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SUMMARY

Grunovaitée, L. Biorefinery of black chokeberry pomace by high pressure extraction and
chromatography methods of the isolation of valuable functional ingredients. Master thesis / supervisor
lect. Dr. Milda Pukalskiené; Kaunas University of technology, Faculty of Chemical Technology,
Department of food science and technology.

Kaunas, 207/5. 83 p

Black chokeberry pomace is a by-product of aronia juice. However, nowadays in chokeberry
technological processing large quantities of pomace are removed as waste, while it could be used for
the development of valuable preparations containing bioactive compounds. Based on the research
studies chokeberry pomace is a good source of bioactive compounds that could be processed into high
added value products with health benefit properties.

The aim of this work was to obtain different extraction methods of black chokeberry pomace
(Aronia melanocarpa) into functional ingredients and evaluate antioxidant properties and phenolics and
aroma compounds of obtained extracts/fractions.

Extracts were obtained using traditional and modern extraction methods, such as multi-level
extraction in the Soxhlet, steam water extraction, Lickens-Nickerson extraction, accelerated solvent
extraction (ASE) and supercritical carbon dioxide extraction. Response Surface Methodology was used
for the optimization of SFE parameters, pressure, time and temperature. The optimal values of
parameters giving the maximum yields of extracts were determined.

In addition 2%, 5% and 10% of a polar additive (ethanol), were added to evaluate influence of
polar additive. After CO, extraction obtained residue were extracted by accelerated solvent extraction
with different polarity solvents.

Antioxidant activity of extracts were evaluated by 2,2-diphenyl-1-pikrilhidrazilo (DPPH °) radical
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical cation (ABTS™) scavenging and
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assays. The total content of phenolic compounds in the
extracts was determined using the Folin-Ciocalteu method. Antioxidant activity of solid fractions were
tested by QUENCHER approach as reported previously. Qualitative and quantitative analysis of
chokeberry extracts were analyzed by ultra performance liquid chromatograph coupled with mass
quadruple time of flight detector (UPLC-Q-TOF). Antioxidant activity of individual compounds were

analysed by HPLC-DPPH post column method. Sucrose and sorbitol quantification aqueous extracts



were applied UPLC system. Obtained essential oils by water steam extraction and Lickens-Nickerson
extraction were analysed by gas chromatography (GC) with flame ionization (FID) and mass
spectrometry (MS).

The evaluation of the antioxidant activity of the extracts by various in vitro methods that the
highest activity showed extracts obtained by polar solvents, while the lowest antioxidant activity
showed SKE-CO, extract there by obtained. Solid fractions investigated by QUENCHER approach
showed that solid fractions obtained after various extractions, possessed antioxidant activity where
remains a significant amount of active compounds.

Quantitative analysis showed that the main compounds were rutin and hyperoside obtained by
extraction with ethanol in a Soxhlet apparatus. Resudue obtained after supercritical CO, extraction by
optimal conditions, were extracted repeatedly by accelerated solvent extraction with acetone and
ethanol, obtained extract showed high concentration of chlorogenic acid. The main cyanidin glycosides
identified in chokeberry pomace were: cyanidin-3-galactoside, cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-
arabinoside and cyanidin-3-xyloside. The higher concentration of aqueous extracts of the highest
concentrations of sorbitol and sucrose detected traces. The main volatile compounds in volatile extract
contains benzaldehyde and 3-penten-2-one, deodorized extract E- cadinenether and octacosane.

It may be concluded, that black chokeberry pomace is a good source of antioxidatively active
compounds, and may be a promising additives into high value-added products, which could enrich

food, cosmetics and pharmaceutic products.

Keywords: Aronia melanocarpa, phenolic compounds, DPPH> ABTS™, ORAC, Folin-
Ciocalteu, UESCh-Q-TOF, ESCh—DPPH post column method, procedure of QUENCHER.



SANTRAUKA

Grunovaite, L. Juodyjy aronijy isspaudy biorafinavimas taikant Siuolaikiskus didelio slégio
ekstrakcijos ir chromatografijos metodus biologiskai vertingy funkcionaliyjy komponenty isskyrimui.
Magistro baigiamasis projektas / vadovas lekt. dr. Milda Pukalskiené; Kauno technologijos
universitetas, Cheminés technologijos fakultetas, Maisto mokslo ir technologijos katedra.

Kaunas, 2075. 83 psl.

Aronijy iSspaudos — Salutinis sul¢iy gamybos produktas. Didelé iSspaudy dalis susidaranti
technologinio aronijy perdirbimo metu yra pasalinama ] atliekas, nors galéty biti panaudojama
biologiskai aktyviy junginiy turintiems preparatams gaminti. Remiantis moksliniais tyrimais
iSspaudose licka dalis bioaktyviy junginiy, kurie galéty buti perdirbti | didesnés pridétinés vertés
produktus, pasizymincius teigiamu poveikiu sveikatai.

Sio darbo tikslas buvo pritaikyti skirtingus ekstrakcijos metodus funkcionaliyjy komponenty
iSgavimui i§ juodyjy aronijy iSspaudy (Aronia melanocarpa) ir nustatyti gauty frakcijy/ekstrakty
antioksidacines savybes, fenoliniy junginiy bei aromato junginiy sudét;.

Buvo atlikta ekstrakty gamyba naudojant tradicinius ir SiuolaikiSkus ekstrakcijos metodus, tokius
kaip daugiapakopé Soksleto ekstrakcija, ekstrakcija vandens garais, Lickens-Nickerson ekstrakcija,
pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais bei superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu. Naudojant
pavirSiaus atsako metoda atliktas superkritinés ekstrakcijos parametry (slégio, laiko ir temperatiiros)
optimizavimas. Nustatytos ekstrakcijos parametry vertés, kuriy metu gaunama didziausia ekstrakto
iSeiga. Optimaliomis saglygomis j SK — CO; srautg jterpiama 2 %, 5 % ir 10 % polinio priedo (etanolio),
po superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu likusiai Zzaliavai, taikyta pagreitinta ekstrakcija
skirtingo poliSkumo tirpikliais.

Skirtingy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertintas naudojant, gerai zinomas, modelines in
vitro sistemas. Radikaly suri§imo geba jvertinta taikant 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH’) radikalo ir
2,2’-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigities (ABTS™) katijono radikalo blukinimo metodus.
Taip pat nustatyta deguonies radikalo surisSimo geba (ORAC). Gauti rezultatai iSreikSti mmol Trolokso
ekvivalenty (TE) g ekstrakto. Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas Folin—Ciocalteu metodu
ir idreik§tas mg galo rigsties ekvivalenty (GRE) g ekstrakto. Prie§ ekstrakcija ir po skirtingy
ekstrakcijy likusios kietosios frakcijos antioksidacinis aktyvumas tirtas prieS tai iSvardintais

antioksidacinio aktyvumo metodais, pritaikius QUENCHER procediirs.



Kokybin¢ ir kiekybiné aronijy i§spaudy ekstrakty bei antociany analiz¢ buvo atlikta taikant ultra
efektyviagja skysciy chromatografija su kvadrupoliniu skriejimo laiko masiy detektoriumi (UESCh-Q-
TOF). Nustatyty fenoliniy junginiy antiradikalinés savybés iSspaudy ekstraktuose jvertintos
kombinuotu ESCh-DPPH pokolonéliniu metodu. Sacharozés ir sorbitolio kiekybiniam jvertinimui
vandeniniuose ekstraktuose buvo taikyta UESCh-MS sistema. Ekstrakcijos vandens garais metu gauto
eterinio aliejaus bei Lickens-Nickerson ekstrakcijos budu iSgauto lakaus ekstrakto lakiyjy junginiy
sudétis tirta dujy chromatografijos (DC) metodu liepsnos jonizacijos (LJD) ir masiy spektrometrijos
(MS) detektoriais.

Ivertinus ekstrakty antioksidacinj aktyvuma jvairiais in vitro metodais nustatyta, kad didziausiu
aktyvumu pasizyméjo poliniais tirpikliais iSgauti ekstraktai, o maziausiu antioksidaciniu aktyvumu
pasizyméjo SKE — CO;, budu gauti ekstraktai. IStyrus netirpiy iSspaudy komponenty antioksidacinj
aktyvumg QUENCHER metodu pries ekstrakcijg ir po skirtingy ekstrakcijy nustatyta, kad po
ekstrakcijos iSspaudose licka nemazas kiekis aktyviy junginiy.

Tiriant ekstrakty sudétj kiekybisSkai jvertinti hiperozidas, chlorogeno riigStis ir rutinas.
Didziausias rutino ir hiperozido kiekis gautas ekstrahuojant etanoliu Soksleto aparate. Po superkritinés
CO, ekstrakcijos taikant pagreitintg ekstrakcija acetonu ir etanoliu gautuose ekstraktuose buvo
didziausia chlorogeno riigSties koncentracija. Aronijy iSspaudy ekstraktuose nustatytas cianidinas ir
keturi cianidino glikozidy dariniai: cianidin-3-galaktozido, cianidin-3-gliukozido, cianidin-3-
arabinozido ir cianidin-3-ksilozido. Vandeniniuose ekstraktuose nustatyta didziausia sorbitolio
koncentracija, o sacharozés aptikta pédsakais. Pagrindiniai lakieji junginiai esantys lakiame ekstrakte
yra benzaldehidas ir 3-penten-2-onas, dezodoruotame ekstrakte - E-kadineno eteris ir oktakosanas.
Taigi atlikti tyrimai parodé, kad aronijy iSspaudos yra geras Saltinis biologiskai aktyviy komponenty,
todél jos gali buti perdirbamos j didesnés pridétinés vertés produktus, kurie galéty buti naudojami

maisto, kosmetikos ar farmacijos pramongje.

ReikSminiai ZodZiai: Aronia melanocarpa, fenoliniai junginiai, DPPH", ABTS™, ORAC, Folin—

Ciocalteu, UESCh-Q-TOF, ESCh—DPPH pokolonélinis metodas, QUENCHER procediira
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ASE H,0 40 °C
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SK — CO, EtOH 70 °C
*SK — CO,

SK-CO,+ 2% EtOH
SK-CO,+ 5% EtOH
SK — CO, + 10 % EtOH
SOK EtOH 75 °C

SOK AC 75 °C

SOK heksanas

ASE heksanas

GISP
ASE (SKE - CO,)

*EVG
*SOK
*SKE — CO;

Pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C
temperatiiroje

Pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 130 °C
temperatiiroje

Pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas gautas 40 °C
temperatiiroje

Pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas gautas 130 °C
temperatiiroje

Pagreitintos ekstrakcijos metanolio /vandens miSinio (80:20) ekstraktas
gautas 130 °C temperatiiroje

Pagreitintos ekstrakcijos acetono/vandens misinio ekstraktas gautas
130 °C temperatiiroje

Po superkritinio anglies dvideginio taikyto pagreitintos ekstrakcijos
budo acetoninis ekstraktas gautas 70 °C temperatiiroje

Po superkritinio anglies dvideginio taikyto pagreitintos ekstrakcijos
budo etanolinis ekstraktas gautas 70 °C temperattiroje

Superkritinio anglies dvideginio ekstraktas

Superkritinio anglies dvideginio su 2 % etanolio ekstraktas
Superkritinio anglies dvideginio su 5 % etanolio ekstraktas
Superkritinio anglies dvideginio su 10 % etanolio ekstraktas

Soksleto ekstrakcijos etanolinis ekstraktas gautas 75 °C temperatiiroje
Soksleto ekstrakcijos acetoninis ekstraktas gautas 75 °C temperatiiroje
Soksleto ekstrakcijos heksaninis ekstraktas gautas 75 °C temperatiiroje
Pagreitintos ekstrakcijos heksaninis ekstraktas gautas 40 °C
temperatiiroje

Grynos i§spaudos

Po superkritinés ekstrakcijos anglies dioksidu pagreitintos
ekstrakcijos buidu gautos iSspaudos

ISspaudos po ekstrakcijos vandens garais

ISspaudos po soksleto ekstrakcijos

ISspaudos po superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
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IVADAS

Per pastarajj deSimtmetj paskelbta daug moksliniy tyrimy, kurie patvirtino teigiama rysj tarp
uogy ir vaisiy vartojimo bei mazesnés rizikos susirgti tokiomis ligomis kaip vézys, diabetas, nutukimas,
Sirdies ir kraujagysliy ligos. Todél Pasaulio sveikatos organizacija skatina kasdienéje mityboje vartoti
kuo daugiau vaisiy ir darZzoviy, taip sumazinant minéty susirgimy rizikg. Mokslininkai vaisiy ir uogy
nauda sveikatai paaiSkina jvairiy bioaktyviy junginiy ir ypa¢ fenoliniy junginiy buvimu juose
(Kraujalyté, 2014). Nustatyta, kad uogos yra turtingiausias polifenoliy Saltinis, jskaitant antocianinus,
flavan-3-olius, procianidinus, flavanolius, kuriems iki §iol yra skiriamas didelis démesys, dél teigiamo
ju poveikio sveikatai (Stewart ir kt., 2007), (Szajdek ir kt., 2008). Dauguma sveikatai naudingomis
savybémis pasizyminiy uogy gali biiti vartojamos Sviezios dél puikaus skonio ir aromato (pvz.,
Silauogés), o kai kuriy kity uoginiy augaly vaisiai néra tinkami valgyti, dél maziau priimtiny arba visai
nepriimtiny aromatiniy ir skoniniy savybiy, kurias nulemia cukry ir rigs¢iy santykis (Buskiené ir kt.,
2008), (Kraujalyté, 2014). Juodosios aronijos gali biiti siejamos su pastaryjy uogy rasimi. Tai savito
siek tiek rugstaus, liezuvj sutraukiancio skonio ir kartaus migdoly kvapo uogos, kuriose nustatytas
didelis polifenoliniy junginiy kiekis. Sios uogos pasizymi pakankamai dideliu antioksidaciniu
aktyvumu (Denev ir kt., 2012). Todél Siandien aronijos yra laikomos svarbiu natiiraliy antioksidanty
Saltiniu, taip pat pasizymi antidiabetiniu, kardioprotekciniu, antimutageniniu ir antikancerogeniniu
poveikiu (Kulling ir kt., 2008).

Juodoji aronija naudojama sulCiy ir uogienés pramoning€je gamyboje. Pavyzdziui, vien tik
Lenkijoje per 2009 — 2012 metus aronijy vaisiai sudaré 45 000 tony. Sul¢iy gamyboje naudojama 90 %
vaisiy, o likusi dalis sunaudojama vaisiniy arbaty, maisto papildy ir kosmetikos produkty gamyboje .
Taigi $iy produkty gamybos metu yra gaunami dideli kiekiai iSspaudy, ypac po suléiy spaudimo, kurios
gali sudaryti iki 16 % vaisiy masés (Sojka ir kt. 2013). Po sul¢iy gamybos didelé dalis bioaktyviy
junginiy lieka iSspaudose (Sojka ir kt. 2013), kurios sudarytos i§ odos, s¢kly ir stieby. Taciau Sios
antrinés zaliavos panaudojamos tik kaip gyviiny pasaras, tragSos arba daznai yra tiesiog iSmetamos dél
dziovinimo, saugojimo ir transportavimo islaidy (Djilas ir kt., 2009), (Sojka ir kt., 2013). Tai nulemia
jose esanciy vertingy sudedamyjy daliy praradimg. Todél antriniy zaliavy perdirbimas  aukStesnés
pridétinés vertés produktus yra svarbus uzdavinys ne tik dél ekonominés naudos, bet vis labiau jsigalint
bioekonomikos reikalavimams darniyjy technologijy plétrai, atsirado galimybé racionaliau panaudoti

antrines zaliavas. Per pastargjj deSimtmet] zemés ukio atlieky ir Salutiniy maisto produkty tyrimai

13



sparCiai vystési, daugiausia démesio sutelkiant j vaisinius augalus, tokius kaip citrusiniai vaisiai
(Mamma ir kt., 2014), vynuogés (Arvanitoyannis ir kt. 2006) ir obuoliai (Rabetafika ir kt., 2014), o
daugelis darzoviy, vaisiy ir uogy rusiy, jskaitant ir aronijas, licka neiSnagrinéti. Taip pat daugéja
pazangiy metody ir technologijy didelés pridétines vertés sudedamyjy daliy iSgavimui 1§ antriniy
zaliavy (Galanakis, 2012), bei siekiama pagerinti bioaktyviy junginiy ekstrakcijos procesa, pavyzdziui
ekstrakcijos tirpikliais naudojant kuo ekologiskesnius tirpiklius, kaip pavyzdziui, vandenj, o ne

toksinius organinius tirpiklius (Mayer-Miebach ir kt., 2012).

Darbo tikslas — iSanalizuoti skirtingy ekstrakcijos metody jtaka funkcionaliyjy komponenty
iSgavimui i$ juodyjy aronijy iSspaudy (4. melanocarpa), taikant Siuolaikiskus pagreitintos ekstrakcijos
aukStame slégyje, superkritinés ekstrakcijos ir tradicinés ekstrakcijos metodus. Nustatyti gauty

frakcijy/ekstrakty antioksidacines savybes, fenoliniy junginiy bei aromato junginiy sudétj.

Darbo tikslui jgyvendinti buvo spendZiami Sie uzZdaviniai:

1. Isskirti juodyjy aronijy (4. melanocarpa) iSspaudy ekstraktus/frakcijas, taikant pagreitintos
ekstrakcijos auksStame slégyje, bei tradicinius ekstrakcijos metodus (daugiapakopé esktrakcija
Sokslete, ekstrakcija vandens garais).

2. Taikant Box - Behnken eksperimentinj planavima sudaryti superkritinés ekstrakcijos su CO, (SKE
— CO,) optimizavimo plang. Nustatyti optimalius slégio, temperatiiros ir laiko parametrus, su
kuriais ekstrakcijos iSeiga bty didziausia. Su liekana, likusia po superkritinés ekstrakcijos,
optimaliomis sglygomis atlikti pagreitintg ekstrakcija. Taip pat papildomai jvertinti 2 %, 5 % ir 10
% etanolio priedo jtaka, optimaliai ekstrakcijos iSeigai.

3. Ivertinti juodyjy aronijy (4. melanocarpa) iSspaudy bei gauty ekstrakty antioksidacinj potenciala,
taikant jvairius antioksidacinio aktyvumo in vitro metodus.

4. Nustatyti fenoliniy junginiy sudétj taikant SiuolaikiSkus auksto slégio chromatografijos metodus:
efektyviosios skysCiy chromatografijos masiy spektrometrijos (ESCh-MS) bei naujg greita
kiekybinés ir kokybinés analizés metodg — ultracfektyviosios skys¢iy chromatografijos tandeminés
masiy spektrometrijos (UESCh—-MS/MS).

5. Nustatyti juodyjy aronijy iSspaudy eterinio aliejaus ir lakaus ekstrakto aromato lakiuosius

junginius.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Juoduju aronijuy (Aronia melanocarpa) paplitimas ir jy panaudojimas pramonéje

Juodosios aronijos (1 pav.) priklauso erSkétiniy (Rosaceae Juss.) Seimai, obeliniy (Maloideae)

poseimiui. Aronijy gentis apima dvi rasis: Aronia melanocarpa (Mich.) Elliot, kuri Zinoma kaip juodoji

arba juodavaisé aronija ir Aronia arbutifolia (L.) Pers., gerai zinoma kaip raudonoji aronija (Kulling ir

kt., 2008). Juodavais¢ aronija kilusi i§ rytinés Siaurés Amerikos, 1900 metais ji buvo atgabenta j

Europa. Siandien aronijos yra placiai paplitusios daugiausiai rytiniuose, pietiniuose ir centriniuose

1 pav. Juodavaisé aronija (4ronia melanocarpa)

Europos regionuose, kur
auginamos pramoniniais tikslais
(Denev ir kt., 2012). Jos turi
gilias tradicijas Europos ir
Siaurés  Amerikos  liaudies
medicinoje  (Hardin,  1973).
Juodavaisé aronija yra 90 — 180
cm auk$¢io krimas, raudonai
juodais vaisiais, kuriy skersmuo
apie 6 mm. Aronijy kekés
sudarytos i§ 8 — 14 vaisiy. Uogos
sultingos, saldziarigstés ir Siek
tiek sutraukian¢io skonio.
Vaisiuje randamos 3 — 5 séklos.
Lapai 3 — 7 cm ilgio, vasarg

tamsiai zali, blizgantys, o rudenj

— rySkiai raudoni (Kokotkiewicz ir kt. 2010). Aronijy krimai pradeda zydéti geguzés ménesj, o vaisiai

subresta rugpjucio - rugséjo ménesiais (Kulling ir kt., 2008). Juodosios aronijos auga drégnuose

miskuose ir pelkése (Lee ir kt. 2014). Neseniai atlikti tyrimai rodo, kad treSimas gali turéti jtakos

aronijy vaisiy cheminei sudéciai, greitam vaisiy sunokimui, ypa¢ turi jtakos cukraus bei fenoliniy

junginiy kiekiui (Skupien ir kt., 2007).

Aronijy uogos bei iSspaudy ekstraktai gali biiti naudojami kaip nattrallis maisto dazikliai

(Lehmann, 1990). I§ aronijy jvairiose Europos Salyse gaminamas vaisiy sirupas, sultys, vaisiy pasta,
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drebuciai ir arbata. Arbatos paprastai gaminamos kaip miSiniai i§ jvairiy aromatingy ingredienty, tokiy
pavyzdziui kaip juodieji serbentai, avietés, ir kt. Kadangi aronijos pasizymi nemaloniai rigsciu, Siek
tiek liezuvj traukianCiu skoniu, bei turi zaliy migdoly vaisiaus kvapa, todél kurj laika jos buvo
naudojamos nedideliais kiekiais tik pramoninéje suléiy ir vaisiy nektaro gamyboje. Taciau
gamybininkai pastebéjo, kad sumaisius aronijy sultis su obuoliy, kriausiy ar juodyjy serbenty uogy
sultimis, buvo gautos geresnés skoninés savybés, tokiu biuidu sulaukiant palankesnio vartotojy
vertinimo. Aronijy uogos naudojamos likerio, spirito, taip pat vaisiy vyno gamyboje, kur jeina kaip
pagrindinis sudedamasis komponentas. Nustatyta, kad didelé spirito pasizymin¢io geru skoniu ir kvapu
iSeiga gaunama aronijy fermentacijos metu (Kulling ir kt., 2008).

