorization of berry pomace for reducing the losses of valuable nutrients and
negative environmental impact of biowaste.

One of the main goals is recovery of valuable phytochemicals from fruit by-
products, and it is in line with the increasing interest of the consumers who have
been paying more attention to healthy, safe, nutritious foods without chemical
additives which may have potential toxicological effects on human health. During
the last decade, researchers have been focusing on search for new, natural and
valuable bioactive compounds originating from natural sources (berries,
vegetables, fruits) which are safe, effective and acceptable as natural preservatives
or antioxidants. These bioactives may be used to control the microbial and
chemical mechanisms responsible for spoilage of food products. A lot of studies
showed that, in the food industry, by-products (waste) (including pomace) retain
a huge amount of bioactive compounds which may still be recovered as functional
components for food, pharmaceutical and cosmetic industries. Furthermore, the
constantly growing food industry produces higher amounts of waste, which has a
devastating negative effect on the environment. The modern industry is focused
on reducing the environmental impact of industrial by-products and creating added
value products. Therefore, the combination of various novel techniques allows
reducing the amount of by-products and recovering bioactive compounds.

Environmental aspects represent other important issues in developing
efficient technologies for the valorization of food processing by-products and
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waste. From this point of view, the so-called green processes are preferred in the
development of new technologies in food and other industries. Numerous studies
apply green chemistry principles for the recovery of valuable phytochemicals from
fruit processing by-products. For instance, among various extraction techniques,
preference is given to green chemistry-based techniques which do not use harmful
organic solvents, and which reduce the use of energy and other resources.
Therefore, the development of complex multistep processing methods including
novel techniques, such as supercritical CO, and pressurized liquid extraction for
the recovery of high added value constituents, may be considered as a highly
promising trend in biorefining the by-products. To achieve better results, these
extraction methods can be accompanied with various mathematical optimization
techniques.

Cranberries (Vaccinium macrocarpon) are popular berries, particularly in
the Northern countries. Due to their strong sour taste, cranberries are processed
into various products, including juice. Cranberries contain various health-
beneficial substances and have been used not only for foods but also as a natural
remedy. For instance, cranberry polyphenols show antimicrobial activity against
some pathogenic bacteria (Staphylococcus, Salmonella, Escherichia, Listeria)
which are responsible for foodborne diseases. The bioactive components of berry
pomace may be obtained by using various by-product processing techniques which
are applied to enhance the functionality of various food products. Furthermore,
every year, the number of natural food products with various bioactive
components from berries and their pomace has been increasing. So far as
systematic studies on the processing of cranberry pomace have not been performed
previously, this study investigates the valorization of cranberry pomace when
using multistep processes for biorefining the biomass into high value food-grade
functional ingredients with the objective to define their application in meat
products. Firstly, supercritical carbon dioxide extraction and pressurized liquid
extraction were optimized by using the response surface methodology with the
face-centered central composite design for effective isolation of the lipophilic
fraction and higher polarity substances. Then, supercritical fluid extraction with
carbon dioxide was used to fractionate the cranberry pomace extract under optimal
conditions and evaluate the efficiency of fractionation for various bioactive
compounds at a low temperature and reduced pressure in separators. Finally, the
ethanol extract of cranberry pomace, which is rich in polyphenols, was applied to
improve the safety and quality of meat products. Various assays (antioxidant
activity, antiviral, antimicrobial) were applied to determine the best polar extract
for the value-added ingredient production and their application in food products.

The aim and tasks of the work
The aim of the thesis is to valorize cranberry pomace by applying effective
multistep biorefining technologies based on high pressure extraction/fractionation
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techniques for the production of valuable functional ingredients and evaluation of
their phytochemical composition, biological and technological properties.

The following objectives were raised for achieving this aim:

1. By using the Central Composite Design (CCD) based on Response
Surface methodology (RSM) to determine the optimal supercritical carbon dioxide
extraction (SFE-CO,) parameters (temperature, extraction time and pressure) so
that to obtain the highest possible yield of the lipophilic fraction from cranberry
pomace; to investigate extraction kinetics under optimal conditions and to
determine the fatty acid composition of the recovered triacylglycerols.

2. To evaluate the possibilities of fractionation of the cranberry pomace
lipophilic fraction during SFE-CO, with or without co-solvent ethanol in two post-
extraction separators by changing the temperature in the range of subcritical CO;
level at a constant pressure; to characterize the composition of the obtained
fractions.