Pagrindiné nauda vaisiy ir darzoviy degeneraciniy ligy profilaktikai atkreipé vartotojy ir
mokslininky démesj | uogy jvairovg ir jy sudétines dalis (Kulling ir kt., 2008). Lenky mokslininkai
bendradarbiaudami su gamybininkais, panaudojo aronijy i§spaudy maistines skaidulas, kurios teigiamai
veikia virSkinamajj trakta duonos kepiniy gamyboje, jtraukdami j receptiirg maistines skaidulas kaip

fiziologiskai aktyvy ingredienta (Sojka ir kt., 2013).
1.2. Aronijy biocheminé sudétis

Aronijy iSspaudos gali buti geras skaiduliniy medziagy Saltinis, kuriy sudétyje yra dideli kiekiai
celiuliozés (35 %), hemiceliuliozes (34 %) ir pektiny (7 %) (Sojka ir kt., 2013). Siy uogy sultyse
nustatytos pakankamai didelés koncentracijos kalio ir cinko. Sunkiyjy metaly kiekis (Pb, Cd) aronijy
vaisiuose gali kisti priklausomai nuo derliaus nuémimo vietos ir vegetacijos laikotarpio. SvieZiai
spaustose sultyse buvo rasta vitaminy B1 (25 — 90 ug/100 ml), B2 (25 — 110 pg/100 ml), B6 (30 — 85
ug/100 ml), C (5 — 100 mg/100 ml), pantoteno rugsties (50 — 380 pg/100 ml) ir niacino (100 — 550
ng/100 ml). Taip pat dideli kiekiai nustatyti S-karoteno ir S-kriptoksantino (Ara, 2002). Nustatyta, kad
aronijy uogy sudétis priklauso nuo jvairiy aplinkos ir genetiniy veiksniy, tokiy kaip veislé, derliaus

nuémimo laikas, klimatas, subrendimas ir augimo vieta (Denev ir kt. 2012).
1.2.1. Aronijose esantys cukrai ir fenoliniai junginiai

Fenoliniai junginiai - svarbiausi aronijy uogy, sul¢iy ir iSspaudy komponentai jtakojantys daugelj
gydomyjy savybiy. Pagrindiniai aronijose esantys fenoliniai junginiai apzvelgiami 1.1 lenteléje. Siy
junginiy analizei atlikti naudojami jvairls metodai, pradedant paprastais spektroskopiniais tyrimais ir
baigiant sudétingais ESCh/DMD ir ESCh/ESI-MS metodais, tod¢l gaunami skirtingi rezultatai, kuriuos
kartais sunku palyginti (Krenn ir kt. 2007). Todél siekiant tiksliau nustatyti fenoliniy junginiy
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koncentracija, kai kurie autoriai rekomenduoja ne tik tinkama tirpikliy ir ekstrakcijos salygy parinkima,
bet ir nefenoliniy junginiy, kurie apsunkina analize paSalinimg (Ké&hkonen ir kt., 2001), (Kraemer-
Schafhalter ir kt. 1998).

Oszmianski ir kt. (2005) teigia, kad procianidinai (PCs) buvo identifikuoti, kaip pagrindiniai
polifenoliy klasés junginiai randami aronijose. PCs yra bendri oligomeriniai ir polimeriniai (epi)
katechinai (2 pav.) sudaryti i§ keliy monomero vienety: kai molekul¢ sudaro 2 — 10 monomero vienety
vadinami (epi) katechino oligomerais, o kai molekul¢ sudaro daugiau nei 10 monomery - (epi)
katechino polimerais. Procianidinai skiriasi monomeriniy rySiy padétimis ir konfigtracija. C4'C8
ir/arba C4'C6 rysiy tipai yra vyraujantys (vadinami B tipo rySiu). Aronijy sudétyje yra tik vienaraisiai B
tipo procianidinai su (-)-epikatechinu, kaip pagrindiniu subvieneto monomeru (Oszmianski ir kt.,

2005). Si katechino vienety dalis sudaro apie 1,5 % (Esatbeyoglu ir kt., 2008).

OH
|
OH
P | OH
0.\ P
R = galaktozé c>Cianidin-3-galaktozidas J
R = arabinozé => Cianidin-3-arabinozidas “OH
R =ksilozé =>Cianidin-3-ksilozidas
R = gliukoze =>Cianidin-3-gliukozidas B fipo procianidinas sudarytas i

(-)-epikatechino vienehy su C4'C8 rysiais
H COOH

]

r\v/.c'l'\\
T, T b;“lnl-ﬁ'rp 2
TR gt er\QH
H DLfT OH
== 5-kafeoilchino rugstis

OH Neochlorogeno rugétis
N - A y » Kriptochlorogeno riugstis =» 4-kafeoilchino ragstis
Kavos rigitis  Chino migstis  Chlorogeno rigstis e 3-kafeoilchino rigstis

2 pav. Pagrindinés fenoliniy junginiy cheminés struktiiros esancios aronijose (Kulling ir kt., 2008)

Nustatyta, kad procianidiny monomerai sudaro — 0,87 %, dimerai — 1,88 %, trimerai — 1,55 %, 4

— 6-merai — 6,07 %, 7 — 10-merai — 7,96 % ir daugiau nei 10-mery — 81,72 %. Remiantis skirtingy
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autoriy duomenimis, bendras PCs kiekis aronijy uogose buvo 5182 mg/100 g SM (polimerizacijos
laipsnis (PL) lygus 23), 3992 mg/100 g SM (PL lygus 14), taip pat 664 mg/100 g ZM. Polimeriniy
procianidiny kiekis iS§spaudose buvo 8192 mg/100 g SM (PL lygus 34), 5611 mg/100 g SM, o sultyse —
1579 mg/100 g SM (PL lygus 23), 3652 mg/100 g SM (Kulling ir kt., 2008).

Juodavaisés aronijos auginamos dél jy sudétyje esanéiy dideliy kiekiy antocianiny (2 pav.). Si
flavonoidy klasé suteikia uogoms tamsiai raudong, mélyng ir violeting spalvas. Aronia melanocarpa
uogos yra vienos i$ turtingiausiy antocianiny $altiniy, kuriy sudétyje daugiausia cianidino glikozidy.
Vaisiuose antocianinai sudaro apie 25 % visy polifenoliy. Nustatyta, kad jy koncentracija iSspaudose —
1837 mg/100 g SM, o sultyse — 1173 mg/100 g SM. Pavyzdziui, Strigl ir kt. (1995) bei Jeppsson (2000)
analizavo ,,Nero®, ,,Rubina®“ ir ,,Viking* veisles, kuriose dominavo vien tik cianidino glikozidai:
cianidin-3-O-galaktozidas (68,9 %), cianidin-3-O-arabinozidas (27,5 %), cianidin-3-O-ksilozidas (2,3
%) ir cianidin-3-O-gliukozidas (1,3 %). Antocianiny eiliSkumas uogose, sultyse ir iSspaudose islieka
vienodas (Oszmianski ir kt., 2005). Taip pat aptikti pédsakai pelargonidin-3-O-galaktozido ir
pelargonidin-3-O-arabinozido (Wu ir kt., 2004).

Ivairiose Salyse ieSkoma ingredienty, kurie produkcijg praturtinty nattiraliais antioksidantais
(Anisimoviené ir kt., 2009). Viena i§ perspektyviy natiiraliy antioksidanty grupiy yra antocianinai. Sie
junginiai gali buti naudojami, kaip stabilizatoriai ir kaip sudedamoji dalis dietiniy maisto produkty bei
maisto papildy gamyboje. Taip pat gali buti panaudoti vietoje kancerogeniniu poveikiu pasizyminéiy
sintetiniy dazy (Betsui ir kt., 2004), (Blando ir kt., 2004). Siuo metu moksliniy tyrimy tikslas yra
iSsaugoti jy spalvos savybes. Vaisiy produkty parudavimas yra nepageidaujamas procesas, kai
gaminamas produktas jgauna netinkama atspalvj. Sj procesa sukelia natiiraliy maisto dazikliy
fermentinis skilimas (Jeppsson, 2000). Esant tam tikram pH, spalvos stabilumas daugiausia priklauso
nuo antocianiny struktiros ir bespalviy fenoliniy junginiy. Dazikliai, kuriy sudétyje yra acilinti
antocianinai (morkos, raudoni ridikéliai, raudoni kopiistai) pasizymi dideliu stabilumu dél kraviy
persiskirstymo. Tuo tarpu dazikliai, be acilinty antocianiny (vynuogiy iS§spaudos, Seivamedzio uogos,
juodieji serbentai ir aronijos) vaidina svarby vaidmenj spalvos iSsaugojime. Todél dazikliais turtingi
flavonoliai su aukstu kopigmento/pigmento santykiu pasizymi dideliu stabilumu (Malien-Aubert ir kt.,
2001). Kai kurie fenoliniai junginiai pasizymi sinergistiniu poveikiu, aronijy sulCiy spalvos
intensyvumo iSsaugojime. Pavyzdziui, tyrimais nustatyta, kad didesné¢ nei antocianiny, chlorogeno
rigsties koncentracija, padidino aronijy sul¢iy spalvos intensyvuma (Wilska-Jeszka ir kt., 1996). Tuo
tarpu gaminant funkcinius gérimus buvo nustatyta, kad katechinai pasizyméjo neigiamu poveikiu

raudonos spalvos daziklio intensyvumui, taip jtakojant gelsvos spalvos atsiradima. Sis poveikis yra
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didesnis, kai pH yra didelis. Cukraus kiekis turi labai nedidele jtaka spalvos intensyvumui (Malien-
Aubert ir kt., 2001).

Tyrimais nustatyta, kad geriausias fenoliniy rugS¢iy Saltinis tiriant jvairiy rusiy uogas buvo
aronijos (96 mg/100 g ZM) (Mattila ir kt., 2006). Tai véliau patvirtino ir kiti tyrimai, kuriuose
chlorogeno ir neochlorogeno rugstys (2 pav.) buvo nustatytos kaip pagrindinés riigstys, kuriy kiekis
buvo isreikStas mg/100 g SM, perskaiciuojant ji pagal bendra fenoliniy junginiy kiekj aronijose.
Apskaiciuota, kad uvogose Siy rugsciy koncentracija buvo 302 mg/100 g ir 291 mg/100 g SM,
iSspaudose 204 mg/100 g ir 169 mg/100 g, o sultyse 416 mg/100 g ir 393 mg/100 g (Oszmianski ir kt.,
2005).

Flavonoliy (3 pav.) ir (-)-epikatechino (2 pav.) kiekis aronijose, lyginant su pries tai aptartomis
fenoliy sudedamosiomis dalimis yra pakankamai mazas. Flavonoliai sudaro tik 1,3 % visy aronijose

esanciy fenoliy (Oszmianski ir kt., 2005).

Kvercetin-3-gliukozidas Kvercetin-3-rutinozidas

3 pav. Aronijose esanciy pagrindiniy flavonoliy cheminé struktiira (Taheri, 2013)

Pastaruoju metu, nustatyti penki kvercetino dariniai: kvercetin-3-O-(6"-O-f-arabinozil-f3-
gliukozidas), kvercetin-3-O-(6'-a-ramnozil-f-galaktozidas), kvercetin-3-O-(6"-a-ramnozil-{-
gliukozidas), kvercetin-3-O-f-galaktozidas ir kvercetin-3-O-f$-gliukozidas. Vidutiniskai $iy junginiy
kiekiai buvo apie 71 mg/100 g ZM. Tik trys kvercetino dariniai, kvercetin-3-0-6'-a-ramnozil-5-
gliukozidas, kvercetin-3-O-f-galaktozidas ir kvercetin-3-O-f-gliukozidas buvo nustatyti vaisiuose (13
—27 mg/100 g SM), isspaudose, (36 — 50 mg/100 g SM) ir sultyse (21 — 31 mg/100 g SM).
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1.1 lentelé. Polifenoliai esantys aronijy uogose, sultyse ir iSspaudose (Denev ir kt., 2012), (Oszmianski ir kt.,
2005), (Mayer-Miebach ir kt., 2012), (Sojka ir kt., 2013)

. Uogos Literataros Sultys Literataros Isspaudos Literatuiros
Bandinys — e ) sl A,
7 (mng/100 g) $altinis (mg/T) Saltinis (mg/100 g) saltinis
1 2 3 4 5 6 7
Bendras 719 Jakobek ir kt., 7093 Valcheva - 10583.27 Oszmianski ir
polifenoliy 2007 Kuzmanova ir kt., (SM) Wojdylo, 2005
kiekis 2007
778 — 1285 Rop ir kt., 2010 8100 Hellstrom ir k., 3100 — 6300 Mayer — Miebach
2010 ir kt., 2012
1064 Jakobek ir kt., 9154 Jakobek ir kt., 8044 — 15058 Sojka ir kt., 2013
2007 2007 (SM)
2556 Zheng ir kt., 2003 4700 —-9000  Mayer — Miebach
ir kt., 2012
6902 Benvenuti i kt.,
2004
3440 (SM) Kolesnikov ir
Gins, 2001
3760 (SM) Hudec ir kt., 2006
4210 (SM) Kahkonen ir k.,
1999
7849 (SM) Oszmianski ir
Wojdylo, 2005
1500 - 1790  Mayer — Miebach
ir ke, 2012
Bendras 664 Wu ir kt., 2004 2800 Hellstrom ir kt., 8191.58 Oszmianski ir
proantocianidiny 2010 (SM) Wojdylo. 2005
kiekis 1740-2170  Hellstroom ir kt., 2934 Skoczynska ir kt., 2400 - 12900 Mayer — Miebach
2009 2007 ir kt., 2012
5182 (SM) Oszmianski ir 4600 — 15000  Mayer — Miebach
Wojdylo, 2005 ir kt., 2012
800 - 17800  Mayer — Miebach
ir ke, 2012
Bendras 357 Jakobek ir kz., 1068 Valcheva — 1190 — 1950 Mayer — Miebach
antocianiny 2007 Kuzmanova ir k., ir kt., 2012
kiekis 428 Zheng ir Wang, 2007 616.2-1239.0 Sojka ir k., 2013
2003 1250 -2500  Fuchs ir k., 1996 (SM)
434 Jakobek ir kz., 3042 Jakobek ir k.,
2007 2007
461 Benvenuti ir k7., 58000 — Mayer — Miebach
2004 473000 ir kt., 2012
470 -1790 Fuchs ir kt., 1996
1480 Wu ir kr., 2006
620 - 670 Mayer — Miebach
ir kt., 2012
Antocianinai
Cianidin-3- 99 Jakobek ir kt., 51 Skoczynska ir kt., 532.64 (SM) Oszmianski ir
arabinozidas 2007 2010 Wojdylo. 2005
94— 155 Rop ir kt., 2010 647 Jakobek ir kt., 370 - 570 Mayer — Miebach
2007 ir kt., 2012
142 Zheng ir Wang, 1000 Hellstrom ir kt., 191.7 - 389.9 Sojka ir kt., 2013
2003 2010 (SM)
146 Slimestead ir k., 14000 — Mayer — Miebach
2005 108000 ir kt., 2012
399 Wu ir kt., 2004
582 (SM) Oszmianski ir
Wojdylo, 2005
190-210 Mayer — Miebach

ir kt., 2012

1.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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1.1 lentelés tesinys

1 2 3 4 5 6 7
Cianidin-3- 101 - 120 Rop ir kt.,, 2010 125 Skoczynska ir kt., 1119,70 (SM) Oszmianski ir
galaktozidas 2010 Wojdylo. 2005

126 Zheng ir Wang. 1817 Jakobek i &z, 760 — 1250 Mayer — Miebach
2003 2007 irkt., 2012
279 Jakobek ir kt., 2100 376.5-7494 Sojka ir kt., 2013
2007 (SM)
315 Slimestead ir kt., 43000 - Mayer — Miebach
2005 341000 irkt., 2012
990 Wu ir kr., 2004
1282 (SM) Oszmianski ir
Wojdylo. 2005
Mayer — Miebach
410 — 440 irkt., 2012
Cianidin-3- 1.7 Zheng ir Wang, 7,1 Skoczynska ir kt., 79.44 (SM) Oszmianski i
gliukozidas 2003 2010 Wojdylo. 2005
10 Slimestead ir kt., 74 Jakobek ir &z, 24— 44 Mayer — Miebach
2005 2007 irkt., 2012
Jakobek ir kt., 21,0-437 Sojka irkt., 2013
2007 (SM)
1.2 Wu ir kt., 2004 500-9900  Mayer — Miebach
irke, 2012
38 Oszmianski ir
Wojdylo, 2005
42 (SM)
8-9 Mayer — Miebach
ir kt., 2012
Cianidin-3- 10 Slimestead ir kt., 5.9 Skoczynska ir kt., 105,06 (SM) Oszmianski ir
ksilozidas 2005 2010 Wojdylo, 2005
15 Jakobek i kz., 1000 - Mayer — Miebach 30-60 Mayer — Miebach
2007 13000 irkt., 2012 irkt., 2012
47 Zheng ir Wang, 27,0571 Sojka ir k., 2013
2003 (SM)
52 Wu ir kt., 2004
53 (SM) Oszmianski ir
Wojdylo. 2005
Mayer — Miebach
13-14 irkt., 2012
Pelargonidin-3- 2.3 Wu ir kt., 2004
arabinozidas
Flavonoliai
Kvercetino 17 Slimestead ir kt., 82.40 (SM) Oszmianski ir
dariniai 2005 Wojdylo. 2005
Kvercetinas 7.1 Jakobek ir kt., 118 Valcheva -
2007 Kuzmanova ir kt.,
Hiékkinen ir kt., 2007
1999
8.9 Jakobek ir kt,
2007
9,2
Kvercetin-3- 30.2 Zheng ir Wang, 283 Skoczynska ir kt., 47.44 (SM) Oszmianski ir
galaktozidas 2003 2010 Wojdylo. 2005
37 (SM) Oszmianski ir

Wojdylo, 2005

28,1 - 62,5
(SM)

Sojka ir kt., 2013

1.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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1.1 lentelés tesinys

1 2 3 4 5 6 7
Kvercetin-3- 273 Zheng ir Wang, 225 Skoczynska ir kt., 26.50 (SM) Oszmianski ir
gliukozidas 2003 2010 Wojdylo, 2005
21 (SM) Oszmianski ir
Wojdylo. 2005
Kvercetin-3- 15 (SM) Oszmianski ir 16.8 Skoczynska ir kit 13.55 (SM) Oszmianski ir
rutinozidas Wojdylo, 2005 2010 Wojdylo, 2005
Kvercetin-3- 11.5 Skoczynska ir kt.,
vicianozidas 2010
Kvercetin-3- 117 Skoczynska ir kt.,
robinobiozidas 2010
Kaemferolis 0,53 Jakobek ir kt.,
2007
0,69 Jakobek ir Iz,
2007
Flavan-3-oliai
Epikatechinas 47-84 Rop ir kt.,, 2010 14.8 Skoczynska ir kf., 1141 (SM) Oszmianski ir
2010 Wojdylo, 2005
15.4 (SM) Oszmianski ir
Wojdylo. 2005
Hidroksicinamo
rigstys
Chlorogeno 61 Slimestead ir kz., 455 Skoczynska ir kt., 204.35 (SM) Oszmianski ir
ragsts 2005 2010 Wojdylo. 2005
113-196 Rop ir kz, 2010 800 Hellstrom 7r k7., 42-50 Mayer — Miebach
2010 ir k., 2012
302 (SM) Oszmianski iv 200-300  Mayer —Miebach  33.2-84.5(SM)  S¢kairkr, 2013
Wojdylo. 2005 ir kt., 2012
6974 Mayer — Miebach
ir kt., 2012
Neochlorogeno g4-117 Rop ir kt., 2010 492 Skoczynska ir kt., 169.20 (SM) Oszmianski ir
1ligstis 2010 Wojdylo, 2005
123 Slimestead ir k., 1200 Hellstrom 7r kt., 31-32 Mayer — Miebach
2005 2010 ir k., 2012
291 (SM) Oszmianski ir 210-290  Mayer —Miebach  25.5-68.1(SM)  Séjkairkr, 2013
Wojdylo, 2005 ir kt., 2012
71-72 Mayer — Miebach

ir kt., 2012

Neidentifikuoti kvercetino dariniai sudaré apie 27 — 82 mg/100 g SM (Kulling ir kt., 2008).
Redukuojanciy cukry kiekis $vieziose aronijy uogose sudaro apie 16 — 18 % (Strigl ir kt., 1995).
Kai kurie autoriai teigia, kad bendras gliukozés ir fruktozés kiekis sudaro 13 — 17,6 g/100 g ZM, o
sacharozés neaptikta (Kulling ir kt., 2008). SvieZiai spaustose sultyse gliukozés koncentracija svyravo
nuo 30 iki 60 g/l, (vidutiniskai — 41 g/1), o fruktozés — nuo 28 iki 58 g/I, (vidutiniskai — 38 g/1) (Ara,
2002). Svieziai spaustose sultyse vidutinis sorbitolio kiekis buvo 80 g/l, o pasterizuotose sultyse — 56
g/l. Sorbitolis yra cukraus pakaitalas daznai naudojamas dietiniuose maisto produktuose. Remiantis

tyrimais nustatyta, kad lyginant kity rtsiy uogas ir vaisius su aronijy uogomis, jos turéjo didziausia

22



sorbitolio koncentracija, todel gali buti naudojamos kaip biozymuo, pavyzdziui maiSant aronijy ir

juodyjy serbenty sultis (Kulling ir kt., 2008).
1.3. Aronijose esanciy veikliyjy medziagy farmakologinis poveikis

Epidemiologiniai tyrimai rodo, kad aronijos pasizymi antioksidaciniu, antimutageniniu,
antidiabetiniu bei prieSvéziniu poveikiu. Aronijy sultys turi didziausig antioksidacinj aktyvumg tarp
polifenoliais turtingy gérimy. Pavyzdziui, jy trolokso ekvivalento antioksidacinés gebos vertés yra
keturis kartus didesnés nei mélyniy, spanguoliy sulCiy ar raudono vyno. Remiantis fenoliniy junginiy
ORAC (deguonies radikaly absorbcijos gebos) vertémis, kurias pateiké Zheng Wang apskaiciuota, jog
tirlant Svieziai spausty aronijy sultis, jose esantys antocianinai prie bendro antioksidacino aktyvumo
prisideda — 33 %, tuo tarpu komercinése aronijy sultyse — beveik 42 % (Kulling ir kt., 2008).
Informacijos apie tiksly oligomeriniy/polimeriniy procianidiny indélj néra, ta¢iau manoma, kad jie taip
pat jtakoja antioksidacinj aktyvuma, nes §ie junginiai vyraujantys fenoliai, ypac¢ uogose (Oszmianski ir
kt., 2005). Procianidinai kaip ir antocianidinai yra metalo chelatoriai ir gali sudaryti kompleksinius
junginius su gelezimi (III) ir variu (II). Laisvos gelezies ir vario buvimas biologinése sistemose
katalizuoja laisvyjy radikaly reakcijas pavyzdziui, Fentono reakcija. Fenoliniy junginiy gebéjimas
suri$ti dvivalencius pereinamuosius metalus veiksmingai sumazina Siy katijony koncentracija ir tokiu
budu jy prooksidacinj aktyvuma. Taciau svarbu nepamirsti, kad in vitro duomenys apie antioksidacinj
aktyvuma, neparodo jy gebéjimo in vivo sistemoje iSvengti oksidacinio streso (Kulling ir kt., 2008).
Literatiiroje rasta keletas tyrimy, kurie atlikti jvertinant antioksidacinj poveikj gyviinams, kur aronijy
antocianinai sumazino lipidy peroksidacijg ir padidino fermentinj aktyvuma, taip sustiprindami
imuning gynybos sistemg. Remiantis moksliniais tyrimais, raudono pigmento frakcija juodosiose
aronijose pasizyméjo stipriomis antioksidacinémis savybémis tiek in vitro, tiek in vivo sistemose ir
atliko svarby vaidmenj uzkertant kelig skrandzio gleivinés pazeidimams. Mokslininkai mano, kad
vienas i§ mechanizmy pagal kurj ekstraktas slopino skrandzio gleivinés pazeidimy vystymasi yra
cianidino dariniy geba suristi aktyvy deguonj. Taip pat buvo nustatyta antioksidacinio poveikio jtaka
zmonéms, maisto raciong papildant aronijy sultimis, kurios stabdé raudonyjy kraujo kineliy
oksidacinius pazeidimus (Kulling ir kt., 2008).

Daugelis tyrimy rodo, antiproliferacinj arba apsauginj aronijy uogy ir/arba aronijy ekstrakty
poveikj gaubtinés zarnos vézio in vitro tyrimuose. Antocianinais turtingi ekstraktai gauti i§ Aronia
melanocarpa gali skatinti zmogaus HT — 29 gaubtinés zarnos vézio lasteliy apoptoze, taciau Sie

esktraktai pasizymi nedideliu poveikiu netransformuoty NCM 460 storosios zarnos lasteliy augime.
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Idomu tai, kad aronijy ekstraktas turé¢jo didesnj antikancerogeninj poveikj, nei vynuogiy ir melyniy
antocianinais praturtinti ekstraktai. Véziniy Igsteliy slopinimo palyginimas buvo atliekamas lyginant
skirtingy uogy panasias monomeriniy antocianiny koncentracijas, taciau pagal gautus rezultatus matyti,
kad aronijy uogy ekstraktas pasizymejo stipriausiu poveikiu (Kulling ir kt, 2008). Kitas tyrimas parodé,
kad aronijy sultys slopina gaubtinés zarnos adenokarcinomos Caco-2 lasteliy proliferacija, sukeldamos
G2/M (G2, tai laikotarpis nuo S fazés pabaigos, kai padvigubéja lastelés genetinés informacijos
rinkinys iki mitozés pradzios (M fazé), kai vyksta lastelés dalijimasis) lasteliy ciklo stabdyma
(Bermudez-Soto ir kt., 2007). Antikancerogeninis potencialas toliau buvo pagrindziamas tyrimy su
gyvinais metu. Bandymai buvo atliekami su vyriskos lyties ziurkémis, kurioms dirbtinai buvo suleistas
stiprus kancerogenas — azoksimetanas ir taip sukeltas gaubtinés zarnos vézys. Aronijy ekstraktai,
kuriuose buvo didelis kiekis antocianiny, slopino azoksimetano sukeltus netipiniy kripty zidinius ir
piktybine transformacija, taip pat sumazino lgsteliy proliferacijos norma bei tulzies riigsties
koncentracijag (Lala ir kt., 2006). Naujausi duomenys rodo, kad cianidin-3-gliukozidas pasizymi
chemoprofilaktiniu poveikiu (Kulling ir Rawel, 2008).

Kai kurie autoriai teigia, jog fenoliniai junginiai iSskirti i§ Aronia melanocarpa vogy pasizymi
antimutageniniu poveikiu (Gasiorowski ir kt., 1997), (Atanasova-Goranova ir kt., 1997). Aronijy
antocianinai slopino mutageninj aktyvuma benzo(a)pireno ir 2-aminofluoreno Ames teste, taip pat
seseriniy chromatidziy mainus tiriant zmogaus T limfocitus (Gasiorowski ir kt., 1997). Be to, nustatyta,
kad aronijy sul¢iy vartojimas slopino endogening N-nitrozaminy generacija zZiurkése. Histopatologiniai
pokyciai pastebéti ziurkiy kepenyse Serty nitrozaminy pirmtakais buvo sustabdyti kartu naudojant
aronijy sultis (Atanasova-Goranova ir kt., 1997).

Tyrimai su gyvunais rodo, kad aronijy antocianinai sumazino kadmio toksiSkumga ir kaupimasi
ziurkiy kepenyse bei inkstuose (Kowalczyk ir kt., 2003). Tai jrodo, antocianiny galimybes sujungti
metalo jonus ir tokiu budu sumazinti kadmio daromg zalg. Aronijy sulCiy poveikis buvo jvertintas
kepeny ligy profilaktikoje, kai ziurkés buvo veikiamos anglies tetrachloridu (Valcheva-Kuzmanova ir
kt., 2004). Reakcija CCl; radikalo su deguonimi jtakoja lipidy peroksidacijg, kuri gali baigtis 1astelés
nekroze. Ziurkiy kepenyse ir plazmoje imatavus malondialdehido kiekj nustatyta, kad aronijy sultys
uzkirto kelia CCly sukeltam lipidy peroksidacijos didéjimui. Taigi, galima daryti iSvada, kad
antocianinai ir/arba kitos fenoliy sudedamosios dalys laisvyjy radikaly suriSime turi pastebima poveikj
(Kulling ir kt., 2008).

Sirdies ir kraujagysliy ligy prevencijai aronijos taip pat gali turéti teigiamos jtakos. In vitro

eksperimentai rodo, kad fenoliy sudedamosios dalys prisideda prie apsaugos ir atkiirimo endoteliniy
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lasteliy. Taip pat buvo pastebétas antitrombocitinis poveikis bei vazoaktyvios ir vazoprotekcinés
savybés kiauliy vainikinése arterijose. Eksperimentiniame ziurkiy hiperlipidemijos modelyje aronijy
vaisiy sultys sumazino auks$tag bendrg plazmos cholesterolio kiekj, mazo tankio lipoproteiny cholesterolj
ir lipidy koncentracija. Vyrams su lengva hipercholesterolemija, nuolatinis aronijy suléiy gérimas 6
savaites (250 ml per dieng) 1émé Zenkly bendrojo cholesterolio, mazo tankio lipoproteiny cholesterolio
ir trigliceridy lygio sumaz¢jima. PanaSus hipotenzinis poveikis, flavonoidais turtingy ekstrakty gauty i$
aronijy vaisiy buvo pastebétas pacientams po miokardo infarkto ir sergantiems II tipo cukriniu diabetu
(Kulling ir kt., 2008).

Tyrimai rodo, kad Aronia melanocarpa antocianinai gali buti naudojami II tipo cukrinio diabeto
prevencijai ir kontrolei, bei su $ia liga susijusioms komplikacijoms gydyti (Valcheva-Kuzmanova ir kt.,
2007), (Simeonov ir kt., 2002). Atlikus bandymus su gyviinais nustatyta, jog aronijy vaisiy sultys
cukriniu diabetu sergan¢ioms ziurkéms susilpnino hiperglikemijg ir hipertrigliceridemija (Valcheva-
Kuzmanova ir kt., 2007). Zmoniy intervencijos tyrimai patvirtina, kad kasdien suvartojus 200 ml
aronijy suliy per 3 ménesiy laikotarpj buvo veiksmingai sumazintas gliukozés kiekis kraujyje
(Simeonov ir kt., 2002). Sie rezultatai rodo, kad kiti procianidinais turtingi maisto produktai gali bati
vartojami nuo diabeto (Kulling ir kt., 2008). Atliekant bandymus su Zmonémis nustatyta, kad aronijy
sultys gali buti naudingos nutukimo sutrikimy gydymui (Zielinska-Przyjemska ir kt., 2007).
Literatiroje néra duomeny apie Aronia melanocarpa uogy, sul¢iy bei ekstrakty nepageidaujamag ar

toksinj poveikj (Valcheva-Kuzmanova ir kt., 2006).
1.4. Veikliyjy medziagy iSskyrimo biidai

Ekstrakcija yra svarbus pradinis zingsnis gaunant koncentruotus ekstraktus, kuriuos galima
panaudoti tolimesniuose tyrimy etapuose (Fontana ir kt., 2013). BiologiSkai aktyviy junginiy i$§
augalinés zaliavos kokybiniai ir kiekybiniai tyrimai labai priklauso nuo tinkamo ekstrakcijos metodo
parinkimo (Smith, 2003), (Sasidharan ir kt., 2011). Tradiciniai ekstrakcijos metodai, tokie kaip
Soksleto ekstrakcija bei ekstrakcija vandens garais buvo naudojami daugelj deSimtmeciy, taCiau jie
reikalauja daug laiko ir salyginai didelio tirpiklio kiekio. Taip pat dél bendry junginiy iSgavimo
zingsniy, naudojant Soksleto ekstrakcijos metoda, jskaitant Sildyma, virimg ar virimg su grjztamu
Saldytuvu prarandama dalis polifenoliy dél jonizacijos, hidrolizés ir oksidacijos procesy ekstrakcijos
metu. Taciau Sie metodai vis dar laikomi pagrindiniais, lyginant naujai sukurty metodologijy
pasiekimus (Azmir ir kt., 2013). Todél aktyviy komponenty ekstrakcijai i§ augalinés zaliavos siekiant

sutrumpinti ekstrahavimo laika, sumazinti tirpiklio sgnaudas, padidinti ekstrakto iSeiga bei pagerinti jo
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kokybe buvo pritaikyti nauji Siuolaikiniai ekstrakcijos metodai, tokie kaip pagreitinta ekstrakcija
organiniais tirpikliais (ASE) ir superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE — CO,). Taip pat
junginiy iSgavimui i§ kietos matricos naudojamas elektrinis impulsinis laukas, ekstrakcija

mikrobangomis ir ultragarso ekstrakcija (Georgiev ir kt., 2014).
1.4.1. Soksleto esktrakcija

1879 m. Soksletas sukiiré naujg ekstrakcijos sistemg (Soksleto aparatg), kuri plac¢iai naudojama
junginiy iSgavimui (Luque de Castro ir kt., 2010). Naudojant Soksleto ekstrakcijos metoda tiksliniy
junginiy iSgavimas priklauso nuo tirpiklio parinkimo. Skirtingais tirpikliais gautos ekstrakty iSeigos ir
sudétis skiriasi (Wang ir kt., 2006). Placiausiai naudojamas tirpiklis iSgauti maistiniam aliejui i§
augaliniy Zaliavy yra heksanas. Sis nepolinis tirpiklis turi pakankamai siaura virimo temperatiiros
intervalg mazdaug 63 — 69 °C ir pasizymi geromis aliejaus ekstrahavimo savybémis. Taciau komercinis
heksanas tarp 189 pavojingy oro terSaly, uzima pirmg vieta pagal JAV Aplinkos apsaugos agentliros
pavojingy terSaly patvirtintg sarasg. Todél mokslininkai ir gamybininkai ieSko alternatyviy tirpikliy,
kurie buty netoksiski, pigiis ir lengvai utilizuojami, kaip pvz., — etanolis (Mamidipally ir kt., 2004).
Taciau alternatyviy tirpikliy naudojimas daznai duoda mazesne¢ ekstrakcijos iSeiga, nes priklausomai
nuo ekstrahuojamy junginiy gali biiti gaunamas mazesnis molekulinis giminingumas tarp ekstrahento ir
ekstrahuojamo objekto. Kartais, siekiant iSgauti didesn¢ ekstrakty iSeigg jtraukiami ir papildomi
tirpikliai, taip padidinant skystosios fazés poliSkumg. Pavyzdziui, izopropanolio ir heksano tirpikliy
miSinys padidina iSeigg ir kineting ekstrakcija (Li ir kt., 2004). Soksleto ekstrakcija labai priklauso nuo
matricos savybiy ir daleliy dydzio, nes léta tirpiklio difuzija gali biiti ekstrakcija ribojantis zingsnis
(Luque-Garcia ir kt., 2004).

Soksleto ekstrakcija turi ir keletg privalumy: (1) pusiausvyros poslinkio perdavimas pakartotinai
kontaktuojant Svieziam tirpikliui su ekstrahuojama kieta matrica, (2) galimyb¢ palaikyti pakankamai
auksta ekstrakcijos temperatiirg distiliavimo kolboje, (3) nereikalingas filtravimo procesas. Be to, Sis
metodas yra labai paprastas ir pigus. Triukumai: (1) ilgas ekstrakcijos laikas, (2) sunaudojami dideli
tirpiklio kiekiai, (3) negali buti naudojamas maiSymas, kuris paspartina ekstrakcijos procesa, (4)
gaunami dideli kiekiai tirpiklio, kurj reikia nugarinti, (5) nejmanoma iSvengti Siluminio kai kuriy
junginiy skilimo, nes ekstrakcija didesn¢ laiko dalj vyksta tirpiklio virimo taske. Kadangi tradicinis
Soksleto ekstrakcijos metodas reikalauja didelio kiekio tirpiklio ir ilgo ekstrakcijos laiko, jis aktyviy

junginiy iSgavime kai kuriais atvejais yra vertinamas kritiskai (Luque de Castro ir kt., 1998).
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1.4.2. Ekstrakcija vandens garais

Distiliavimas vandens garais yra taikomas iSgauti eteriniam aliejui i§ augalinés kilmés zaliavy.
Vandeniné frakcija su joje esanciais nelakiais junginiais, kuri lieka po distiliacijos vandens garais gali
biiti pritaikoma maisto pramonéje, kaip galimas antioksidanty ir antimikrobiniy priedy misinys
(Vankar, 2004), (Ferrer, 2013). Ekstrakcija vandens garais vis dar placiai naudojama dél nebrangios ir
lengvai surenkamos distiliavimo jrangos (Handa, 2008). Sis ekstrakcijos metodas apima tris
pagrindinius fizikocheminius procesus: vandens difuzija, hidroliz¢ ir Siluminj skilimg (Vankar, 2004).
Eterinio aliejaus ir karSto vandens difuzija per augaly membranas yra zinoma kaip vandens difuzija.
Verdanc¢iame vandenyje dalis augalinés lastelés eterinio aliejaus maiSosi su toje pacioje lasteléje
esanciu vandeniu, toliau $is aliejaus — vandens tirpalas prasiskverbia pro iSbrinkusig lgstelés membrang
ir galiausiai pasiekia iSorinj pavirSiy, kur aliejus tiesiogiai kontaktuoja su garais. Aliejaus garavimo
greitis neturi jtakos aliejaus komponenty kitimui, taciau jtakoja jy tirpumo laipsnj vandenyje. Todél
distiliuojant aukstoje virimo temperatiiroje atsiranda daugiau vandenyje tirpiy sudedamyjy daliy, o
zemoje temperatiiroje — maziau. Hidrolizés metu, esteriai esantys eteriniame aliejuje sgveikauja su
vandeniu, ypac aukstoje temperatiiroje susidarant riigStims ir alkoholiams. Tod¢l jei vandens kiekis yra
didelis, tai alkoholio ir riigSties kiekiai taip pat bus dideli, kas jtakoja eterinio aliejaus iSeigos
sumazejimg. Tai yra vienas i§ trikumy, kadangi hidrolizés reakcija priklauso nuo laiko (Handa, 2008).
Kitas hidrodistiliacijos proceso trikumas yra tas, kad distiliavimo metu vyksta eterinio aliejaus
cheminiai poky¢iai ir jautriis kar§¢iui junginiai gali suskilti §io proceso metu. Tai sumazina eterinio
aliejaus ekstrakto kokybe ir apriboja ekstrakcijos vandens garais naudojima, Silumai nelabiliy junginiy
iSgavimui (Ill€s ir kt., 2000), (Azmir ir kt., 2013). Todél norint gauti geresne eterinio aliejaus iSeigg ir
kokybe rekomenduojama: (1) islaikyti kiek jmanoma Zemesng temperatiira, (2) naudoti kiek jmanoma
maziau vandens, atsizvelgiant j distiliacijos garais atvejj, (3) kruopsc¢iai susmulkinti augaling Zaliavg

pries distiliacijg tam, kad buity gauti kuo mazesni lakiyjy junginiy nuostoliai (Handa, 2008).
1.4.3. Superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE — CO,)

Analizés tikslams superkritiniai skysciai pirmgkart buvo panaudoti 1981 m., o po keleto mety
ekstrakcija superkritiniais skyséiais (SKE) buvo komercializuota. Siuo metodu ekstrahuojama i kietos
matricos (Fontana ir kt., 2013). Skystis yra superkritiniame biivyje tada, kai tiek jo temperatiira, tiek
slégis yra virs jy kritinio tasko. Jei vir§ kritinio tasko yra tik vienas i§ Siy parametry, tokiu atveju
skystis yra subkritiniame biuivyje. 4 paveiksle pavaizduota medziagos faziy diagrama, kurioje kreivé T,

yra pavirsius tarp dujinio ir skysto buivio. Kiekvienas Sios kreivés taskas atitinka temperatirg ir slégj,
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kuris reikalingas, kad dujos toje temperatiiroje virsty skysciu. Taskas C yra kritinis taskas, kai

temperatiira aukStesné uz kriting, Siame taske dujos didinant slégj nebeskystéja, bet suspaudziamos j

superkritinj skystj. Kritinis taskas yra specifinis kiekvienai konkreciai medziagai (Herrero ir kt., 2006).

IS 1.2 lentelé¢je pateikty duomeny matyti, kad superkritiniy skysCiy tankiai artimi skysc¢iy

Kieta
mediiaga

Fe
Zemiau kritiniy =
parameti egzistuoja -;L
dvi skirtingos fazés ~ -D
7

2

Dujos

[emperatiira

Kylant temperatirai,
skystis plefiasi

Suma¥éja riba tarp
dvieju faziy

Skystis

Superkritinis

T

T

skystis

Kritinis
taskas (C)

Susiformuoja nauja
superkritiné fazé

4 pav. MedZziagos faziné diagrama

tankiams, o klampa artima dujoms.

Superkritiniy skysCiy difuzijos
koeficientai tarpiniai tarp dujy ir
skysciy. Superkritiniai skysciai

pasizymi unikaliomis fizikocheminémis
savybémis, kurios labai tinkamos juos
naudojant ekstrahuojanciais tirpikliais.
Siy skys¢iy tankis 5 — 20 Kkarty
mazesnis uz jprasty skysCiy, todél
superkritiniai skysc¢iai grei€iau ir geriau
prasiskverbia | kieta matricag. Be to,
superkritiniuose

skys¢iuose  daug

didesni iStirpusiy medziagy difuzijos

koeficientai. D¢l Siy priezas¢iy ekstrakcija tampa zymiai greitesné ir efektyvesné, nei ekstrahuojant

klasikiniais tirpikliais (Herrero ir kt., 2006).

Antra vertus, superkritiniy skysCiy tankiai 100 — 1000 karty didesni uz dujy tankius, todél

superkritiniy skysciy tirpinamoji galia artimesné skysciams nei dujoms. Be to, superkritiniy skysciy

tankis priklauso nuo slégio ir temperatiiros (5 pav.), todé¢l tirpinamoji galia gali biiti lengvai kei¢iama,

kei¢iant Siuos du parametrus (Herrero ir kt., 2006).

1.2 lentelé. Fizikocheminiy savybiy vidutinés vertés dujoms, skysc¢iams ir superkritiniams skysc¢iams

(Herrero ir kt., 2006)
. Difuzijos
Bivis Salygos (pTal/lcklnfg) lear:/ng;) koeficientas
'8 '8 (D A, cm’/s)
1 2 3 4 5
Dujos p=1atm; T=21°C 10° 10" 10"
Skystis p=1atm; T=15-30°C 1 10° <107
Superkritinis p=psT=T. 03-08 10~ 107 10°— 10*
skystis
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Poliniy junginiy iSgavime gali biiti naudojamas superkritinis ir perkaitintas vanduo. Nors
superkritinis vanduo ir perkaitintas vanduo turi tam tikry privalumy, kai norima gauti kuo didesnj

poliniy junginiy kiekj, ta¢iau néra tinkami termiskai labiliy junginiy iSgavimui (Lang ir kt., 2001).

1000 .
280 K
300 K
BOO -+ 310 K
-
E 130 K
? 600
L7
-% 400
B
400 K
200
ﬂ e —— r p— p— — p— —

30 50 70 90 110 130 150 170
Slegis (bar)

5 pav. CO, tankio — slégio faziy diagrama

Praktiskai daugiau kaip 90 % visy superkritinio skysCio tyrimy buvo atlickama su anglies
dioksidu (Pourmortazavi ir kt., 2007). Anglies dioksidas superkritiniame buivyje pasiZymi santykinai
zemu kritiniu slégiu ir temperatiira: kritiné temperattra yra 31,06 °C, kritinis slégis yra 73,83 bar ir
kritinis tankis — 0,460 g/cm’ (Raventos ir kt., 2002). CO, yra chemiskai inertiskas, neterSiantis
aplinkos, didelio grynumo, jo kaina salyginai maza, CO, lengvai pasSalinamas i$ ekstrakto, netoksiskas,
nedegus ir turi lengvai pasiekiama kritinj taska, todeél tinka lakiy ir Silumai labiliy junginiy ekstrakcijai
(Pourmortazavi ir kt., 2007), (Raventos ir kt., 2002). Zema kritiné temperatiira leidzia atlikti ekstrakcija
Svelniomis salygomis. Be to anglies dioksidas atmosferos slégyje iSgaruoja, todél netrukdo tolimesnei
analizei. D¢l $iy priezasCiy jis yra jprastinis ekstrakcijos superkritiniais skysciais tirpiklis (Raventos ir
kt., 2002). Superkritiniame lygyje, CO, poliSkumas panaSus j skysto pentano, todél geriausiai tinka
lipofiliniy junginiy iSgavimui (Pourmortazavi ir Hajimirsadeghi, 2007). Superkritinis anglies dioksidas
pasizymi tendencija atrankiai ekstrahuoti mazos molekulinés masés junginius (< 250) arba silpnai
polines grupes, pavyzdziui lipidus, cholesterolj, aldehidus, esterius ir ketonus, o didelés molekulinés
masés junginiai (> 400) arba junginiai turintys polines grupes, pavyzdziui hidroksilo, karboksilo, taip

pat jvairGs cukrai, polisacharidai, amino rugstys, baltymai, fosfatidy, glikozidai neorganinés druskos
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yra santykinai netirpiis anglies diokside (1.3 lentel¢) (Raventos ir kt., 2002). Taigi pagrindinis CO>

trikumas, kad néra tinkamas esktrahuoti polinéms analit¢éms (Pourmortazavi ir kt., 2007).

1.3 lentelé. Jvairiy junginiy tirpumas superkritiniame anglies diokside (Pourmortazavi ir kt., 2007)

Labai tirpiis

Vidutini§kai tirpiis

Beveik netirpis

1

2

3

Organiniai junginiai, mazo
poliskumo ir mazos molekulinés
masés (< 250)

Labai lakios medziagos,
naudojamos aromatiniuose ir
skoniniuose maisto produktuose

Tiolis, pirazinas, tiazolis, acto
rugstis, benzaldehidas,
heksanolis, glicerolis ir acetatas

Poliniai organiniai junginiai, kuriy
molekuliné masé mazesné nei 400

Mazai lakios medziagos

Vanduo, terpenai, oleino riigstis,
glicerolis ir sotieji riebalai turintys
iki 12 anglies atomy granding

Labai poliniai organiniai junginiai,
kuriy molekuliné masée virsija 400

Nelakios medziagos

Baltymai, cukrai, olisacharidai,
amino riigstys, neorganinés
druskos, nitratai, vaskai

Kadangi alkaloidai, fenoliai ir glikozidai prastai tirpsta anglies diokside buvo ieSkoma budy,
kurie galéty padidinti ribota poliniy junginiy tirpumg superkritiniame CO,. Yra zinoma, kad i
superkritinio anglies dioksido srautg jterpus polinio tirpiklio priedo (1 — 10 %) zymiai padidéja poliniy
junginiy tirpumas (Wang ir kt., 2006), (Raventos ir kt., 2002). I§ visy poliniy tirpikliy priedy, jskaitant
metanolj, etanolj, acetonitrilg, acetona, vandenj, etilo eterj ir dichlormetang, dazniausiai naudojamas
metanolis, nes jis yra efektyvus polinis tirpiklis, kuris gerai (iki 20 %) maiSosi su CO,. Taciau etanolis
gali biiti geresnis pasirinkimas, dél mazesnio toksiSkumo. Taip pat metanolio naudojimas reikalauja
Siek tiek aukStesnés temperatiiros norint pasiekti superkriting biisena, kas gali turéti jtakos
termolabiliems junginiams. Esminis trikumas naudojant poliniy tirpikliy priedus yra tas, kad jie gali
pabloginti selektyvuma (Wang ir kt., 2006).