3. To evaluate the possibilities of fractionation of higher polarity non
soluble in supercritical CO» constituents from defatted cranberry pomace by
pressurized liquid extraction with the green solvents ethanol and water. To
optimize the process of pressurized liquid extraction with ethanol by using CCD-
RSM and to characterize the obtained extracts.

4. To characterize the phytochemical composition, anticancer, antiviral and
antimicrobial properties of the polar extracts obtained by pressurized liquid
extraction and to quantify individual anthocyanins.

5. To evaluate the antioxidant potential of lipophilic, ethanol and water
extracts and extraction residues by various in vitro methods.

6. To test the applicability of the ethanol extract additive in pork meat
products by investigating its effect on the growth of selected food pathogenic
microorganisms, lactic acid bacteria (LAB) and aerobic mesophilic bacteria
(AMB) and determine the effect on the antioxidant capacity, physico-chemical and
sensory characteristics.

Scientific novelty

1. The concept of the biorefining of cranberry pomace into lipophilic and
hydrophilic fractions by using high pressure technologies with green solvents such
as supercritical fluid extraction with carbon dioxide (SFE-CO,) and pressurized
liquid extraction (PLE) has been applied for the first time; it was comprehensively
evaluated for the isolation of high added value functional ingredients. The
parameters of multistep high pressure separation scheme (SFE-CO, and PLE)
were optimized for obtaining the highest yields.

2. This study has reported for the first time the fractionation of berry pomace
lipophilic substances by the on-line SFE-CO, (with and without co-solvent
ethanol), which resulted in the separation of the different classes of lipids by
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applying low (< 0 °C) temperatures in the 1% separator for precipitating heavier
lipophilic fractions. Moreover, it was shown that different classes of lipophilic
compounds which are present in cranberry pomace may be pre-concentrated by
using fractionation at freezing temperatures.

3. The polar extracts of cranberry pomace have been tested and evaluated
against the Zika virus infection for the first time.

4. The effect of defatted cranberry pomace extracts (ethanol and water),
consecutively isolated by pressurized solvents has been tested for the first time on
the growth of selected pathogenic and spoilage bacteria in their cultures or in meat
products (slurry, burgers and ham) for controlling their stability and for the
evaluation of their sensory properties.

Practical significance of the thesis

In the process of juice production, a large amount of by-products including
berry pomace is accumulated and usually discarded as waste. The application of
high pressure extraction techniques (SFE-CO, and PLE) with mathematical
modeling tools for cranberry pomace process optimization helped to achieve high
efficiency of the recovery of bioactives. The fractionation of cranberry pomace
extract by online SFE-CO, allows redistributing different classes of lipids
(tocopherols, phytosterols, etc.) between separators and thus achieving fractions
with superior composition. The extracts obtained by using innovative high
pressure extraction methods were used for meat products. This method may be
considered as a promising way of increasing the oxidative and microbiological
stability of a product.

Publication of the research results

The results of this research have been presented in 3 publications included
in the list of the Clarivate Analytics Web of Science database and reported at 6
international conferences and 2 national conferences.

Structure and content of the dissertation

The dissertation is written in English. It involves of a list of abbreviations,
an introduction, a review of the most relevant literature, materials and methods, a
chapter covering the results and discussion, a conclusion, a list of references (in
total, 275 references were used), and a list of publications on the topic of the
dissertation. The final work contains 145 pages including 25 tables and 33 figures.

Key points of the thesis

1. The application of consecutive extraction with supercritical CO, and
pressurized liquid extraction with higher polarity solvents allows isolating
valuable fractions which possess strong antioxidant, antimicrobial and antiviral
activity and a high concentration of bioactives from cranberry pomace; whereas,
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modeling of SFE-CO, and PLE extraction by applying the response surface
methodology when using the face-centered central composite design is an
effective method to determine the optimal extractions parameters.

2. The application extraction at the supercritical solvent state and
fractionation at subcritical CO, parameters is an effective method for obtaining
higher specificity cranberry pomace fractions with higher concentrations of
various classes of lipophilic compounds.

3. Polar extracts of defatted cranberry pomace isolated by pressurized liquid
extraction may contain a promising additive for the improvement of the safety and
quality of meat products as well as a bioactive ingredient with antiviral potential.

CONCLUSIONS

1. The conditions for supercritical fluid extraction with carbon dioxide have
been optimized, and the highest cranberry pomace oil yield (11.10 g 0il/100 g DW)
was obtained at 42.4 MPa pressure and 53 °C temperature in 158 min of extraction.
The extraction rate was 4 times faster comparing with the traditional extraction
(Soxhlet). The extract of cranberry pomace is rich in monosaturated (21.79 g/100g
oil) and polyunsaturated (69.58 g/100g oil) fatty acids.