Taigi SKE suteikia placias galimybes ekstrahuoti ir frakcionuoti jvairius junginius, nes
medziagos tirpumas superkritiniame skystyje gali biiti keiiamas, keiCiant skysCio slégj ir/arba
temperatiirg. Kietos matricos tirpumas superkritiniame skystyje didéja kartu su skysCio tankiu, kuris
gali buiti pasiektas aukStame slégyje. IStirpe junginiai gali buti iSgauti i§ skys¢io sumazinant
superkritinio skys¢io tankj, kuris paprastai sumazinamas, mazinant slégj. Todél SKE metu nereikia
naudoti daug laiko uzimancio koncentravimo proceso. Be to, tirpinys gali bati atskirtas nuo
superkritinio tirpiklio be lakiy junginiy praradimo dél ekstremalaus superkritinio skys¢io kintamumo.
Taip pat superkritinio skys€io difuzija yra efektyvesné nei kity skyscCiy, taip jtakojama greita masiy

pernasa, ir rezultate didesnis ekstrakcijos greitis, nei taikant tradicinj ekstrahavima tirpikliu. SKE
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naudojama ne mazesné kaip 30 °C ekstrakcijos temperatiira. Zema superkritinio skys¢io temperatiira
leidzia ekstrahuoti Silumai jautrius junginius ir gali sglygoti naujy natiraliy junginiy i§gavimg (Wang ir
kt., 2006), (Lang ir kt., 2001). Kadangi SKE procese nenaudojamas arba naudojamas minimalus
organinio tirpiklio (organinio priedo) kiekis, dél to Sis budas yra palankesnis aplinkai (Wang ir kt.,
2006). Pagrindiniai privalumai, kad metodas yra greitas ir automatizuotas. Taip pat Sviesos ir oro
nebuvimas ekstrakcijos metu sumazina skilimo procesy galimybe, kurie gali atsirasti tradicinés
ekstrakcijos organiniais tirpikliais metu (Ignat ir kt., 2011). Paprastai skystis — kieta medziaga
metoduose reikalingas 20 — 100 g bandinio kiekis, o SKE metodui pakanka 0,5 — 1,5 g (Lang ir kt.,
2001). SKE gali biiti tiesiogiai naudojama tuo pafiu metu su chromatografijos metodu, kad
iSekstrahuoti ir kiekybiSkai jvertinti lakius junginius. Tafiau ekonominés ir sudétingos operacinés
salygos apriboja Sio metodo pritaikyma, kai kuriose labai specializuotose srityse pavyzdziui, eterinio
aliejaus iSgavime ir universitetiniuose moksliniuose tyrimuose (Wang ir kt., 2006). Taip pat svarbu
paminéti, kad SKE gali buti taikoma jvairaus masto sistemose, pavyzdziui analitinio masto (maziau nei
gramas iki keliy gramy bandinio), preparatyvinio masto (keli Simtai gramy méginio), bandomuyjy
jrenginiy masto (kilogramai méginio) ir iki didelio pramoninio masto (tonos zaliavos) (Pourmortazavi

ir kt., 2007).
1.4.4. Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (ASE)

Ekstrakcijai i§ kietos matricos 1995 m. buvo sukurtas dar vienas efektyvus pagreitintos
ekstrakcijos organiniais tirpikliais metodas (ASE), kuris yra Zinomas, kaip suspausto skyscio dideliame
slégyje ekstrakcija. Jis naudoja jprastinius tirpiklius esant auksStesnei temperattrai (100 — 180 °C) ir
aukstam slégiui (1500 — 2000 psi) (Fontana ir kt., 2013).

Padidintas slégis ir temperatiira turi jtakos tirpikliui, bandiniui ir jy tarpusavio sgveikai.
Padidintame slégyje padidéja tirpiklio virimo temperatiira, todél ekstrakcijg galima atlikti auksStoje
temperatiiroje (Fontana ir kt., 2013). Aukstose temperatiirose padidéja anali¢iy tirpumas ir grei¢iau
vyksta masés perdavimas, taip pat susilpnéja van der Valso jégos, dipoliy sgveikos bei vandeniliniai
rySiai tarp analités ir matricos. Be to, aukstose temperatiirose sumazéja tirpiklio klampa ir pavirSiaus
jtempimas, o tai savo ruoztu palengvina tirpiklio skverbimasi j matricg (Wang ir kt., 2006).

Tam, kad tirpiklis likty skystas esant temperatiirai aukstesnei uz tirpiklio virimo temperatiirg
normaliomis salygomis, padidinamas slégis. Paprastai naudojamas 1500 — 200 psi slégis. Aukstas
slégis taip pat palengvina tirpiklio prasiskverbima j tiriamg matricg ir taip pagreitina matricos porose

sulaikyty anali¢iy ekstrakcijg (Fontana ir kt., 2013). Svarbu paminéti, kad ekstrakcijai naudojamas
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tirpiklis turi gerai tirpinti analitg ir blogai tirpinti pacig matricg. Pagreitintai ekstrakcijai tirpikliais gali
buti taikomi jprastiniuose ekstrakcijos metoduose (pavyzdziui, Soksleto ekstrakcijoje) naudojami
tirpikliai. Bet yra ir iSim¢iy. Pavyzdziui, jprastiniai tirpikliai negali biiti naudojami polimery
ekstrakcijai, nes pati matrica gali iStirpti ir uzkimsti jungiamuosius vamzdelius. Antra vertus, geras
ekstrakcijos iSeigas galima gauti panaudojus Soksleto ekstrakcijoje neefektyvius tirpiklius. Visi
iSvardinti veiksniai turi jtakos ekstrakcijai, padidindami ekstrakto iSeiga ir pagerindami proceso
efektyvuma (Wang ir kt., 2006).

Naudojimas ekstrakcijai netoksisky tirpikliy tokiy, kaip anglies dioksidas ir vanduo turi tiek
ekonoming, tiek aplinkosauging nauda. Pranesta, kad superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu yra
veiksmingas aktyviy junginiy ekstrahavimo biidas. Taciau efektyviam poliniy junginiy i§gavimui, | SK
— CO; srautg turi buti jtraukiamas santykinai didelis polinio tirpiklio priedas. Todél siekiant iSgauti
polinius junginius, efektyviausia SKE ekstrakcija, kurios metu paSalinama lipofiliné frakcija
kombinuoti su pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais. Lyginant ASE su tradicine Soksleto
ekstrakcija, pastebimas rySkus tirpiklio kiekio ir ekstrakcijos laiko sumazéjimas. Ypatingas démesys
turéty buti skiriamas atliekant pagreitintg ekstrakcijg organiniais tirpikliais auksStoje temperatiiroje, nes

temperatiira gali turéti jtakos termolabiliy junginiy skilimui (Wang ir kt., 2006).
1.4.5. Kiti ekstrakciju metodai

Taip pat ekstrakcijai i§ kietos matricos naudojami tokie Siuolaikiniai ekstrakcijos metodai, kaip
ekstrakcija mikrobangomis, ultragarso ekstrakcija ir elektrinis impulsinis laukas.

Kietos matricos ekstrakcija mikrobangomis remiasi tirpiklio ir matricos kaitimu, vykstanc¢iu
sgveikaujant mikrobangoms su medziaga. D¢l dipoliy rotacijos ir joninio laidumo, mikrobangy energija
virsta Siluma (Jain ir kt., 2009). Paprastai naudojamas 300 MHz — 300 GHz elektromagnetiniy bangy
dazniy intervalas (Azmir ir kt., 2013). Buitinés ir pramoninés mikrobangy krosnelés paprastai veikia
2,45 GHz, o kartais 0,915 GHz JAV ir 0,896 GHz Europoje (Wang ir kt., 2006). Mikrobangy
ekstrakcijos mechanizmas apima tris nuoseklius zingsnius: (1) tirpinio atskyrimas i§ aktyviy bandinio
matricos viety, esant padidintai temperaturai ir slégiui, (2) tirpiklio difuzija j ekstrahuojamag matrica, (3)
tirpinio i$skyrimas i§ ekstrahuojamos matricos j tirpiklj (Alupului ir kt., 2012). Sios ekstrakcijos
privalumai: (1) greitas augalinés zaliavos kaitinimas turintis jtakos bioaktyviy junginiy iSgavimui, (2)
mazesnis terminis gradientas, (3) mazesnis jrangos dydis ir didesné ekstrakcijos iSeiga (Cravotto ir kt.,
2008). Ekstrakcija panaudojant mikrobangas galima iSgauti biologiskai aktyvius junginius daug

greiCiau ir geriau, nei tradiciniais ekstrakcijos metodais (Alupului ir kt., 2012). Taip pat Sis metodas
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panaSus | kitus Siuolaikinius ekstrakcijos metodus, pavyzdziui j superkritiniy skys¢iy ekstrakcija, dél
proceso paprastumo ir pigumo. Taciau pagrindinis trikumas lyginant su SKE tas, kad po ekstrakcijos
mikrobangomis reikia pasalinti kietas nuosédas, tam reikia papildomo filtravimo ir centrifugavimo.
Mikrobangy taikymas gali biiti maziau veiksmingas tuo atveju, kai tiksliniai junginiai arba tirpikliai yra
nepoliniai arba lakiis (Wang ir kt., 2006). Be to, Sis metodas yra pripazintas kaip ekologiska
technologija, nes naudojamas mazesnis organinio tirpiklio kiekis (Alupului ir kt., 2012).

Ultragarsas yra specialaus tipo garso bangos, kuriy daznis didesnis uz Zmogaus juntamo
diapazono daznj, paprastai nuo 20 kHz iki 100 MHz. Kaip ir kitos bangos pracidamos pro terpg, jos
sukelia spaudimg ir i$siplétimg. Ultragarso bangos sukelia kavitacija, kurios metu vyksta burbuliuky
gamyba, augimas ir plySimas. Efektyviam junginiy iSgavimui jtakos turi drégmés kiekis bandinyje,
smulkinimo laipsnis, daleliy dydis ir tirpiklis. Be to, temperatira, slégis, daznis ir laikas yra
pagrindiniai faktoriai ultragarso ekstrakcijoje (Azmir ir kt., 2013). Ekstrakcija ultragarso bangomis yra
nebrangi, paprasta ir efektyvi alternatyva tradiciniams ekstrakcijos metodams. Pagrindinis ekstrakcijos
ultragarsu privalumas yra didesné ekstrakcijos iSeiga ir greitesné ekstrakcijos kinetika. Ekstrakcija
ultragaru taip pat leidzia sumazinti proceso temperatiira, sudarant salygas termolabiliy junginiy
iSgavimui. Lyginant su kitais S$iuolaikiniais ekstrakcijos metodais pavyzdziui, su ekstrakcija
mikrobangomis, ultragarso jranga yra pigesné ir jo veikimas yra paprastesnis. Be to, ekstrakcijai
ultragarsu, kaip ir Soksleto ekstrakcijai gali buti naudojamas bet kuris tirpiklis iSgaunant jvairius
natiiralius junginius. Taciau ultragarso jtaka ekstrakcijos iSeigai ir kinetikai gali priklausyti nuo
augalinés matricos prigimties. Augaliné matrica jtakoja ultragarso bangos silpninima (ekstraktoriaus
viduje esanti aktyvioji dalis yra ribojama zonoje, kuri yra netoli ultragarso spinduolio). Todél Sie du
veiksniai turi bati atidziai jvertinami ultragarso ekstrakcijos modelyje (Wang ir kt., 2006).

Per pastarajj deSimtmetj, impulsinio elektrinio lauko taikymas buvo pripazintas naudingu siekiant
pagerinti dziovinimo, ekstrakcijos ir difuzijos procesus. Sio metodo esmé yra suardyti lasteliy
membrang ir tokiu biidu padidinti junginiy iSgavimg. Elektrinis potencialas praeina per Iastelés
membrang ir iSskirsto molekules pagal jy kriivi lastelé¢je (Azmir ir kt., 2013). Impulsinis elektrinis
laukas gali sumazinti ekstrakcijos laika, padidinti junginiy iSgavima bei masiy pernasa, ekstrakcijos
metu suardant augaly membranos struktirg ir tokiu biidu padidinant jos pralaiduma (Toepfl ir kt.,
2006). Nustatyta, kad vidutinio elektrinio lauko (500 ir 1000 V/cm; 104 — 102 s) taikymas pazeidzia
augaly audiniy lasteliy membrang su nedideliu temperattros padidéjimu (Fincan ir kt., 2002), (Lebovka
ir kt., 2002). D¢l Sios priezasties impulsinis elektrinis laukas gali sumazinti Silumai jautriy junginiy

skilimg (Ade-Omowaye ir kt., 2001).
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimy objektas

Tyrimams pasirinktos tiesioginio spaudimo biidu gautos aronijy (4ronia melanocarpa (Michx.)
Elliott.) i§spaudos, i§ Kaune jsikiirusios suléiy spaudimo jmonés ,,Obuoliy namai“. Zaliava, naudojama
ekstrakcijoms buvo sudaryta i§ sékly, vaisiy odeliy ir stieby. Gautos aronijy iSspaudos buvo
liofilizuotos sublimacinéje dziovykloje Zirbus (Zirbus technology, Vokietija). Slégis jrenginyje buvo
0,5 mm Hg. Méginiai buvo dziovinami nuo 8 iki 10 valandy, -50 °C temperattiroje, véliau supakuoti j
plastikinj maiselj ir saugomi -18 °C temperatiiroje. Liofilizuotos aronijy iSspaudos pries ekstrakcijg
buvo susmulkintos laboratoriniame cikloniniame maltine (Retsch, Haan, Vokietija) naudojant 0,5 mm
sietg, tokiu bidu suformuojant vienalyt]j iSspaudy miSinj bei uztikrinant efektyvesnj aktyviy

komponenty ekstrahavima.

2.2. Tyrimy metodai

2.2.1. Cheminiai reagentai ir medZiagos

o FEkstrakty paruoSimui naudoti reagentai ir medziagos — analitinio grynumo heksanas (C¢Hj4),
acetonas (C3;HgO), etanolis (C,HsOH), metanolis (CH3;OH), druskos rugstis (HCl) buvo gauti i$
(Chempur, Lenkija), dimetilsulfoksidas (DMSO) (Lachema, Praha, Cekija), ultra $varus vanduo
ruoSiamas Milipore vandens gryninimo sistema (Bedford MA, JAV), diatomitiné Zemé gauta i
(Sigma-Aldrich, Mousa, Sent Luisas), CO dujos (99,9 %, Gaschema, Jonava, Lietuva), pentanas ir
dietileteris gauti i§ Sigma-Aldrich (Mousa, Sent Luisas). Taip pat ekstrakty paruosSime naudoti
popieriniai filtrai.

e Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatyme - galo rugstis (> 99 %, Fluka, Lenkija), Folin-
Ciocalteau reagentas gautas i§ Sigma-Aldrich (Buchs, Sveicarija), natrio karbonatas (Na,COs, 98 %,
bevandenis, CHEMPUR, Lenkija), distiliuotas vanduo (vandens gryninimo sistema Milipore, Bedford
MA, JAV), metanolis (> 99,9 %, Sigma-Aldrich, Vokietija).

e Antioksidacinio aktyvumo tyrimuose — 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksirtigstis
(troloksas, 97 %) ir 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPHe, laisvasis radikalas, 95 %) gauti i§ Sigma-
Aldrich (Steinheim, Vokietija), natrio chloridas (NaCl), kalio chloridas (KCIl), kalio dihidrofosfatas
(KH,POy), vandeninis natrio hidrofosfatas (Na,HPO4 X 2H,0), kalio persulfatas (K,S,0s), natrio
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hidroksidas (NaOH) buvo jsigyti i§ StanLab (Liublinas, Lenkija), 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-
sulfono riigitis (ABTS™, laisvasis radikalas, 98 %), 2,2"-azobio (2-amidinpropano) dihidrochloridas
(AAPh) buvo gautas i§ Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija), 3',6'-dihidroksispiro(izobenzofuran-
1(3H),9’-(9H )ksanten)-3-onas (fluoresceinas, Steinheim, Vokietija). Mikrokristaliné celiuliozé (20 pum)
buvo gauta i§ Sigma-Aldrich (Mousa, Sent Luisas), plastikinés kiuvetés (10 X 10 X 45 mm) gautos i$
Fluka (Lenkija).

o Chromatografiné analizé — naudoti ESCh grynumo klasés tirpalai: skruzdziy riugstis (CH,0O», 98
%, Sigma-Aldrich, Vokietija), acetonitrilas ir metanolis (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija). Ultra
Svarus vanduo (vandens gryninimo sistema Milipore, Bedford MA, JAV). Dujy chromatografijos
metodui buvo naudotas 99,9 % helis (AGA, Suomija). Naudoti junginiy standartai: chlorogeno riigstis,
rutinas, hiperozidas gauti i§ Sigma-Aldrich (Vokietija), delfidin-3-gliukozidas, sacharoze, sorbitolis

gauti i$ Roth (Vokietija). Amonio hidroksidas i§ Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija).

2.2.2. Naudoti prietaisai

¢ Analitinés svarstyklés KERN 770 (Goti, Kern&Sohn gmbh., Alkstad, Vokietija);

e Maltnas ZM 200 (Retsch, Haan, Vokietija);

e Pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais sistema (ASE) (Dionex, ASE 350, Sunnyvale,
JAV);

e Laboratoriné ekstrakcijos superkritiniais skysciais “Helix” sistema (Applied Separation, Allen—
town, PA, JAV);

e Vibracinis purtytuvas ,,Red Rotor" (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., JAV);

e Ultragarsiné vonel¢ ,,Ultrasonics" (Astra-Son™, JAV);

e Vakuuminis - rotacinis garintuvas ,,.Biuchi R-U4™ (Biuchi labortechnik AG, Konztanz,
Sveicarija);

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

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

e Mikrosvirkstas 50 ul (SGE, Australia);

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

e Liofilizatorius (MAXI DRY LYO, Danija);
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e Termostatas (TERMOCTAT, TC-80 M-2);

e Soksleto aparatas (Behr Labor-Technik, Diisseldorf, Vokietija);

e Biuchnerio piltuvas;

e FLOUstar Omega skaitytuvas (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Voketija);

e Ekstrakcijos vandens garais sistema;

e Waters acquity sistema (Waters,Milford, MA, USA) su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo
laiko masiy spektrometru Maxis 4G (Bruker Daltonic, Bremen, Germany);

e Agilent 7890A dujy chromatografas (Agilent Technologies, JAV), su LECO PEGASUS 4D
masiy detektoriumi (Agilent Technologies, Cekija);

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

e Mikrolékstelés (Anicrin, Scorze, Italija)

2.3. Augaly paruoSimas ir ekstrakty gamyba

IS liofilizuoty iSspaudy siekiant iSgauti funkcionaliaisiais komponentais praturtintus ekstraktus,
taikyti padidinto slégio salygomis veikiantys ekstrahavimo metodai — pagreitinta ekstrakcija organiniais
tirpikliais (ASE) bei superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE - CO,). Taip pat atliktas junginiy
iSgavimas pritaikius ekstrakcija vandens garais (EVG), Lickens-Nickerson ekstrakcija bei
daugiapakope Soksleto ekstrakcijg (SOK). Svarbu paminéti, kad acetonas ir metanolis, kurie naudojami
Siame tyrime yra kenksmingi tirpikliai ir turi atitikti Direktyvos 2009/32/EC nuostatas (Council, 2009).
Siy tirpikliy likutinis kiekis neturéty virSyti 10 mg/kg. Praktiniams tikslams saugesnis naudoti etanolis,
kuris pasizymi tomis paciomis fizinémis ir tirpinimo savybémis, kaip ir metanolis. Aronijy iSspaudy

ekstrakty gamybos ir eksperimentiniy tyrimy schema pateikta 6 paveiksle.
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ARONIIU ISSPAUDOS

Pagreitinta ekstrakcija Eterinio aliejaus Daugiapakopé Soksleto Superkritiné ekstrakeija
organiniais trpikliais distiliacija ekstrakeija (SOK) anglies dvideginin
(ASE) / \ / \ (SKE-C0y)
ASE beksammis Elstrakeija Lickens — SOK heksaninis SOK / \
ekstrakias vandens garais Nickerson ekestraltas liekana -
T EVG) elestrakcija *K-C0, SE-CO,+2%
elstraltas EtOH ekstraktas
ASE MeOH
40 °C ekstraltas
¥ % | Etermnis Lakus SOK AC SOK SK- CO;
ASEH20 2 aliefus elstralttas ekstraktas liekana Bk
40°Cekstraktas | @ .
¥ = EVG \ / SK—CO; SK—CO,+ 5%
ASEH20 liekana AC ekstrakias EtOH ekstraktas
130 °C ekstraktas DC -MS SOK EtCH *SOK
1 DC-LID ekstraktas liekana
Dezodoruotas ASE (SKE-COv)
ASE MeOH ekstraktas (DE) tieksna
130 °C ekstraldas
! SK { SK-CO,+10%
ASE MeOH/H20 Sz o Mo B T
EtCH ekstraktas
130 °C ekstraktas i EtOH ekstraktas
* I’
ASE ACH2O ASE (SKE-CO;)
130 °C ekstraktas liekana
II dalis
Aguol;;gxc_iammz ﬁia;:rT‘r;v:mo Ko]fcu.ue ir hﬁ"}hm& ESCh— DPPH S*’T;:EZES ir sorbitolio Antociany mstatymas
JVerimmas: (/ : elstrakty analizé e e I dekio nostatymas TESCh—0—TO
DPPH'; ORAC; BFIK) (UESCh— Q- TOF) o (UESCH) Ll
Elstraldai:
¥ SOK{AC; EtQH) Lielana:
Arcnijy Espaudos v *SE-CO: v *50K
ISP ¥ SK—-C0,(2%. 5%, 10 % EtOH) v *SKE-CO:
(G v SK-CO0; (AC: EtOH) v ASE (SKE- CO;)
v ASE (H,O; MeOH: MeOHH,0; ACH,0) v *EVG
v DE

QUENCHER. procediira:
(ABTS" DPPH'; ORAC; BFIK)

6 pav. Aronijy iSspaudy ekstrakty gamybos (I dalis) ir vykdyty eksperimenty tyrimy schema (II dalis)
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2.3.1. Soksleto ekstrakcija (SOK)

Soksleto ekstrakcija buvo atlikta automatiniu ekstraktoriumi (Behr Labor-Technik, Diisseldorf,
Vokietija) remiantis standartine (AOAC) metodika (AOAC, 1995). Ekstrakcijai buvo naudoti tirpikliai:
heksanas, acetonas bei etanolis. Sie tirpikliai pasalinti vakuuminiu rotaciniu garintuvu (Biuchi

labortechnik AG, Konztanz, Sveicarija) esant 40 °C temperatiirai.
2.3.2. Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (ASE)

Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais buvo atlikta Dionex ASE 350 sistema (Dionex,

Sunnyvale, JAV), kurios principiné schema pateikta 7 paveiksle.

; Celés uzdéjimas
Uzpildymas tirpiklin

4

éildlrmas ir slégio
sudarvmas

4

Statiné ekstrakcija

4

Praplovimas $vieZiu
e Ekstrakciné tirpikliu

Termostatas ==

celé l,.
Prapiitimas azotu
B » Statinis 1

“ voZtuvas

Ekstraktas
Surinkimo
indas

7 pav. Pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais sistemos schema (Kettle, 2013), (Thermo Scientific)

3,5 g susmulkinty aronijy iSspaudy buvo sumaiSyta su diatomitine Zeme (1:1), toks miSinys
patalpintas ] nerudijan¢io plieno cele, kurios galuose buvo uzfiksuoti nerudijancio plieno fritai ir

celiuliozés filtrai, tokiu buidu siekiant iSvengti kietyjy daleliy patekimo j surinkimo indg. Ekstrakcija
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atlikta naudojant didéjancio poliSkumo tirpiklius, tokius kaip heksanas, metanolis, vanduo bei jy
misinius: metanolis/vanduo (80:20) ir acetonas/vanduo (80:20). Ekstrakcija buvo vykdoma atlickant
tris ekstrakcijos ciklus esant 1000 psi slégiui ir 15 min laikui bei skirtingoms temperatiroms (40 °C
arba 130 °C). Organiniai tirpikliai buvo pasalinti rotaciniame garintuve 40 °C temperatiiroje, o vanduo
- liofilizatoriuje (MAXI DRY LYO, Danija). Gauti ekstraktai buvo saugomi tamsaus stiklo

buteliukuose -18 °C temperatiiroje.

2.3.3. Ekstrakcija vandens garais (EVG) ir Lickens-Nickerson ekstrakcija

Eterinis aliejus iSskirtas Clevenger hidrodistiliacijos aparatira i§ 300 g Svieziai sumalty aronijy
iSspaudy (esant 0,5 mm daleliy dydziui), ekstrakcijos trukmé 3 val (AOAC). Kadangi iSspaudose
eterinio aliejaus kiekis yra labai mazas, tai ] eterinio aliejaus surinkimo vamzdelj pries distiliacija buvo
jpiltas 1 ml pentano. Po ekstrakcijos vandens garais likusi vandeniné frakcija buvo filtruojama,
liofilizuojama ir sukoncentruojama gaunant dezodoruota ekstrakta3. DE laikomas -18 °C
temperatiiroje sandariai uzdarytuose buteliukuose.

Lakus ekstraktas iSskirtas Lickens—Nickerson ekstrakcijos aparatiira. 100 g prie§ ekstrakcija
susmulkinty aronijy iSspaudy buvo uzpilta 2 1 distiliuoto vandens, ekstrakcija vykdyta 2 valandas.
Lakaus ekstrakto surinkimui buvo naudotas pentano ir dietileterio (1:1) miSinys (20 ml). Po
ekstrakcijos | pentano ir dietileterio miSinj buvo jdéta 2 g adsorbento (bevandenio natrio sulfato) ir
miSinys buvo laikomas 2 paras -18 °C temperatiroje, po to ekstraktas filtruojamas ir

sukoncentruojamas azoto srove iki 2 ml tirio.
2.3.4. Superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE - CO,)

Ekstrakcija atlikta ,,Helix* ekstrakcijos sistema (Applied Separation, Allen—town, PA, USA),
naudojant 99,9 % grynumo CO, (Gaschema, Jonava, Lietuva) dujas. Superkritinés ekstrakcijos anglies
dvideginiu principiné schema pateikta 8 paveiksle.

’ tirio cele, kurios apaioje ir vir§uje patalpinta

20 g sumalty iSspaudy sudéta ; 50 cm
absorbuojanti vata. CO, srautas visos ekstrakcijos metu pastovus 2 I/min (jprastomis salygomis),
statiné ekstrakcija trunka 10 min. Pasibaigus statinei ekstrakcijai vykdoma dinaminé ekstrakcija.
Ekstrahavimo slégis ir temperatiira nustatomi automatiSkai, o laikas kontroliuojamas rankiniu budu.
Slégio intervalas buvo kei¢iamas nuo 15 MPa iki 40 MPa, laiko — nuo 60 min iki 150 min,

temperatiiros nuo 32 iki 45 °C. Ekstraktai surenkami i§ anksto pasvertuose stiklo buteliukuose ir
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laikomi aplinkos salygose tam, kad iSgaruoty CO,. Iki sekanciy eksperimenty ekstraktai saugomi

Saldytuve (4 °C) tamsiuose, sandariai uzdarytuose buteliukuose.

CO2 Termostatas
balionas = —
L/ A reguliatorius

Audintuvas “
» 5
.‘ = .

:@ Siurblys L‘E Surinktuvas
——)
- m @ (D)
 Se—

8 pav. SKE - CO, ekstraktoriaus schema (Advanced technology)

Optimizavus ekstrakcijos salygas su grynu CO,, optimaliomis sglygomis j SK - CO, srauta buvo
jterpiama 2, 5 ir 10 % (m/m) polinio tirpiklio priedo (etanolio). Etanolis padidino superkritinio skyscio
poliskuma. Po ekstrakcijos organinis tirpiklis buvo iSgarintas, o ekstraktai pasverti, kad nustatyti

galuting mas¢. Iki tolimesnés analizés ekstraktai laikomi -18 °C temperattroje.

2.3.4.1. Superkritinés CO; ekstrakcijos planavimas

Matematinis Box - Behnken eksperimenty planavimo pavirSiaus atsako metodas buvo
sumodeliuotas, naudojant statisting programg Design — expert 7.0. (,,Stat—Ease Inc*, Mineapolis, MN,
JAV). Si programa buvo taikyta nustatyti optimalias ekstrakcijos salygas, kuriomis biity gauta
maksimali ekstrakcijos iSeiga. Optimizuojant SKE - CO; metoda, buvo kei¢iami Sie parametrai: slégis,
temperatira ir laikas. Tyrimy duomenys iSanalizuoti dispersinés ir koreliacinés — regresinés analizés
metodais. Atlikta septyniolika cikly, skirtingomis salygomis, su trimis pakartojimais. Ekstrakcijos
slégis (B), temperatiira (A) ir laikas (C) uzkoduoti trimis lygiais (—1, 0, +1). Sie trys parametrai svarbiis

ekstrakcijos iSeigai (Y). Nepriklausomi kintamieji pavaizduoti 2.1 lentel¢je.
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2.1 lentelé. Patikrinti faktoriai ir lygiai projektuojant SKE — CO; eksperimentg

. . . Nepriklausomi Uzkoduoti lygiai *
Simboliai kintamieji
-1 0 +1
B p (MPa) 15 27,5 40
A C (°0) 32 38,5 45
C t (min) 60 105 150

“ — 0 plano centrinés vertés; -1, +1 pasirinkty ekstremumy vertés

Ekstrakcijos iseiga (Y, %) apskaiciuojama pagal (1) formule:

3 3 3 3
Y = bO + Z bixi + Z biixiz + Z Z bl-jxixj- (1)
i=1 i=1

i=1 j>1

by — laisvasis statistinio modelio narys;
b; — pagal eksperimento rezultatus apskaiciuoti pirmo laipsnio statistinio modelio koeficientai,

b, — lygties koeficientai jvertinantys porinés sqveikos efektus, i=j.

Modelio adekvatumas nustatytas jvertinant koeficienty reik§minguma, regresijos koeficienta (R?)
ir FiSerio kriterijy (F) gauta dispersin¢je analizé¢je (ANOVA). PavirSiaus atsako metodas ir kontiiry
plotas sukurtas naudojant kvadratinj daugianarj. Nepriklausomas kintamasis su maziausiu atsako efektu
laikomas centrinéje taSko vertéje, o kity dviejy kintamyjy lygiai eksperimento svyravimo metu

kei¢iami.
2.3.4.2. Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (ASE)

CO, yra nepoliskas tirpiklis, tirpina nepolines ir mazai polines (lipofilines) medziagas. Tam, kad
i§ iSspaudy buty iSekstrahuotos polinés (hidrofilinés) medziagos, po SKE — CO, buvo atlikta
daugiapakopé pagreitinta ekstrakcija acetonu bei etanoliu. Sie tirpikliai parinkti dél jy polikumo.
Ekstrakcija atlikta pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais sistema ASE esant 70 °C
temperattirai. Organiniai tirpikliai buvo paSalinti rotaciniu garintuvu esant 40 °C temperatiirai.

Sukoncentruoti ekstraktai laikomi Saldytuve (-18 °C) tamsiuose buteliukuose.

2.4. Ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimas
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2.4.1. Bandiniy paruoSimas

Antioksidacinio aktyvumo matavimams buvo paruosti 1 % koncentruoti ekstrakty tirpalai (tirpinti
vandenyje arba metanolyje, priklausomai nuo jy tirpumo), kurie véliau buvo skiedziami metanolio ir
vandens miSiniu (4:1) arba PBS tirpalu, priklausomai nuo tyrimams pasirinktos modelinés sistemos.

Kadangi superkritinés ekstrakcijos metu gautas ekstraktas lipofiliskas, todél vietoje metanolio

tirpinimui naudojamas dimetilsulfoksido (DMSO) tirpalas (50 % DMSO ir 50 % metanolio).
2.4.2. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK)

Bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo nustatytas pagal Folin ir Ciocalteu (1927) metodinj
apra$yma naudojant Folin—Ciocalteu (Sigma—Aldrich, Buchs, Sveicarija) reagenta (Folin, O., Ciocalteu
1927). Komercinis Folin—Ciocalteau reagentas buvo sumaisytas su distilivotu vandeniu santykiu 1:9.
Naudojant etaloninj galo ruigsties tirpalg (koncentracijy ribos: 0,025 mg/ml — 0,2 mg/ml), pagal gautus
rezultatus buvo apskaiciuota kalibraciné tiesinés priklausomybés lygtis.

30 ul tiriamo ekstrakto tirpalo arba MeOH/H,O miSinio (4:1) (kuris naudojamas kaip tus¢ias
bandinys), buvo sumaisyta su 150 pl Folin—Ciocalteau reagento ir 120 pl Na,COj tirpalu (75 g/l).
Paruosti bandiniai maiSomi 15 s. Po sumaiSymo mikrolékstelé dedama j skaitytuva, purtoma 30 s (100
rpm), inkubuojama 30 min ir matuojama absorbcija esant 765 nm bangos ilgiui. Bendras fenoliniy

junginiy kiekis, iSreikstas galo riigSties ekvivalentais (mg/g GAE), pagal (2) formulg:

C=cxVxm' Q)
C — polifenoliy kiekis, isreikstas GR ekvivalentais, mg/g;

¢ — GR koncentracija, nustatyta pagal kalibravimo kreive, mg/ml;

V — tiriamojo ekstrakto tiris, ml;

m — ekstrakcijai paimto méginio masé, g.

2.4.3. 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties (ABTS*) laisvyjy radikaly sujungimo

metodas

Tyrimas atliktas su nedideliais pakeitimais pagal Re ir kt. (1999) metodinj aprasyma (Re ir kt.,
1999). Pradzioje paruoSiamas PBS tirpalas, kurj ruosiant 1 1 matavimo kolboje buvo istirpinta 8,18 g
NaCl, 0,27 g KH,PO4, 1,78 g Na,HPO4, 2 H,O ir 0,15 g KCI. Gauto tirpalo pH reikSmeé 7.4.
Eksperimentui atlikti paruosti du tirpalai. Pradinis ABTS®* tirpalas ruosiamas 0,0549 g ABTS®
reagento iStirpinant 50 ml PBS tirpale bei 0,0038 g K,S,0g druskos istirpinant 200 ul distiliuoto
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vandens. Sie du pradiniai tirpalai yra sumaiomi ir laikomi tamsoje kambario temperatiiroje apie 15 —
16 valandy. Darbinis ABTS"" tirpalas praskiestas PBS tirpalu, kad gauti absorbcija 0,8 + 0,03 optinio
tankio vienety, kai bangos ilgis 734 nm. Kalibracin¢ kreivé buvo sudaryta panaudojus etaloninius
jvairiy koncentracijy Trolokso (C4H ;304 M= 250,29 g/mol) tirpalus (0,07 — 0,3 mg/ml).

ABTS"" radikalams sujungti mikroléksteléje sumaisyta 6 pl tiriamo ekstrakto tirpalo ir 294 pl
darbinio ABTS"" tirpalo. Lékstelé purtoma 30 s (100 rpm). Absorbcija matuojama 30 min FLUOstar
Omega skaitytuvu, kai bangos ilgis 734 nm. Kiekvieno méginio antioksidacinis aktyvumas iSreikstas
Trolokso ekvivalentu (umol/g ekstrakto). Laisvyjy radikaly sujungimas (%) apskaiCiuotas pagal (3)

formule:

(AB — AA)
[=———+—X

= 100 (3)

1 — laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas, %,
AB - ABTS *" reakcijos sistemos optinis tankis;

AA — sistemos su antioksidantu optinis tankis;
2.4.4. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH’) radikaly sujungimo metodas

DPPH laisvyjy radikaly sujungimas buvo nustatytas pagal Brand-Williams ir kt. (1995) metodinj
apraSymg (Brand-Williams ir kt., 1995). DPPH" tirpalas ruoSiamas 0,0059 g radikalo iStirpinant 250 ml
metanolio. Darbinis DPPH" tirpalas skiedziamas metanoliu, kad gauti absorbcijg 0,7 + 0,03 optinio
tankio vienety, kai bangos ilgis 515 nm. Kalibracin¢ kreivé buvo sudaryta panaudojus etaloninius
jvairiy koncentracijy Trolokso tirpalus (0,1 — 0,3 mg/ml).

DPPH" radikalams sujungti mikroléksteléje sumaiSoma 8 pl tiriamo ekstrakto tirpalo ir 292 pl
darbinio tirpalo. Lékstelé purtoma 30 s (100 rpm). Absorbcija matuojama 60 min FLUOstar Omega
skaitytuvu, kai bangos ilgis 515 nm. Kiekvieno méginio antioksidacinis aktyvumas isreikStas Trolox

ekvivalentais (umol/g ekstrakto). Laisvyjy radikaly sujungimas (%) apskaiciuotas pagal (4) formulg:

(AB — AA)
[ = ——X
AB
1 — laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas, %,

100 €))

AB - DPPH reakcijos sistemos optinis tankis

AA — sistemos su antioksidantu optinis tankis
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2.4.5. Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymas (ORAC)

ORAC tyrimas atliktas pagal Prior ir kt. (2003) pasiiilyta metodikg su nezymiais pakeitimais
(Prior ir kt., 2003). Eksperimentas pagrjstas peroksido radikaly suriSimu, kurj generuoja azobis
(AAPh). Taip uzkertamas kelias fluoresceino skilimui. Eksperimentui ruoSiami trijy skirtingy
koncentracijy fluoresceino tirpalai:

S;=0,0112 g fluoresceino istirpinama 25 ml PBS;

S,=imama 0,25 ml S; tirpalo ir skiedziama 50 ml PBS;

S;= imama 0,8 ml S; tirpalo, skiedziama 50 ml PBS.

I mikroléksteles pilama: 25 pl tiriamo bandinio, 150 pul S3 fluoresceino tirpalo ir inkubuojama 15
min 37 °C temperatiiroje. Po inkubavimo pilama 25 pl Azobio (AAPh). Eksperimentas vyksta 90 min.,
37 °C temperatiiroje, atitinkami emisijos bangy ilgiai 485 ir 520 nm. Kalibracinei kreivei imamos nuo 3
iki 50 uM Trolokso koncentracijos. Po kalibracine kreive esantis plotas (AUC) kiekvienam bandiniui

apskaiCiuojamas integruojant santyking fluoresceino kreive. AUC apskaiciuojamas pagal (5) formule:

i=120 P (5)
AUC=1+ At

21: Jo

i=

fo— pradiné fluoresceino verté (0 min);

fi— fluoresceino verté tam tikrq laikq (i—tqgjg min).

2.5. Kietosios frakcijos antioksidaciniy savybiy jvertinimas

(QUENCHER procediira)

Kai meéginiai pasizymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu kietoji frakcija yra maiSoma su
mikrokristaline celiulioze. Tyrimui atlikti buvo ruo$iami skirtingy koncentracijy iSspaudy ir celiuliozés
misiniai santykiu (1:10, 1:40, 1:50, 1:80, 1:100, 1:120, 1:150) priklausomai nuo tiriamosios sistemos.

Kietosios frakcijos antioksidacinis aktyvumas buvo tirtas prie§ ekstrakcija ir po skirtingy
ekstrakcijy ABTS", DPPH*, ORAC ir BFJK metodais pritaikius QUENCHER procediirg. Visi tyrimai
buvo atliekami tuo paciu biidu, kaip buvo aprasyti nustatant ekstrakty antioksidacinj aktyvuma.

ABTS" suri§imo metodui atlikti buvo pasverta 5 mg bandinio (i§spaudos/celiulioz¢), kuris
praskiestas 40 pl PBS tirpalu. Reakcija pradedama pridedant 1,96 ml ABTS"" reagento. Paruostas

miSinys buvo maiSomas 1 min, purtomas tamsoje 30 min (250 rpm), centrifuguojamas 4800 rpm 3min
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ir 300 pl skaidraus miSinio pipete perkeliama j mikrolékstele. DPPH® suriSimo metodas atliekamas
panasiu principu kaip ABTS"" metodas.

ORAC metodui, 5 mg bandinio uzpilama 40 pl PBS ir reakcija pradedama pridé¢jus 2 ml
fluoresceino. Misinys purtomas 37 °C temperattroje 15 min, centrifuguojamas 40 °C temperatiiroje 3
min (4800 rpm). Véliau 175 pl paruosto tirpalo buvo perkelta j mikrolékstele ir pridéta 25 ul AAPh
tirpalo (azobis). ABTS"™, DPPH" ir ORAC modeliniy sistemy antioksidacinis aktyvumas i$reiskiamas
mmol/g sausy iSspaudy.

BFJK nustatyme, 5 mg méginio buvo uzpilta 150 ul MeOH/H,O (4:1), 750 ul Folin-Ciocalteu
reagento bei 600 pl Na,COs. Paruostas misinys maiSomas 15 s, purtomas tamsoje 3 valandas (250 rpm)
bei centrifuguojamas 4500 rpm grei¢iu 10 min. Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas mg/g

sausy iSspaudy.

2.6. Ekstrakty sudéties ir kiekio nustatymas

2.6.1. Efektyviosios skysc¢iy chromatografijos DPPH pokolonélinis metodas (ESCh-DPPH")

Tyrimas buvo atlickamas naudojant Waters HPLC sistemg su Waters Reagent Manager siurbliu
(Milford, MA, USA) ir Discovery HS C18 250 X 0,46 cm (5 um) analizing kolonéle (Supelco
Analytical, Bellefonte, USA), kuria efektyvesniam junginiy skirstymui buvo palaikoma 40 °C
temperatiira. Bandiniai jleidziami rankiniu injektoriumi Rheodyne 7125 (Rheodyne, RohnertPark, CA),
kuris turi 20 pl injekcijos kilpa. Linijinis binarinis gradientas buvo suformuotas esant pastoviam 0,8
ml/min srautui naudojant tirpiklj A (1 % skruzdziy rugstis) bei tirpiklj B (100 % acetonitrilas). Analizé
buvo pradéta su 5 % B, po to B padidintas iki 25 % per 30 min, iki 100 % per 45 min ir galiausiai iki
100 % per 50 min. Analitiné kolonélé buvo plaunama 5 min su 100 % B, tada per 3 min gradientas
buvo grazintas | pradines salygas ir 5 min buvo palaikyta pusiausvyra pries kita analiz¢. Tinkamo
gradiento, kolonélés ir temperatiiros parinkimas leidzia gauti gera skiriamaja gebg ir tinkama tiriamy
smailiy (9 pav.).

Junginiai, iSplauti i§ kolonélés buvo aptikti Waters 996 fotodiodiniu matricos detektoriumi
(Milford, USA) esant 210 — 450 nm bangos intervalui. Véliau naudojant Agilent 1100 serijos binarinj
siurblj (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA) §vieZiai paruostas 5 X 10° M DPPH® metanolinis
tirpalas 0,6 ml/min greiciu, kartu su pagrindiniu eliuentu buvo paduodami j 15 m (0,25 mm ID)
reakcijos kilpa.

Papildomai tikslesniam fenoliniy junginiy identifikavimui ESCh sistema buvo sujungta su

Micromass ZQ masiy detektoriumi (Waters, Milford, JAV) veikian¢iu ESI neigiamos jonizacijos
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rezimu. | kilpa buvo jleista 20 ul, 1 % koncentracijos tiriamojo ekstrakto tirpalo, t€kmés greitis 0,8

ml/min, gradientas (toks pat, koks buvo taikytas DPPH pokolonéliniam metodui).

coe

T T Injektorius )
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Eliuentai ESC binarinis Prieskoloné Detektorius -
siurblys
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I’ 4 MaiSymo  pyomeny registravimo sistema
tridakis =

Reakcijos kilpa

/::\ Detektorius (

| 7
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{ Reagento

Siuksles tirpalas ESC siurblys

9 pav. ESCh-DPPH pokolonélinio metodo aparatiiros sistema (Raudonis, 2012)

2.6.2. Ekstrakty analizé ultra efektyviosios skysciy chromatografijos — masiy spektrometrijos
metodu (UESCh-Q-TOF)

Ekstrakty chromatografiné analizé buvo atlikta Waters Acquity sistema (Waters, Milford, JAV),
kuri buvo sujungta su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru (angl. Q-TOF)
(Bruker Daltonic, Brémenas, Vokietija). Anali¢iy skirstymas atliktas atvirksciy faziy analitine kolonéle
Acquity BEH C18, Amide 2,1 x 100 mm, sorbento daleliy dydis - 1,7 pm (Waters, Milford, JAV),
kuria buvo palaikoma 40 °C temperatiira. Eliuenty sistema: A — 1 % skruzdziy ragstis (v/v), B — 100 %
acetonitrilas. Eliucijos trukmé - 17 min. Taikytas Sis gradiento kitimas: 0 min. — 1 % B; 4,5 min. — 10
% B; 7,5 min. — 26 % B; 13 - 14 min. — 100 % B; 15 min. — 80 % B, 16 min. — 50 % B, 17 min. — 99 %
B. Judrios fazés tekmés greitis — 0,4 ml/min., jleidziamas taris — 2 pL. IS kolonélés iSeinantys junginiai
aptikti diody matricos detektoriumi (DMD) esant 100 — 500 nm bangos ilgiui. Kvadrupolinis skriejimo
laiko masiy detektorius buvo nustatytas neigiamos elektrinés jonizacijos rezimu, kurio parametrai buvo

kontroliuojami HyStar programine jranga. Jonizacija buvo atlikta naudojant + 4000 V jtampa,
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fragmentavimo celés jtampa 3 eV, azoto dujos buvo naudotos kaip iSpurSkiancios (slégis 2 bar) ir
dziovinancios dujos, kuriy t¢ékmés greitis 10 1/min. Tarpusavyje derinant pilno skenavimo ir MS/MS
modelius buvo apskaiciuotos tikslios junginiy molekulinés formulés intervale - m/z 100 — 1500, kai
skenavino greitis buvo 2,5 Hz. Taikant MS/MS modelj buvo patvirtinti junginiai, kuriy negalima
vienareikSmiskai identifikuoti. Chromatografiniy smailiy identifikavimas atliktas pagal analités,
standartiniy junginiy masiy spektrus, eliucijos trukmeés sutapima, MS/MS rezimu gautus fragmentus bei
lyginant juos su literatiiros duomenimis. Nezinomy junginiy identifikavimui buvo taikytas MS/MS
rezimas, kai fragmentavimo jtampa celéje buvo 35 eV.