2. It has been found that, by modifying the supercritical extraction solvent
and changing the parameters of the system separators, it is possible to produce
fractions of lipophilic substances of various compositions. Fractionation of
cranberry pomace with pure supercritical CO» determined a higher yield in the 1%
separator (5.93-6.86%), while the addition of ethanol increased the content of the
extract in the heavier fraction (6.05% and 6.21%) at 0 and -10 °C, but, at -20 and
-30 °C, it remarkably increased in the lighter fraction (7.91-8.18%). Lighter
fractions (especially with EtOH) possessed a significantly (p < 0.05) higher
antioxidant capacity measured by the L-ORAC assay. There are no remarkable
differences between the fractions in TAGs and the composition of fatty acids. The
highest amount of squalene (4.51-12.09%) from cranberry pomace was achieved
in the heavier fraction at all the test temperatures and after adding 5% of ethanol.
The concentration of microcomponents, including phytosterols, tocopherols and
volatile aroma compounds, was remarkably higher in the lighter fractions,
especially in the case of SC-CO,/EtOH.

3. Pressurized liquid extraction (PLE) may be applied for the isolation of
polyphenols from defatted cranberry pomace. The optimal conditions to obtain the
highest yield (55.89%) were 3 extraction cycles, 15 min each, at the temperature
of 83 °C with EtOH. The results of the PLE-EtOH process in the range of 50-90
°C (temperature) and 5—15 min (extraction time) during 3 cycles showed the
highest TPC (43.43 mg GAE/g E), ABTSe+ (179.0 mg TE/g E) and ORAC (270.2
mg TE/g E) values of extracts at the highest temperature (90 °C). The highest PAC
values were obtained when each cycle time was 15 min at 70 °C and 90 °C, 225.2
and 220.2 mg/g E, respectively. Higher anthocyanin recovery was at 50 °C, when
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increasing the extraction cycle time from 5 to 10 min, 97.10 vs 183.6 mg/100g
DW, respectively. The remaining residue after PLE with EtOH was further
extracted with water at 130 °C (3 extraction cycles, 10 min each) and yielded
6.50%.

4. Peonidin-3-galactoside and peonidin-3-arabinoside were quantitatively
the major anthocyanins in PLE-EtOH (94.36 and 67.79 mg/100g, respectively)
and PLE-H,O (0.96 and 0.86 mg/100g, respectively) extracts. Phytochemical
analysis showed that mallic, quinic and citric acids, procyanidin B3 and quercetin-
hexoside were identified in both extracts. The ethanol extract did not possess
strong anticancer properties against human colon cancer cells (HCT-116 and
DLD-1) and antiviral properties against the Zika virus. The water extract
efficiently inhibited Zika virus infection on human lung A549 cells and was not
cytotoxic in vitro and in vivo.

5. The extracts isolated from defatted cranberry pomace were remarkably
stronger antioxidants when using ORAC, TPC and ABTS'" assays comparing to
the lipophilic extracts obtained by SFE-CO, and Soxhlet extraction. The extract
isolated with water had a stronger antioxidant capacity by all in vitro assays than
the extract obtained with ethanol. TPC, ORAC and ABTS" values obtained in the
water extract were 188.9 mg GAE/g of extract, 1084 and 362.6 mg TE/g of extract,
while, in the ethanol extract, the values were 52.98 mg GAE/g of extract, 130.4,
345 mg TE/g of extract, respectively. The antioxidant potential of the cranberry
pomace evaluated by the QUENCHER method was approximately the same after
removing the lipophilic fraction, but remarkably decreased (by 95-97%
comparing with the initial values) after the application of polar solvents (ethanol
and water); it suggests that a considerable amount of antioxidants was efficiently
recovered from cranberry pomace after extractions.

6. Cranberry pomace extracts (ethanol and water) effectively inhibited the
growth of undesirable microorganisms (foodborne pathogens and meat spoilage
causing bacteria). When higher concentrations (6.6% and 3.3%) were used, these
bacteria were not detected at all. The ethanol extract was also very effective in
pork slurry, burgers and ham against all the tested bacteria. The addition of the
extract inhibited from 5 to 7 times the formation of malondialdehyde (a lipid
oxidation product) comparing with the control sample without the extract during
prolonged storage of pork burgers. The effect of the ethanol extract on other
quality characteristics of meat products was not as significant as the effect on the
color characteristics. The values of the redness (a*) of meat products with the
extract were 2 times higher than the control sample without the extract. In addition,
the extract affected the sensory evaluation of burgers and cooked ham only
negligibly.
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