Kiekybiné analizé atlikta naudojant iSorinius standartus. Kalibracinés kreivés sudarytos pagal
skirtingy koncentracijy (4,0 — 150 pg/ml) standartinius tirpalus: hiperozidas (y = 3498,14 x — 1656,19;
R?= 0,999); rutinas (y = 2156,88 x + 643,99; R? = 0,999) ir chlorogeno ragstis (v = 1181,94 x +
2743,43; R* = 0,998). Gautos kalibracinés kreivés parodo priklausomybe tarp smailés ploty ir standarty
kiekiy. Junginiy koncentracijos apskai¢iuotos pagal tiesing ploty regresija (koreliacijg), kuri buvo

sudaryta QuantAnalysis kompiuterine programa ir iSreikStos mg/100 g sausos masés (SM).
2.7. Antociany kiekybiné analizé

Antociany ekstrakcija: 2 g liofilizuoty susmulkinty iSspaudy supilama j placiadugne kolba,
uzpilama 20 ml CH3;OH/H,O (50:50), kuriame yra 0,1 M HCI. Misinio ekstrakcija vykdoma 5 min
ultragarsinéje voneléje ir 30 min. intensyviai maiSant magnetine maiSykle (90 rpm). Gauta isStrauka
buvo filtruota per popierinj filtra ir centrifuguota 2200 aps/min. grei¢iu 5 min., ir esant 4 °C
temperatiirai. Liekana pakartotinai tuo paciu budu buvo ekstrahuota 2 kartus. Supernatantas
surenkamas ir koncentruojamas rotaciniame garintuve 25 °C temperatiroje, véliau praskiedziamas 25
ml matavimo kolbutéje iki zymés CH3OH, kuriame yra 0,1 M HCI. MiSinys filtruojamas per 15 mm
Svirksto filtrg ir saugomas gintaro spalvos buteliukuose -18 °C temperatiiroje. Prie§ atliekant
chromatografing analiz¢ 1 ml gauto koncentrato buvo iSgarinta iki sausumo azoto dujomis. Gautas
turinys buvo praskiestas ESCh grynumo metanoliu ir nufiltruotas.

Kiekybiné analizé: buvo atlikta Waters Acquity sistema. Kolonélés parametrai, termostato
temperatiira, A ir B eliuentai, judrios fazés t¢kmés greitis, injekcijos tuiris (zr. Skyrius 2.6.2.). Detekcija
buvo atlikta esant 220 - 550 nm bangos ilgiui. Taikytas Sis gradiento kitimas: 0 min. — 1 % B; 7 min. —
15 % B; 8 min. — 100 % B; 10 min. — 50 % B; 12 min. — 1 % B. Kvadrupolinis skriejimo laiko masiy
detektorius buvo nustatytas teigiamos elektrinés jonizacijos rezimu. Masiy spektrai uzrasyti pilno

skenavimo rezime, intervale - m/z 100 — 800. Chromatografiniy smailiy identifikavimas buvo atliktas
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remiantis literatiiros duomenimis bei MS/MS rezimu gauty junginiy fragmentais. Fragmentavimo
jtampa celéje buvo 40 eV. Taip pat buvo atliktas pseudo MS® fragmentavimas esant 60 eV jtampai tarp
dviejy 3altiniy. Pseudo MS® eksperimenty junginiy jonai papildomai buvo sufragmentuoti $altinyje.
Taip sudarytas jtampy skirtumas sukelé jony susidiirimg dél kurio jvyko molekuliy skilimas, todel
bendras rezultatas atitiko MS® fragmentavima. Pseudo MS? spektru buvo patvirtinta cianidino aglikono
struktura.

Kiekybiné¢ analizé atlikta naudojant iSorinius standartus. Kadangi nebuvo galimybés gauti
komercinio junginio standarto, todél kalibraciné kreivé sudaryta pagal delfidin-3-gliukozido (y =
0,000015 x — 1,005; R* = 0,999) skirtingy koncentracijy (20 — 100 pg/ml) tirpalus. Junginiy
koncentracijos paskaiCiuotos pagal tiesing ploty regresija (koreliacija) sudaryta QuantAnalysis

kompiuterine programa ir iSreikStos mg/100 g sausos masés (SM).

2.8. Sacharidy kiekio nustatymas

Vandeniniai ekstraktai iStirpinti vandenyje, gauty tirpaly koncentracija buvo 0,01 %. Analizei
atlikti buvo naudojama Waters UPLC Acquity H Class sistema (Waters, Milford, JAV) su Xevo TQ-S
masiy detektoriumi. Junginiai atskirti naudojant atvirks¢iy faziy Acquity UPLC BEH Amide 2,1 x 100
mm, 1,7 pm (Waters, Bellefonte, JAV) kolonéle. Vandeniniy ekstrakty junginiy skirstymui naudojama
judrioji fazé, kurig sudaro trijy tirpaly miSinys (75 % acetonitrilo, 25 % vandens ir 0,1 % amonio
hidroksido), analiz¢ atlikta izokratinémis sglygomis, t¢ékmés greitis — 0,35 ml/min., analizés trukmé —
10 min. Junginiai identifikuoti pagal molekuling mase¢ bei i$¢jimo laika lyginant su identifikuoty
junginiy standartais. Junginiy identifikavimui naudoti skirtingy koncentracijy standartiniai tirpalai:
sacharoze (0,01 — 0,50 pg/ml) ir sorbitolis (1,56 - 50 pg/ml). Junginiy koncentracijos apskaiciuotos

pagal tiesinés ploty regresijos (koreliacijos) lygtj ir iSreiks$tos mg/100 g sausos masés (SM).
2.9. Dujy chromatografijos (DC — LJD) metodas

Eterinio aliejaus ir lakaus ekstrakto sudétis tirta dujy chromatografijos metodu su Perkin Elmer
Clarus 500 dujy chromatografu (JAV) su liepsnos jonizacijos detektoriumi (LJD). Junginiy skirstymui
buvo naudojama Elite-5 kapiliariné kolonélé (PerkinElmer, JAV); ilgis 30 m, vidinis skersmuo 0,25
mm, stacionarios fazés sluoksnio storis 0,25 pm. Naudota temperatiiriné programa: nuo 50 °C (islaikant
2 min) ir keliant temperatiira 5 °C/min greiciu iki 280 °C, islaikant 10 min. InZektoriaus temperatiira
260 °C; injektuojamo bandinio kiekis — 1 pl; jleidimo srauto paskirstymas 1:10; nesanc¢ios dujos —
helis; srauto greitis — 1,3 ml/min; detektoriaus temperatiira — 300 °C. Junginiy pasiskirstymas isreikstas
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% nuo bendro DC — LJD chromatogramos smailiy ploto. Analizés atliktos su keturiais pakartojimais ir

paskai¢iuotas standartinis nuokrypis.

2.9.1. Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos (DC — MS) metodas

Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos (DC - MS) analiz¢ atlikta su GC-TOF-MS LECO
Pegasus 4D system dujy chromatografu - masiy spektrometru, turin¢iu dvi kolonéles. Pirmoji kolonélé
BPX-5 (ilgis 30 m, vidinis skersmuo 0,25 mm, stacionarios fazés sluoksnio storis 0,25 pm) (SGE
Analytical Science, Australija) sujungta su antraja kolon¢le, BPX-50 (ilgis 2 m, vidinis skersmuo 0,10
mm, stacionarios fazés sluoksnio storis 0,1 um). Pirmosios kolonélés temperattriné programa: nuo 50
°C keliant temperatiirg 5 °C/min greiciu iki 280 °C, iSlaikant 10 min. Antrosios kolonélés temperattrine
programa: nuo 65 °C keliant temperattirg 5 °C/min greiciu iki 295 °C. Inzektoriaus temperatiira 280 °C;
detektoriaus jtampa 1550 V, jony Saltinio temperatiira 250 °C; jleidimo srauto paskirstymas 1:20;
injektuojamo bandinio kiekis — 1 pl.

Lakieji aromato junginiai identifikuoti apskai¢iavus jy Kovdts (KI) sulaikymo indeksus (pagal
C7+Cjy alkany standartinj miSinj), gautus su nepoline Elite-5 kolonéle ir palyginus su publikuotais
literatiiroje (Adams, 2009), taip pat palyginus gautus masiy spektrus su spektrais esanciais NIST,
MAINLIB, REPLIB ir ADAMS masiy spektry bibliotekose. Junginys identifikuotas tik esant KI ir MS

suderinamumui.

log RT(X) - log RT(Cn)

Ki= 1 1
00n + 1003 RT(Cn + 1) - log RT(Cn)

KI — Kovats sulaikymo indeksas; n — atitinkamo alkano anglies atomy skaicius; RT(X) — tiriamo junginio iséjimo laikas
nepolinéje Elite-5 kolonéléje; RT(Cn) ir RT(Cn + 1) — alkano iSeinancio pries tiriamq junginj ir alkano iseinancio paskui

tiriamgqjj junginj iséjimo laikai Elite-5 kolonéléje

2.10. Rezultaty statistiné analizé

Eksperimentiniai duomenys apdoroti naudojant statistinius duomeny analizés paketus Microsoft
Office Excel (Microsoft, JAV) ir ANOVA. Visi eksperimentai kartoti tris kartus, o duomenys isreiksti
vidurkiais + RSD %.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Ekstrakty iSeigos gautos ekstrahuojant poliniais organiniais tirpikliais

Ruosiant méginius buvo naudojami skirtingi ekstrakcijy metodai. Aronijy iSspaudy ekstraktai
buvo gauti tradiciniais ekstrakcijy metodais, vykdant daugiapakope¢ ekstrakcija Soksleto aparate (SOK)
bei atliekant ekstrakcija vandens garais (EVG), kurios metu gautas dezodoruotas ekstraktas (DE). Taip
pat naudotas naujas ir perspektyvus pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais (ASE) metodas.
Veikliyjy medziagy ekstrakcija buvo atlikta skirtingo poliSkumo organiniais tirpikliais: vandeniu,
metanoliu, etanoliu, acetonu, metanolio ir vandens (80:20) bei acetono ir vandens (80:20) miSiniais.

Ekstrakcijy iSeigos pateiktos 10 paveiksle. Nustatyta, kad visy tirty ekstrakty iSeiga priklauso nuo

ekstrakcijai pasirinkto organinio tirpiklio.

AC/H20 130 °C

EVG

MeOH/H20 130 °C 45.55

MeOH 130 °C 48.13

ASE

MeOH 40 °C

H20 130 °C

H20 40 °C

AC75°C 16.39

SOK

EtOH 75 °C 51.87

10 pav. Skirtingy ekstrakcijy iSeigos (g/100 g sausy iSspaudy)

SOK EtOH 75 °C, SOK AC 75 °C, soksleto ekstrakcijos etanolinis ir acetoninis ekstraktai gauti 75 °C temperatiiroje; ASE
H,0 40 °C, ASE H,0 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C ir 130 °C temperatiroje; ASE
MeOH 40 °C, ASE MeOH 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas gautas 40 °C ir 130 °C temperatiroje;
ASE MeOH/H>O 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos metanolio ir vandens misinio (80:20) ekstraktas gautas 130 °C
temperatiuroje; ASE AC/H,0 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos acetono ir vandens misinio (80:20) ekstraktas gautas 130 °C
temperatiuroje; SK — CO, AC 70 °C, SK — CO, EtOH 70 °C, po superkritinio anglies dvideginio taikytos pagreitintos
ekstrakcijos acetoninis ir etanolinis ekstraktas gautas 70 °C temperatiroje; DE, dezodoruotas ekstraktas
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Didziausia ekstrakto iSeiga daugiau kaip 50 % gauta ekstrahuojant etanoliu Soksleto aparate. Siek
tiek mazesnés ekstrakcijos iSeigos gaunamos atliekant pagreitinta ekstrakcija metanoliu bei metanolio
ir vandens miSiniu esant 130 °C temperatiirai. IS pateikty duomeny matome, kad naudojant acetong ir
vanden] gauta net 3 kartus maziau ekstrakto. Pastebétas nezymus ekstrakto kiekio skirtumas tarp
ekstrakcijos vandens garais ir pagreitintos ekstrakcijos metanoliu (40 °C temperatiiroje) gauty
ekstrakty. Taip pat pagreitintos ekstrakcijos biidu acetono ir vandens misiniu iSgauto ekstrakto iSeiga
buvo apytiksliai 2 kartus didesné, nei gauta grynu acetonu Soksleto aparate. Svarbu paminéti, kad
temperatiira taip pat turi svarbig jtaka ekstrakcijai, nes didéjant temperaturai didéjo ir ekstrakto iSeiga,
taciau didinant temperattrg gali skilti flavonoidy glikozidai ir sumazéti bendras jy kiekis (Deng ir kt.,

2011).

3.2. Ekstrakty iSeigos gautos ekstrahuojant nepoliniais organiniais tirpikliais

Funkcionaliyjy komponenty iSgavimui buvo taikytas padidinto slégio salygomis veikiantis
ekstrahavimo metodas — superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE - CO,). SKE metodu buvo
efektyviai iSskirti lipofiliniai junginiai. Superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu deriniai atlikti
optimizuojant ekstrakcijos proceso kintamyjy vertes - temperatiira, slégj ir laika. Eksperimentiniy
kintamyjy optimaliy ver¢iy nustatymui, t.y. pilno antro laipsnio statistinio modelio sudarymui,
naudotas Box - Behnken planas, o duomenys apdoroti programa Design-Expert 7.0. PavirSiaus atsako
metodas naudojamas, kai tiriamas atsakas priklauso nuo keleto kintamyjy, o eksperimento tikslas —
optimizuoti §j atsaka. Naudojant Box — Behnken plang buvo jvertinta proceso kintamyjy jtaka aronijy
iSspaudy lipofiliniy ekstrakty iSeigai bei nustatytos optimalios proceso kintamyjy vertés.

Juodyjy aronijy i§spaudy analizei buvo sudarytas 3 parametry 17 cikly (12 faktoriniy ir 5 centro
taskai) Box - Behnken modelio planas. Plano centriniy tasky parametry vertés buvo 38,5 °C
temperatiira, 105 min laikas ir 27,5 MPa slégis.

Modelio dispersiné analizé (ANOVA) yra pateikta 3.1 lenteléje. Sio modelio parametrai: F - verté
(125,52) labai didelé, o p — verté labai maza (0,0001).

Atlikus i$spaudy kvadratinio modelio regresiniy lyg¢iy analiz¢ nustatyta, kad pagal sudaryta
matematinj modelj iSspaudy SKE - CO, ekstrakty iSeigos kitimo pobudis atitinka eksperimentais
nustatyta pobiidj (determinacijos koeficientas R* = 0,99). Tai patvirtina ir teorinj SKE - CO, i§spaudy
modelio adekvatuma realiems eksperimentinio tyrimo rezultatams. Gautas determinacijos koeficientas
(R* = 0,98) buvo beveik lygus teoriniam determinacijos koeficientui (R* = 0,92); pastaroji verté
patvirtino pavirSiaus atsako plano tinkamuma numatyti optimalias proceso parametry vertes.
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3.1 lentelé. Kvadratinio modelio dispersiné analizé

Kvadraty

Kvadraty

Kintamieji suma vidurkis F—Kkriterijus p-reik§meé

1 2 4 5 6
Modelis 0,36 0,040 125,52 <0,0001 reikSmingas
A - temperatiira 6,612 -10° 6,612 -107 20,53 0,0527
B - slégis 0,26 0,26 793,48 <0,0001
C - laikas 0,068 0,068 212,48 <0,0001
AB 2,250 - 10™ 2,250 -10™ 0,70 0,4309
AC 1,600 - 10° 1,600 - 10° 4,97 0,0611
BC 0,012 0,012 37,56 0,0005
A’ 1,642 - 107 1,642 - 107 5,10 0,0585
B? 0,013 0,013 39,90 0,0004
C’ 5,842 - 107 5,842 -10° 18,14 0,0038
Liekana (Residual) 2,255-107 3.221-10* - -
Klaidos tikimybé 1,575 - 107 5250 -10™ 3,09 0,1523 nereikimingas

F — Fiserio kriterijus; p — reiksmé < 0,05 (tuomet kintamasis yra statistiSkai reikSmingas)

Kadangi palyginamojo tikslumo (Adeq Precision) santykineé reikSme (39,5) buvo didesné nei 4,

modelis gali buti toliau naudojamas modeliuojant plano erdve. Gauto modelio rezultatai parodé, kurie

parametrai yra reik§mingi ir labai svarbis. Modelyje dominuoja $esi svarbiis parametrai — A, B, C, A%,

2 2 .. v v . ey ewq . . . . . ..
B®, C7, kuriais uzraSomi plano rezultatai, iSreiSkiant juos daugianario modelio lygtimi:

Keiga (%)= 2,64 + 0,029 XA +0,18 X B+0,093 X C+7,5% 10°x AX B+
+0,020 X A x C+0,055 XB x C+0,020 x A*—0,055 X B>+ 0,037 x C?

SKE — CO; gauty ekstrakty iSeiga kito nuo 2,40 % iki 2,95 % (ekstrahuojant i§ 20 g zaliavos,

pagal Box - Behnken plano sudarytas salygas). Didziausia aronijy i§spaudy ekstrakto iSeiga gauta esant

40 MPa slégiui, 40 °C temperatirai ir 149 min laikui. Pagal apskaiciuota pavirSiaus atsako lygti,

nustatyta, kad taikant Sias ekstrakcijos salygas gauta didziausia ekstrakto iSeiga - 2,95 %. Didziausia

poveikj ekstrakto iSeigai tur¢jo slégis ir laikas (p < 0,0001). Minétomis salygomis eksperimentiniai

iSeigy taskai labai gerai koreliavo su prognozuojamomis ekstrakty iSeigomis (11 paveikslas).
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11 pav. Prognozuojamy ir faktiniy ekstrakcijos iSeigy palyginimas aronijy i§spaudose

3D grafikai (12 paveikslas) rodo skirtingy parametry (temperatiros, slégio, laiko) tarpusavio
saveika, kuri jtakoja ekstrakto iSeigg. Grafikai gauti pasirenkant vieng iS trijy parametry kaip konstanta,
o kiti du — kintantys ir prognozuojantys atsakg. Esant pastoviam ekstrakcijos laikui 149 min. (4A
paveikslas), ekstrakcijos temperatiiros pakélimas nuo 32 iki 45 °C ekstrakto iSeigg padidino 4 %, o
padidintas ekstrakcijos slégis nuo 15 iki 40 MPa padidino iSeiga 17 %. Pastebéta, kad vertinant
temperatiiros ir slégio sgveika, ekstrakcijos iSeigai slégis turé¢jo didesne jtaka nei temperatira. Slégis
bei temperatira jtakoja tirpiklio tankj: didinant slégj, tankis ir ekstrahavimo galia didéja, keliant
temperatiirg, didéja tirpinamos medziagos gary slégis, taciau mazéja tirpiklio tankis ir lipofiliniy
medziagy tirpinimo galia. Panasios priklausomybés buvo gautos esant pastoviam ekstrakcijos slégiui
40 MPa (4B paveikslas), kuomet ekstrakcijos iSeiga padidéjo, didinant proceso trukme ir temperatiirg.
Vertinant $iy kitamyjy tarpusavio sgveika nustatyta, kad ekstrakcijos laikas turéjo didesng jtaka, nei
ekstrakcijos temperatira. Ekstrakcijos temperattiros pakélimas nuo 32 iki 45 °C iSeiga padidino 4 %, o
ekstrakcijos trukmés prailginimas nuo 60 iki 150 min iSeigg padidino 11 %. Taigi nustatyta, kad
ekstrakcijos laikas ir slégis buvo reik§mingi parametrai ekstrakto iSeigai. Jy tarpusavio sgveika pateikta
4C paveiksle. Akivaizdus abiejy parametry iSeigos reikSmiy padidéjimas ekstrakcijos metu leidzia
iSgauti didziausig ekstrakto kiekj. Pavyzdziui, slégio didinimas nuo 15 iki 40 MPa ekstrakcijos iSeiga
padidino iki 0,45 % ekstrakto. PanaSus iSeigos didéjimas buvo pastebétas, tuo paciu principu,
pasirinkus trumpiausio ir ilgiausio ekstrakcijos laiko intervalg. Svarbu paminéti, kad SKE nebuvo
atlikta aukstesnéje nei 50 °C temperatiiroje, kad biity i§vengta terminio junginiy skilimo (Casas ir kt.,
2007).

53



A. Pastovus ekstrakcijos laikas, 149 min
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12 pav. PavirSiaus atsako plotai vaizduojantys parametry (laikas, slégis ir temperatiira) jtakg SKE — CO, iSeigai
(3D pavirsiaus plotas - kairé pusé, 2D pavirsiaus plotas - desiné pusé)
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Siekiant jvertinti polinio tirpiklio (etanolio) priedo jtakg optimaliomis saglygomis gauty lipofiliniy
ekstrakty iSeigai, ekstrahavimas buvo atlickamas jterpiant j SK — CO; srautg 2 %, 5% ir 10 % etanolio
priedo. Didelés etanolio koncentracijos nebuvo naudojamos, kad biity iSvengta CO, persotinimo
etanoliu ir dviejy faziy susiformavimo (naudojimas didesnés kaip 30 % tirpiklio priedo koncentracijos
yra nerekomenduojamas ISCO Inc., Lincoln, NE, JAV). Palyginimui taikytas tradicinis ekstrakty
iSgavimas heksanu, atliekant ekstrakcija Soksleto aparate bei pagreitintos ekstrakcijos organiniais
tirpikliais metodas, ekstrahuojant heksanu.

Skirtingais budais gauty ekstrakty iSeigos pateiktos 13 paveiksle. Etanolio priedas padidina

superkritinio skys¢io poliskuma bei tirpinimo galia, taiau sumazina ekstrahavimo selektyvuma.

SOK heksanas 11.22

|

ASE heksanas 4.26

*SK - CO2 2.95

SK - CO2 +2 % EtOH 3.32

SK - CO2 +5 % EtOH 4.88

SK -CO2 +10 % EtOH

X
o
&

13 pav. [Sgaunamo ekstrakto kiekio (g/100 g sausy iSspaudy) priklausomybé nuo i§gavimo biido

SOK heksanas, soksleto ekstrakcijos heksaninis ekstraktas gautas 75 °C temperatiuroje; ASE heksanas, pagreitintos
ekstrakcijos heksaninis ekstraktas gautas 40 °C temperatiroje; *SK — CO,, superkritinio anglies dvideginio ekstraktas, SK
- CO;+ 2 % EtOH, SK— CO, + 5 % EtOH, SK — CO, + 10 % EtOH, superkritinio anglies dvideginio ekstraktas su 2 %, 5
% ir 10 % etanolio

Didinant etanolio priedo koncentracijg, didéjo ir lipofiliniy ekstrakty iSeiga nuo 3,32 iki 7,08
g/100 g sausy iSspaudy. DidZiausia iSeiga gauta jterpiant j sistema 10 % etanolio. Minétomis salygomis
ekstrakto kiekis mazesnis, nei taikant tradicinj ekstrahavimg heksanu (Soksleto aparate) aukstoje
temperatiiroje, kai gauta iSeiga buvo 11,22 g ekstrakto i§ 100 g iSspaudy. TaCiau pagreitintos
ekstrakcijos metodu ekstrahuojant heksanu gautas tik 1,5 karto didesnis ekstrakto kiekis, nei SKE —
CO; optimaliomis saglygomis be etanolio priedo.

Pasalinus lipofiling frakcija gauta optimaliomis salygomis po SKE - CO, likusi zaliava toliau

buvo ekstrahuota, taikant daugiapakopés pagreitintos ekstrakcijos metodg skirtingo poliSkumo
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tirpikliais, acetonu ir etanoliu 70 °C temperattroje. Didziausia ekstrakto iSeiga 22,7 g/100 g iSspaudy
gauta ekstrahuojant etanoliu. Siek tiek maZesnis ekstrakto kiekis 17,9 g/ 100 g i§spaudy i$ekstrahuotas

acetonu.

3.3. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Ekstrakty, gauty po skirtingy ekstrakcijy antioksidacinis aktyvumas jvertintas naudojant DPPH
radikalo ir ABTS katijono radikalo blukinimo metodus, o deguonies radikaly absorbcijos pajégumas
nustatytas ORAC metodu. Bendras fenoliniy junginiy kiekis jvertintas Folin - Ciocalteu metodu.
Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo skirtingose modelinése sistemose jvertinimo rezultatai pateikiami
3.2 lenteléje.

Tiriamyjy ekstrakty antioksidaciné galia labai priklauso nuo fitocheminés jy sudéties — kiekio bei
strukttros, ypa¢ polifenoliniy junginiy i§ kuriy svarbiausi flavonoidai ir fenolinés riigstys. BFJK
ekstraktuose buvo nuo 30,35 iki 512,39 mg GRE g ekstrakto. Didziausias bendras fenoliniy junginiy
kiekis nustatytas taikant ekstrakcija etanoliu Soksleto aparate (75 °C temperatiira). Siek tick maZesnés
vertés gautos pagreitintos ekstrakcijos budu gautuose ekstraktuose, ekstrakcijai naudojant metanolj (40
°C ir 130 °C temperatiroje) bei Sio tirpiklio miSinj arba acetong ir vandens misinj (130 °C
temperatiiroje). Todé¢l Sie ekstraktai galéty buiti geri natiiraliy antioksidanty Saltiniai.

Antioksidacinio aktyvumo pasiskirstymas ekstraktuose isliko panasus toliau tiriant aronijy
ispaudas DPPH" ir ABTS"" sujungimo bei deguonies radikalo suri§imo (ORAC) metodais. ABTS™
modelingje sistemoje aronijy i§spaudy antioksidacinis aktyvumas didéjo nuo 0,01 iki 2,52 mmol TE g
ekstrakto. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo po SKE — CO; pagreitintos ekstrakcijos
budu ir po Soksleto ekstrakcijos gauti etanoliniai ekstraktai. ReikSmingo skirtumo nebuvo ir tarp
ekstrakty gauty pagreitintos ekstrakcijos budu, kai ekstraktai buvo ekstrahuojami metanoliu (130 °C
temperatiira) bei acetono ir vandens miSiniu. [vertinus aronijy iSspaudy ekstrakty radikaly suriSimo
gebg DPPH’ reagentu nustatyta, kad didZiausiu antiradikaliniu aktyvumu kaip ir ABTS™" modelin¢je
sistemoje, pasizyméjo po SKE — CO; gautos liekanos ekstraktas toliau ekstrahuotas etanoliu, taikant
pagreitintos ekstrakcijos metoda. Taip pat pastebétas nedidelis skirtumas tarp pagreitintos ekstrakcijos
budu gauty ekstrakty, kurie buvo ekstrahuoti aukStoje ir Zemoje temperatiiroje metanoliu bei
acetono/vandens misiniu (130 °C temperatira). Didziausia deguonies radikalo suri§imo geba (ORAC)
pasizyméjo ekstraktas gautas ekstrahuojant etanoliu Soksleto aparate. Panasi antiradikaliné geba buvo
gauta pagreitintos ekstrakcijos budu gauty ekstrakty, kurie buvo ekstrahuoti acetono/vandens misiniu

bei vandeniu. MaZiausia antioksidacinj aktyvuma ABTS™, DPPH’, ORAC modelinése sistemose ir
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BFJK tur¢jo superkritinés ekstrakcijos biidu gauti ekstraktai (be etanolio priedo bei su 2 %, 5 % ir 10 %

etanolio priedo).

3.2 lentelé. Ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimo metodai

Bandiniai
ABTS""+RSD% DPPH “+RSD% ORAC"+RSD% BFJK"+RSD %
1 2 3 4 5
Soksleto ekstrakcija (SOK)
EtOH 75 °C 2,25+393 0,28 + 1,41 14,44 £0,03 512,39 +0,01
AC 70 °C 1,04 £1,17 0,37+ 1,18 8,31+ 0,08 247,89 + 0,01
Superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE — CO,)
*SK — CO, 0,011 £1,64 0,007 + 2,51 0,65 +2,93 23,90 £ 0,05
SK — CO;, + 2 % EtOH 0,010 £3,11 0,009 + 2,12 0,93 £3,03 25,30+ 0,05
SK - CO, + 5 % EtOH 0,034 £2,44 0,011+ 1,11 1,49+ 0,41 31,60 + 0,05
SK - CO, + 10 % EtOH 0,058 £3,34 0,025 +2,01 1,94+ 0,75 3430+ 0,05
Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (ASE)
H,0 40 °C 1,71 £ 1,65 0,55+1,51 10,75 £ 0,08 203,92 + 0,05
H,0 130 °C 1,44 +£3,90 0,50 +1,75 6,57+ 0,08 182,89+ 0,01
MeOH 40 °C 1,73+ 1,39 1,00 +3,93 8,79 £ 0,08 401,75+ 0,01
MeOH 130 °C 2,17 +1,57 1,29 £ 0,99 9,26+0,11 410,20+ 0,01
MeOH/H,0 130 °C 1,94 +1,49 0,24 + 3,51 9,23 £ 0,04 490,38 + 0,02
AC/H,0 130 °C 2,05 +2,00 1,52 +1,14 10,89 + 0,04 453,68 + 0,01
SK — CO, AC 70 °C 0,91 +£0,05 0,24 +£2,56 3,84+0,11 35,35+0,01
SK — CO, EtOH 70 °C 2,52 £0,05 1,99 + 1,11 3,03+0,17 89,41 +£0,01
Ekstrakcija vandens garais (EVG)
DE 1,84 £ 0,05 0,94 + 1,02 7,63 +0,03 51,27 £0,01

“ — mmol TE g ekstrakto; b mg GRE g ekstrakto; b Vidutines Sesiy pakartojimy vertés £ RSD %

SOK EtOH 75 °C, SOK AC 75 °C, soksleto ekstrakcijos etanolinis ir acetoninis ekstraktai gauti 75 °C temperatiiroje; *SK —
CO,, superkritinio anglies dvideginio ekstraktas;, SK — CO, + 2 % EtOH, SK — CO; + 5 % EtOH, SK — CO, + 10 % EtOH,
superkritinio anglies dvideginio ekstraktas su 2 %, 5 % ir 10 % etanolio; ASE H,0 40 °C, ASE H,0 130 °C, pagreitintos
ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C ir 130 °C temperatiroje; ASE MeOH 40 °C, ASE MeOH 130 °C,
pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas gautas 40 °C ir 130 °C temperatiroje; ASE MeOH/H,O 130 °C,
pagreitintos ekstrakcijos metanolio ir vandens misinio (80:20) ekstraktas gautas 130 °C temperatiroje; ASE AC/H,0 130
°C, pagreitintos ekstrakcijos acetono ir vandens misinio (80:20) ekstraktas gautas 130 °C temperatiroje; SK — CO, AC 70
°C, SK — CO;, EtOH 70 °C, po superkritinio anglies dvideginio taikytos pagreitintos ekstrakcijos acetoninis ir etanolinis
ekstraktas gautas 70 °C temperatiuroje; DE, dezodoruotas ekstraktas
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Taigi, remiantis gautais rezultatais matyti, kad poliniais tirpikliais iSgauty ekstrakty
antioksidaciné galia buvo didesné. Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo SKE — CO, budu
gauti ekstraktai. Etanolio priedas padidina tirpiklio poliskumg ir tokiu budu miSinyje geriau tirpsta
poliniai antioksidaciniu aktyvumu pasiZymintys junginiai. Ta¢iau §iuo atveju, etanolio koncentracijos
padidéjimas SKE — CO, sraute neturé¢jo reikSmingos jtakos antioksidaciniam gauty ekstrakty
aktyvumui.

Kai kurie antioksidaciniu aktyvumu pasizymintys junginiai gali biiti sujungti stipriais ry$iais su
kitais augalo matricoje esanéiais junginiais. Sie junginiai, naudojant tradicines aktyviy junginiy
ekstrahavimo procediras, neiSsiekstrahuoja su organiniais tirpikliais ar vandeniu. Todél pries
ekstrakcijg ir po skirtingy ekstrakcijy gauty iSspaudy antioksidacinis aktyvumas buvo jvertintas
jvairiais antioksidacinio aktyvumo metodais (ABTS*", DPPH®, ORAC, BFJK) pritaikius QUENCHER
procediira, kuri pagrjsta oksidacijos — redukcijos reakcija kietos ir skystos faziy pavirSiuje. Kietosios
frakcijos pries ekstrakcijg ir po skirtingy ekstrakcijy antioksidacinis aktyvumas pateiktas 14 paveiksle.

Ivertinus QUENCHER metodu pries ekstrakcijg ir po skirtingy ekstrakcijos metody gauty lickany
antioksidacinj aktyvumg nustatyta, kad po ekstrakcijos iSspaudose licka nemazas kiekis aktyviy
junginiy. Priklausomai nuo kietgjai frakcijai naudoto ekstrakcijos budo ir tirpiklio, bendras fenoliniy
junginiy kiekis svyravo nuo 16,54 iki 50,09 GRE mg g sausy i$spaudy, antioksidacinis aktyvumas
ABTS" modelingje sistemoje svyravo nuo 63,65 — 389,57 umol g', DPPH® modelin¢je sistemoje —
40,44 iki 422,04 pmol g sausy isspaudy. Pastebéta, kad ORAC modelinéje sistemoje aktyviy junginiy
kiekis islieka panaSus, kaip ir prie§ ekstrakcijg ar net didesnis. ISspaudy deguonies radikalo suriSimo
geba (ORAC) buvo 109,13 — 384,34 umol g isspaudy.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis prie§ ekstrakcija idspaudose buvo 139,98 mg GRE g sausy
igspaudy. ABTS™ modelinéje sistemoje i§spaudy antioksidacinis aktyvumas buvo 682,10 umol g, o
DPPH* modelinéje sistemoje — 486,80 pumol g’ sausy iSspaudy. Mokslingje literatiiroje randama
duomeny, jog BFJK isspaudose buvo 31 — 63 mg g' SM (Mayer-Miebach ir kt. 2012) ir 105,83 mg g”'
sausy iSspaudy (Oszmianski ir kt., 2005). Oszmianski ir kt. (2005) ABTS®" modelinéje sistemoje
nurodo 7,79 pmol g” SM, o DPPH" — 3,01 umol g SM. Mayer - Miebach ir kt. (2012) nurodo, kad
antioksidacinis aktyvumas ABTS"" modelinéje sistemoje 240 - 600 umol g SM. Svarbu paminéti, kad
skirtingi tyrimy rezultatai gali priklausyti nuo tokiy veiksniy, kaip genetiniai skirtumai, aplinkos
salygos, derliaus nuémimo laikas, tokiu budu jtakodami antriniy metabolity kiekj. Jtakos taip pat gali
turéti méginio paruosimas antioksidacinio aktyvumo jvertinimui, ekstrakcijos buidas, salygos ir parinkti
tirpikliai (Kraujalyté ir kt., 2015).
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14 pav. Kietos frakcijos antioksidacinio aktyvumo jvertinimas skirtingose (BFJK, ABTS™, DPPH’, ORAC)
modelinése sistemose

GISP, grynos isspaudos;, ASE (SKE — CO,), po superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu pagreitintos
ekstrakcijos biidu gautos isspaudos;, *EVG, iSspaudos po ekstrakcijos vandens garais; *SOK, iSspaudos po
soksleto ekstrakcijos;, *SKE — CO,, isspaudos po superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu

Taigi, 1§ pateikty duomeny matyti, kad didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo
iSspaudos po SK — CO, ekstrakcijos, kurios metu buvo pasalinta lipofiliné frakcija. Daugiapakopés
pagreitintos ekstrakcijos taikymas po SKE — CO, likusiai kietgjai frakcijai zymiai sumazino
antioksidaciniu aktyvumu pasizymin¢iy junginiy kiekj iSspaudose. Taciau ir po Sio ekstrakcijos etapo
iSspaudose liko nemazai antioksidaciniu aktyvumu pasizyminc¢iy junginiy. Tikriausiai todél, kad dalis

antioksidanty yra stipriai suristi augalin€je matricoje ir yra netirps.
3.4. Cheminis aronijy iSspaudy ekstrakty sudéties tyrimas chromatografiniais metodais

Aronijy iSspaudy ekstraktai buvo tirti efektyviosios skys¢iy chromatografijos sistema naudojant
UV ir MS detektorius bei pokolonélinj DPPH radikaly sujungimo metodg. Tirtuose ekstraktuose
esantys fenoliniai junginiai buvo nustatyti UESCh-MS metodu, lyginant gauty junginiy molekulines
mases, tikslias jy formules, sulaikymo laikus bei UV spektro duomenis su standartiniy junginiy

spektriniais duomenimis. Junginiy, kuriy nepavyko identifikuoti pagal tyrimui naudotus standartus,
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papildomai buvo atliktas MS/MS fragmentavimas, §ie junginiai buvo identifikuoti preliminariai
lyginant gautus MS/MS fragmentus su komercinés duomeny bazés (ChemSpider, MetFusion)
duomenimis ir literatiiroje aprasytomis spektrinémis charakteristikomis. MS analizei buvo pasirinktas
neigiamas jonizacijos rezimas, nes Siame jonizacijos rezime geriau jonizuojasi flavonoidai ir fenolinés
rugstys. IS viso ekstraktuose aptikti 28 junginiai, daugiausia kvercetino ir chlorogeno rugsties dariniai.
Chromatografiskai iSskirstyty junginiy geba sujungti radikalus buvo vertinama pritaikius ESCh-
DPPH’ metodg. Neigiamos smailés apatinéje chromatogramos dalyje, atitinka smailes virSutinéje
chromatogramos dalyje, kurios parodo, kad junginys sujungia DPPH® ir tokiu budu pasizymi
antioksidacinémis savybémis. 15 paveiksle pateiktos ESCh-DPPH chromatogramos: (15 pav. A)
pateikta pagreitintos ekstrakcijos biidu gauto vandeninio ekstrakto (ASE H,O 40 °C) chromatograma, ir
(15 pav. B) pateikta pagreitintos ekstrakcijos budu gauto acetoninio ekstrakto (SK — CO, AC 70 °C)

chromatograma, po lipofilinés frakcijos paSalinimo SKE - CO, metodu.
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15 pav. A (ASE H,0 40 °C) ir B (SK - CO, AC 70 °C) ekstrakty ESCh-DPPH" chromatogramos

ASE H,0 40 °C, pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C temperatiroje; SK — CO, AC 70 °C, po
superkritinio anglies dvideginio taikytos pagreitintos ekstrakcijos acetoninis ekstraktas gautas 70 °C temperatiroje

Pagal gautus rezultatus, matyti kad ekstraktuose yra nemazai radikaly suriSimo geba
pasizyminciy junginiy. Nustatyta, kad didziausia radikaly sujungimo geba, pasizyméjo (12) junginys
(ST = 23,2 min.), UESCh-MS metodu Sis junginys buvo identifikuotas kaip liuteolino darinys. Dideliu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo (10) (ST = 10,5 min.) ir (11) (ST = 16,1 min.) junginiai, kurie
véliau buvo identifikuoti kaip 3-kafeoilchino ir 5-kafeoilchino riigstys. Junginiai (16) — (18) ir (24) —
(28) remiantis UESCh-MS ir gautais UV spektro duomenimis buvo identifikuoti kaip kvercetino ir
liuteolino dariniai, kuriuos Siuo metodu buvo sudétinga atskirti vieng nuo kito, taciau pagal gautas
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DPPH pokoloné¢linio metodo chromatogramas akivaizdu, kad §ie junginiai taip pat pasizyméjo radikaly
sujungimo geba. Nedidele radikaly suriSimo geba pasizyméjo (22) (ST = 25,9 min) junginys, kurio
molekulinis jonas atitiko Cy3H;90;9 molekuling formule, taCiau Sis junginys nebuvo identifikuotas.
ESCh-DPPH pokolonéliniu metodu atskiry ekstrakto sudedamyjy daliy identifikuoti negalima, bet
tokie preliminartis rezultatai suteikia informacijos, kuria remiantis biity galima atlikti tolesne¢ ekstrakty
analize.

Ekstraktuose esanéiy junginiy identifikavimas buvo atliktas UESCh-MS/MS metodu. Siuo
analizés metodu buvo identifikuota 13 junginiy (3.3 lentel¢). UESCh-MS/MS chromatogramos
pateiktos 16 paveiksle. Junginio (1) molekulinis jonas [M-H]" m/z 181,0720 atitiko C¢H;304
molekuling formule. Sis junginys remiantis ChemSpider duomeny baze buvo identifikuotas kaip
sorbitolis (kurio struktira véliau buvo patvirtinta ir pagal komercinj standartg). Junginio (2)
molekuliniam jonui [M-H] m/z 191,0564 buvo priskirta C;H;10¢ molekuliné formulé ir Sis junginys
buvo identifikuotas kaip chino rigstis. Neidentifikuoto junginio (3) molekulinis jonas [M-H]| m/z
239,0773 atitiko molekuling formule CgH;sOs. Junginys (4) turintis [M-H] m/z 191,0199 molekulinj
jong atitiko C¢H;07 molekuling formulg, todél galima teigti, kad tokios spektrinés charakteristikos
budingos citriny riigsciai. Junginiai (5) ir (7) turé¢jo ta patj molekulinj jong [M-H] m/z 309,1192,
kuriam priskirta C;,H,;09 molekuliné formulé. Junginys (5) remiantis ChemSpider duomeny baze
identifikuotas kaip dideoksisacharozé, o junginys (7) nebuvo identifikuotas. Junginiai (8) ir (15) turéjo
vienodg molekulinj jong [M-H] m/z 153,0194, kuriam priskiriama C;,H»;09 molekuliné formulé.
Junginys (8) ir (15) nebuvo identifikuoti. Junginiai (9), (10) ir (11) buvo preliminariai identifikuoti kaip
chlorogeno riigSties dariniai. Chlorogeno rugstis buvo identifikuota pagal standarta, o 1- ir 5-O-
kafeoilchino riigStys buvo identifikuotos lyginant MS/MS fragmentus ir sulaikymo trukme¢ su
literatiiroje pateiktais duomenimis (Baranauskiene ir kt., 2014), (Clifford ir kt., 2005). Sie junginiai
turéjo vienoda molekulinj jong [M-H] m/z 353, kuris atitiko molekuling formule C;sHi709. Junginio
(9) MS/MS fragmentacijos metu gauti du molekuliniai jonai m/z 191,1 ir 179,3, kurie atitiko
molekulines formules C7H;,0¢; CoH704. Junginj (10) analizuojant MS/MS rezimu gauti trys fragmentai
m/z 191,0559; 179,0346 ir 135,0442 kurie atitiko molekulines formules C;H;10¢; CoH;04 ir CgH;0,, 0
junginys (11) turéjo molekulinius jonus m/z 191,0562; 179,0350 ir 135,0450, kurie atitiko C7H;;Os;
C9H;04 ir CgH;0, molekulines formules. Junginio (12) molekulinis jonas [M-H] m/z 447,0933 atitiko
molekuling formule C,H901;, 0 MS/MS fragmentavimo metu gautas m/z 285,0392 molekulinis jonas,
atitiko C;sH9Os molekuling formule. Skirtumas tarp Siy fragmenty buvo 162 amv, todél remiantis

literatiiros duomenimis (Baranauskiene ir kt., 2014), $i lickana atitiko heksozés molekuling masg.
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16 pav. Aronijy iSspaudy ekstrakty UESCh-MS chromatogramos

SK — CO, AC 70 °C, po superkritinio anglies dvideginio taikytos pagreitintos ekstrakcijos acetoninis ekstraktas gautas 70
°C temperatiuroje; ASE H,O 40 °C, pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C temperatiroje; ASE
MeOH/H,0 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos metanolio ir vandens misinio (8:2) ekstraktas gautas 130 °C temperatiroje;
SOK AC 75 °C, soksleto ekstrakcijos acetoninis ekstraktas gautas 75 °C temperatiiroje
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Todél (12) junginys preliminariai identifikuotas, kaip liuteolin-O-heksozé. Junginio (16) molekulinio
jono [M-H] m/z 417,0828, kuris atitiko Cy0H;7019 molekuling formule, MS/MS rezimu buvo gautas
m/z 285,0388 fragmentas, kuris atitiko C;sHyOs molekuling formule. Sis junginys preliminariai buvo
identifikuotas kaip liuteolino darinys. Junginio (18) molekulinis jonas [M-H] m/z 625,1402 atitiko
molekuling formulg C,7H29017, MS/MS fragmentacijos biidu buvo gautas m/z 301,0345 molekulinis
fragmentas, kuris atitiko C;sH9O7 molekuling formule. Todél remiantis literatiiros duomenimis (Kylli,
2011), junginys (18) identifikuotas kaip kvercetino diheksozidas. Junginio (19) molekulinis jonas [M-
H] m/z 485,1090 atitiko C,4H;;0; molekuling formulg, o junginio (22)molekulinis jonas [M-H] m/z
455,0984 atitiko C3H 909 molekuling formulg. MS/MS fragmentacijos metu abu Sie junginiai turéjo
vienodg molekulinj fragmentg [M-H] m/z 323,0544 atitinkantj C;sHyO7; molekuling formulg. Taciau
junginiy (19) ir (22) nepavyko identifikuoti. Junginio (23) molekulinis jonas [M-H] m/z 595,1206
atitiko molekuling formule CyH»7056, 0 MS/MS fragmentacijos metu gauti trys molekuliniai
fragmentai m/z 455,0974; 323,0555 ir 301,0344, kurie atitiko Cy3H;9O;o; CisH11Og ir CisHoO7

molekulines formules.

3.3 lentelé. Fenoliniy junginiy charakteristikos aronijy iSspaudy ekstraktuose gautos UESCh-MS/MS metodu

Smailés Juneinvs Formulé Sulaikymo MS MS
Nr. gy [M-H] trukmé, min [IM-H|', m/z fragmentai
1 2 3 4 5 6
(1) Sorbitolis™* CeH1304 0,71 181,0720 -
) Chino rtgstis® C-H;,04 0,73 191,0564 -
3) Nezinomas junginys CsH 505 0,92 239,0773 -
4) Citriny rgstis’ C¢H,0, 0,94 191,0199 -
®) Dideoksisacharozé’ C:H;,04 1,81 309,1192 -
6) Nezinomas junginys C3H,019 2,01 337,1138 -
@) Nezinomas junginys C12H2109 2,20 309,1192 -
8) Nezinomas junginys C-Hs0,4 2,40 153,0194 -
9) 1-kafeoilchino rﬁgétisb CisH1709 3,20 353,0875 191,1;
179,3
(10) 3-kafeoilchino rl'lgé,tis“’b CisH1709 441 353,0877 191,0559;
179,0346;
135,0442
(11) 5-kafeoilchino rﬁgétisb Ci6H1709 491 353,0877 191,0562;
179,0350;
135,0450
(12) Liuteolin-O-heksozé* CyH 1901, 5,01 447,0933 285,0392
(13) Nezinomas junginys C»H»:01; 5,13 495,1058 -

3.3 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.3 lentelés tesinys

1 2 3 4 5 6
(14) Nezinomas junginys CisH2;013 5,30 457,1923 -
(15) Nezinomas junginys C;H504 5,40 153,0194 -

(16) Liuteolino darinys® CyH;704 5,50 417,0828 285,0388
(17) Nezinomas junginys C, H,,0, 6,02 465,1036 -
(18) Kvercetino diheksozidas® Cy7H»9047 6,23 625,1402 301,0345
(19) Nezinomas junginys C24H2101; 6,31 485,1090 323,0541
(20) Nezinomas junginys CgH,04 6,34 167,0349 -
(21) Nezinomas junginys C0H2901, 6,42 461,1664 -
(22) Nezinomas Jungmys C23H1 9010 6,55 455 ,0984 323,0544
(23) Nezinomas junginys CyH,7016 6,62 595,1206 455,0974;
323,0555;
301,0344
(24) Rutinas“ C27H29016 6,70 609,1455 -
(25) Nezinomas junginys Cy7H,90 16 6,82 609,1455 -
(26) Hiperozidas® CyHs01, 6,93 463,0880 -
(27) Nezinomas junginys C21H19012 7,04 463,0880 301,0345
(28) Eriodiktiolio gliukuronidas™ C,H1401, 7,16 463,0880 287,0562

“ identifikuota naudojant standartg
¥ identifikuota naudojant literatiiros duomenis
* identifikuota remiantis duomenimis esanciais duomeny bazéje (ChemSpider, MetFusion)

Junginiai (24) ir (25) tur¢jo vienoda molekulinj jong [M-H] m/z 609,1455 priskiriama
molekulinei formulei CyHy9016. Junginys (24) identifikuotas kaip rutinas, jo identifikavimas
patvirtintas atlikus palyginimg su komerciniu rutino standartu, o junginys (25) nebuvo identifikuotas.
Junginiai (26), (27) ir (28) turéjo vienoda molekulinj jong [M-H] m/z 463,0880, kuris atitiko
molekuling formule¢ C;H;9O;. Junginys (26) buvo identifikuotas kaip hiperozidas atlikus
palyginamaja analiz¢ su komerciniu hiperozido standartu. MS/MS rezimu analizuojant junginj (27)
gautas molekulinis jonas m/z 301,0345, skirtumas tarp fragmenty buvo 162 avm. Literatiros
duomenimis (Baranauskiene ir kt., 2014), $is skirtumas atitiko glikozido liekanos molekuling masg.
Taciau tokios informacijos nepakanka siekiant pilnai iSaiskinti esamg junginio struktirg. MS/MS
rezimu junginio (28) gautas molekulinis jonas m/z 287,0562 atitiko C;sH;;0¢ molekuling formule, o
skirtumas tarp fragmenty 176 amv patvirtino gliukuronido liekang. Todél remiantis ChemSpider
duomeny baze ir literatiros duomenimis (Kylli, 2011) $is junginys buvo identifikuotas kaip

eriodiktiolio gliukuronidas. Junginys (6), kurio molekulinis jonas [M-H] m/z 337,1138 atitiko
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Ci3H21019 molekuling formule bei junginys (20), kurio molekuliniam jonui [M-H]" m/z 167,0349
priskirta CgH;04 molekuliné formulé, nebuvo identifikuoti. Junginiy (13), (14), (17) ir (21)
identifikuoti nepavyko, kadangi buvo sudétinga gauti $iy junginiy MS/MS fragmentus, dél per mazos
ju koncentracijos ekstraktuose, todél tolimesniame etape jy nejmanoma palyginti nei su literatiiros, nei
su duomeny baziy duomenimis, kaip pvz., ChemSpider ar MetFusion.

Pagal standarty sulaikymo trukmes, UV bei MS spektry duomenis tirtuose ekstraktuose buvo
identifikuoti 3 antioksidaciniu aktyvumu pasizymintys junginiai: chlorogeno raigStis, rutinas ir
hiperozidas. IS gauty kiekybinés analizés rezultaty (17 pav.) matyti, jog fenoliniy junginiy kiekis

ekstraktuose priklauso nuo ekstrakcijai naudoto tirpiklio poliSkumo.

SK-CO2 EtOH 70 °C

SK-CO2ACT0°C

AC/H20130°C

MeOH/H20 130 °C

ASE

MeOH 130 °C

MeOH 40 °C

H20 130°C

H20 40 °C

AC75°C

SOK

EtOH 75 °C

0 400 800 1200 1600 2000
mg/100 g sausy isspaudy

17 pav. Fenoliniy junginiy Kiekis aronijy i§spaudy ekstraktuose (mg/100 g SM)

SOK EtOH 75 °C, SOK AC 75 °C, soksleto ekstrakcijos etanolinis ir acetoninis ekstraktai gauti 75 °C temperatiiroje; ASE
H,0 40 °C, ASE H,0 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C ir 130 °C temperatiroje; ASE
MeOH 40 °C, ASE MeOH 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas gautas 40 °C ir 130 °C temperatiroje;
ASE MeOH/H,O 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos metanolio ir vandens misinio (8:2) ekstraktas gautas 130 °C
temperatiroje; ASE AC/H,0 130 °C, pagreitintos ekstrakcijos acetono ir vandens misinio (8:2) ekstraktas gautas 130 °C
temperatiroje; SK — CO, AC 70 °C, SK — CO, EtOH 70 °C, po superkritinio anglies dvideginio taikytos pagreitintos
ekstrakcijos acetoninis ir etanolinis ekstraktas gautas 70 °C temperatiroje
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Hiperozido kiekis tirtuose aronijy iSspaudy ekstraktuose buvo 154 - 1601 mg/100 g SM.
Chlorogeno rugsties kiekis ekstraktuose buvo 139 - 1884 mg/100 g SM. Rutino koncentracija
ekstraktuose buvo 230 - 803 mg/100 g SM. Pagrindinis junginys visuose ekstraktuose buvo
hiperozidas, i$skyrus po superkritinés CO, ekstrakcijos taikant pagreitintos ekstrakcijos acetonu ir
etanoliu metoda gautuose ekstraktuose, kurinose didziausias kiekis buvo chlorogeno rugsties. Taip pat
Siuose ekstraktuose buvo maziausia koncentracija rutino ir hiperozido. Ekstrahuojant etanoliu Soksleto
aparate gautas didziausias rutino ir hiperozido kiekis.

Oszmianski ir kt., (2005) tyrinéjo aronijy iSspaudy metanolinj ekstrakta ir nustaté, kad Siame
ekstrakte didziausia koncentracija buvo chlorogeno rugsties 204,35 mg/100 g SM ir hiperozido 47,44
mg/100 g SM. Lyginant literatiiroje pateiktus rezultatus su §io darbo rezultatais matyti, kad Oszmianski
ir kt., (2005) gautas 1,5 kartus mazesnis chlorogeno rugsties kiekis, nei Siame darbe nustatyti
chlorogeno riigsties kiekiai esantys metanoliniuose ekstraktuose. Sojka ir kt. (2013) ekstrahuojant
skirtingas aronijy i§spaudy frakcijas metanolio/vandens miSiniu nustaté, jog hiperozido koncentracija
buvo 28,1 — 62,5 mg/100 g SM, o chlorogeno riigities kiekis buvo 3,2 — 84,5 mg/100 g SM. Siy autoriy
rezultatai labai skyrési nuo Siame darbe gauty rezultaty. Tokius kiekybinius skirtumus galéjo jtakoti
skirtingi fenoliniy junginiy iSgavimo budai, ekstrakcijos salygos, taip pat jtakos gali turéti ir augalo

auginimo vieta.
3.5. Sorbitolio ir sacharozés nustatymas
Sacharidy sudéties kitimai buvo stebimi skirtingais ekstrakcijos metodais ir sglygomis gautuose

vandeniniuose ekstraktuose: ASE H,O 40 °C, ASE H,O 130 °C ir DE. Juodyjy aronijy iSspaudy

ekstraktuose buvo identifikuoti du junginiai: sacharozé ir sorbitolis (3.4 lentelé).

3.4 lentelé. Identifikuoty junginiy pasiskirstymas skirtinguose ekstraktuose

Junginys (o} V) o} o o
(mg/100 g SM)* ASE H,0 40 °C=RSD % ASE H,0 130 °C+ RSD % DE=+ RSD %
1 2 3 4
Sacharozé 3,75+431 4,55+495 9,52 +3,15
Sorbitolis 3645,38 £ 3,24 5309,48 + 4,24 474124 £543

“vidutinés trijy pakartojimy vertés = RSD %
ASE H,0 40 °C, pagreitintos ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 40 °C temperatiroje; ASE H,0O 130 °C, pagreitintos
ekstrakcijos vandeninis ekstraktas gautas 130 °C temperatiiroje; DE, dezodoruotas ekstraktas

Nustatyta, kad tirtuose ekstraktuose didziausia koncentracija buvo sorbitolio. Sio junginio

koncentracija svyravo nuo 364538 — 5309,48 mg/100 g sausos masés. Didziausia sorbitolio
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koncentracija buvo nustatyta taikant pagreitintos ekstrakcijos vandeniu 130 °C temperatiiroje metoda,
kiek mazesné¢ — ekstrakcijos vandens garais metu, o maziausia — atliekant pagreitintg ekstrakcija
vandeniu zemoje temperatiroje. DidZziausia sacharozés koncentracija buvo nustatyta dezodoruotame
ekstrakte, gautame ekstrakcijos vandens garais metu, o maziausia — pagreitintos ekstrakcijos vandeniu
metu 40 °C temperatiiroje.

Literatiiroje skirtingi autoriai pateikia skirtingus duomenis apie aronijy iSspaudose esanc¢iy cukry
kiekj. Pavyzdziui, Sojka ir kt. (2013) literatiiroje pateiktais duomenimis skirtingose aronijy iSspaudy
frakcijose sorbitolio koncentracija buvo 1060 — 2320 mg/100 g SM, o sacharozés - 30 — 430 mg/100 g
SM. Taip pat remiantis Sio autoriaus rezultatais buvo aptikta gliukozés (390 — 800 mg/100 g SM) ir
fruktozés (480 — 580 mg/100 g SM) (Sojka ir kt., 2013). Mayer — Miebach ir kt. (2012) tirtose aronijy
iSspaudose sorbitolio kiekis buvo 3760 mg/100 g SM, gliukozés koncentracija buvo 2280 mg/100 g
SM, o fruktozés kiekis buvo 2360 mg/100 g SM. Sio darbo metu gliukozés ir fruktozes kiekybiskai

jvertinti nepavyko dél per mazos aronijy iSspaudy ekstraktuose buvusios $iy junginiy koncentracijos.
3.6. Antociany kokybiné ir kiekybiné analizé

Antociany kiekybiniam nustatymui iSspaudy ekstraktuose buvo naudotas ultra efektyviosios skys¢iy
chromatografijos su kvadrupoliniu - skriejimo laiko masiy detektoriumi metodas (UESCh-Q-TOF).
UESCh metodu isskirti ekstrakty junginiai buvo identifikuoti pagal tikslias jy mases, molekulines
formules, UV spektro duomenis bei MS/MS rezimu gauty junginiy fragmentus, lyginant juos su
literatiiros duomenimis ir komercinémis duomeny bazémis. Pritaikius SmartFormula programing jranga
buvo apskaiiuotos visos galimos formulés, kuriy sudétyje yra C, H ir O. Sie apradyti parametrai
suteikia svarbig informacija, reikalingg gauty smailiy analizei atlikti (3.5 lentelé ir 18 pav.). Nustatytas,
cianidinas ir keturiy skirtingy cianidino glikozidy miSinys: cianidin-3-galaktozido, cianidin-3-
gliukozido, cianidin-3-arabinozido ir cianidin-3-ksilozido. Svarbu paminéti, kad remiantis kity autoriy
rezultatais cianidinas iki Siol nebuvo identifikuotas.

3.5 lentelé. Identifikuoty junginiy spektrinés charakteristikos

Smailés . Formulé Sulaikymo MS a
Nr. Junginys [M-HJ trukméz’min [M-H] my, T&/1002SM
1 2 3 4 5 6
€)) Cianidinas CisH;O¢ 2,5 287,0684 48,34 £4.80
2) Cianidin-3-galaktozidas C, H,,0q; 5.3 449,1076 1534,73 £ 1,16
3) Cianidin-3-gliukozidas C, H,,0q; 5.5 449,1071 17,51 £1,96
)] Cianidin-3-arabinozidas CyH 901 5,8 419,0962 680,42 = 0,63
®)) Cianidin-3-ksilozidas CyH 901 6,7 419,0970 73,16 £0,52

“vidutinés trijy pakartojimy vertés = RSD %
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Smailés (1) molekulinis jonas [M-H] m/z 287,0684 atitiko molekuling formule C;sH;1Os. Sis
junginys buvo identifikuotas kaip cianidinas. Smailés (2) molekuliniam jonui [M-H] m/z 449,1076
buvo priskirta molekuliné formulé¢ C, H,O;; ir Sis junginys buvo identifikuotas kaip cianidin-3-
galaktozidas. Smailés (3) molekulinis jonas [M-H]" m/z 449,1071 atitiko molekuling formulg
C,1H,1011. Sis junginys buvo identifikuotas kaip cianidin-3-gliukozidas. Smailés (4) molekulinis jonas
[M-H] m/z 419,0962 atitiko molekuling formule CaoH;9010. Sis junginys buvo identifikuotas kaip
cianidin-3-arabinozidas. Smailés (5) molekulinis jonas m/z 419,0970 atitinka Cy)H;90O;9 molekuling

formule ir buvo identifikuotas kaip cianidin-3-ksilozidas.

Intens. xio®
| 2
F
1.5
1.0 ~ 4
0.5 §
: 1 3 5
A JWL A
1} 2 4 a 8 10
Laikas, min

18 pav. Antociany UESCh/MS jony chromatograma
(1) cianidinas, (2) cianidin-3-galaktozidas, (3) cianidin-3-gliukozidas, (4) cianidin-3-arabinozidas, (5) cianidin-3-ksilozidas

Tiksliam cianidino identifikavimui buvo panaudoti pseudo - MS? biidu gauti spektrai, kurie buvo
lyginami su literatiros duomenimis (11 pav.). Terminas “pseudo-“ reiskia, kad pradinis jonas, buvo
fragmentuojamas prie$ atskyrimg pirmajame kvadrupolyje (fragmentacija Saltinyje). Itampy skirtumas
sukelia jony susidirima dél kurio jvyksta molekuliy skilimas (Pukalskien¢, 2015). Pseudo - MS’
spektrai patvirtino cianidino struktiira, gauti fragmentai atitiko cianidino molekulés MS® fragmentus,

kuriuos aprasé Takeshita ir kt. (2009).
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19 pav. Pseudo - MS® spektrai
A — analizuojamo junginio (1) m/z 287 fragmento spektras, B — literatiiros duomenimis (Takeshita ir kt., 2009) gauto
cianidino standarto spektras

Kiekybiné analizé atlikta pagal komercinj antociany standartg (delfidin-3-gliukozidg). Nustatyta,
kad pagrindiniai antocianai aronijy iSspaudose buvo cianidin-3-galaktozidas ir cianidin-3-arabinozidas,
kartu sudarantys daugiau kaip 90 % Siy junginiy grupés. Tuo tarpu cianidin-3-ksilozidas sudaro 3 %,
cianidinas — 2 %, o cianidin-3-gliukozidas maziau kaip 1 % visy kiekybiskai nustatyty antociany.
Remiantis Mayer - Miebach ir kt. (2012) literatiroje pateiktais duomenimis, antociany kiekis aronijy
iSspaudose buvo 1190 — 1950 mg/100 g sausy iSspaudy. Oszmianski ir kt., (2005) nurodo, jog
iSspaudose antociany kiekis buvo 1836,84 mg/100 g SM, o Sojka ir kt. (2013) - 1200 mg/100 g SM.
Lyginant literatiiros duomenis su Siame darbe gautais rezultatais matyti, kad Mayer — Miebach ir kt.
(2012) bei Oszmianski ir kt., (2005) autoriy rezultatai buvo labai panaStus j Siame darbe pateiktus
rezultatus. Tuo tarpu So¢jka ir kt. (2013) autoriy gautas bendras antociany kiekis buvo beveik 2 kartus

mazesnis lyginant su rezultatais gautais Siame darbe. Tikétina, kad jtakos skirtingiems rezultatams
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galéjo turéti zaliavos paruosimas, ekstrakcijos bei kiekybinés analizés metodai, taip pat klimatiné zona,
kurioje augalas buvo augintas. Aronijy iSspaudoms biidingas didelis antociany kiekis, lyginant su
kitomis vaisiy iSspaudomis. Pavyzdziui, vidutinis kiekis $iy junginiy spanguoliy iS§spaudose buvo 121
mg/100 g sausy iSspaudy (White ir kt., 2010), o juodyjy serbenty iSspaudose - nuo 344 iki 1046 mg/100
g sausy i$spaudy (Kapasakalidis ir kt., 2006), (Sdjka ir kt., 2009). Svarbu paminéti, kad Bober ir kt.
(2004) atlikti tyrimai rodo, jog vandeniniy ekstrakty gauty i$ aronijy iSspaudy antociany kiekis buvo 8
kartus didesnis, nei ekstrakty i§ dziovinty vaisiy. Sie autoriai mano, kad aronijy i§spaudos galéty biti

geras priedas vaisiy arbatos spalvos intensyvumo stiprinimui.
3.7. Eterinio aliejaus bei lakaus ekstrakto analizé DC — LJD ir DC — MS metodais

Lakaus ekstrakto ir eterinio aliejaus lakiyjy junginiy sudétis tirta DC-LJD ir DC-MS metodais.
Aronijy iSspaudy eteriniame aliejuje identifikuoti 94 lakieji junginiai sudarantys 98,7 % nuo viso
aliejaus, lakigjame ekstrakte — 70 junginiy, sudaranciy 98,4 % viso ekstrakto. 3.6 lenteléje pateikiami
25 pagrindiniai identifikuoti lakieji junginiai, priklausantys jvairioms organiniy junginiy klaséms,
daugiausia alkoholiams, aldehidams bei esteriams.

Nustatyta, kad jvairiais ekstrakcijy metodais i$skirty lakiyjy junginiy procentinis kiekis buvo
labai skirtingas. Pavyzdziui, taikant Lickens-Nickerson ekstrakcijg pagrindiniai lakieji junginiai buvo
benzaldehidas ir 3-penten-2-onas, atitinkamai sudarantys 49,02 % ir 22,83 % nuo identifikuoty
junginiy smailiy ploty sumos, o taikant ekstrakcijos vandens (EVG) garais metodg Siy junginiy bendra
koncentracija sumaz¢ja daugiau nei 2 kartus. Tuo tarpu EVG biidu iSskirty junginiy didziausig dalj
sudaro (E)-kadineno eteris (11,12 %), oktakozanas (10,32 %) ir benzaldehidas (9,38 %). Ekstrakcijos
vandens garais metodu iSskirtame eteriniame aliejuje identifikuoti d-dodekalaktonas (5,28 %) ir (Z)-3-
heksenilbenzoatas (0,77 %), o Lickens-Nickerson ekstrakcijos metodu gautame ekstrakte Siy junginiy
nenustatyta. Tuo tarpu, lakiame ekstrakte buvo rasta furfuralio (3,95 %) ir etilpropanoato (1,59 %),
kurie neaptikti eteriniame aliejuje. Tokius eterinio aliejaus ir lakaus ekstrakto sudéties skirtumus gali
jitakoti keletas priezasCiy pavyzdziui, ekstrakcijos vandens garais metu palaikoma auksta temperatiira
(100 °C), todél dalis lakiy junginiy yra prarandama, taip pat salytis su vandeniu gali keisti lakiyjy
junginiy strukttirg arba gali biiti nepakankama kai kuriy junginiy koncentracija, kad juos buty galima
aptikti taikant dujy chromatografijos metoda (Ferrer, 2013)

Remiantis literatiros duomenimis, daugiau kaip 200 aronijy uogy lakiyjy junginiy buvo nustatyta

tiriant uogy ekstraktus ir distiliatus (Kraujalyte ir kt., 2013). Literatiiros Saltinivose (Kraujalyte ir kt.,
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2013) 3-penten-2-onas ir benzaldehidas minimi kaip pagrindiniai lakieji junginiai esantys uogy

distiliatuose gautuose Lickens-Nickerson ekstrakcijos metodu, o tai sutampa su §io tyrimo rezultatais.

3.6 lentelé. Eterinio aliejaus ir lakaus ekstrakto pagrindiniy lakiyjy junginiy sudétis

Eil Junginys S;l:zi:(zllgm «r - Junginio koncentracija, %
Nr. min > Lakus ekstraktas®  Eterinis aliejus®
1 2 3 4 5 6 7
1. Acetaldehidas® 2,822 684 690 0,44 + 0,035 1,94 £ 0,068
2. Etilpropanoatas® 2,965 710 716 1,59 +£ 0,027 -
3. 3-Penten-2-onas" 3,516 738 739 22,83+ 0,160 6,13 +£0,205
4, Heksanalis® ¢ 4,493 805 801 2,16 +0,025 0,83 £ 0,037
5. Furfuralis® 5,115 835 836 3,95+ 0,077 -
6. 1-Heksanolis* 5,938 869 870 1,25+0,012 0,19+0,014
7. Benzaldehidas® ¢ 8,491 961 960 49,02 £ 0,436 9,38 £ 0,379
8. Benzilo alkoholis® ¢ 10,703 1032 1031 0,50 £ 0,005 0,15 +0,000
9. Nonanalis® ¢ 13,065 1105 1100 0,80+ 0,012 1,09 £ 0,053
10. Dodekanas®* 15,815 1197 1200 0,18 £ 0,000 0,87 £ 0,046
11. pS-Ciklocitralis® 16,408 1218 1219 0,39 + 0,009 1,46 £ 0,075
12. 2-Feniletilacetatas® 17,487 1256 1258 0,45+0,012 2,13+0,110
13.  (E,E)-2,4-Dekadienalis” 19,101 1309 1315 0,47 +0,012 3,12+0,150
14. (E)-2-Undekanalis* 20,366 1356 1360 0,22 +£ 0,005 0,76 £ 0,065
15. Geranilacetonas® 22,801 1445 1455 0,36 £0,019 3,03 £0,324
16. (E)-p-Jononas®* 23,873 1483 1488 1,38 £ 0,020 7,02 +£0,368
17. d-Kadinenas® ¢ 24,743 1519 1523 0,25+ 0,005 2,60+0,171
18. (E)-Kadineno eteris* 25,396 1545 1558 1,37 +£0,019 11,12 +£0,533
19. (Z)-3-Heksenilbenzoatas® 25,883 1562 1566 - 0,77 £ 0,224
20. 1-Epikubenolis® 27486 1627 1628 0,13 +£0,005 1,27 £ 0,061
21. Kubenolis® 27,154 1642 1646 0,10 £ 0,005 0,97 £ 0,066
22. J-Dodekalaktonas® 29,067 1694 1704 - 5,28 £0,211
23, Fitolis® 33,664 1905 1943 0,12 +£0,005 1,43 £ 0,024
24. Metilo linoleatas® 37,467 2092 2085 0,26 + 0,057 2,37+0,193
25. Oktakozanas® ¢ 50,344 2852 2800 0,53 £ 0,280 10,32 £3,439

* Kovdts sulaikymo indeksas apskaiciuotas pagal CrCsy alkany misinj nepolinéje Elite-5 kolonéleje
" Kovits sulaikymo indeksas nepolinéje kolonéleje publikuotas literatiiroje (Adams, 2009)

“ Identifikuota pagal DC-MS spektrus ir Kovdts sulaikymo indeksq
d Identifikacija patvirtinta su standartu
¢ pakartojimy vidurkis + standartinis nuokrypis (SN)
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I.

ISVADOS

Atliekant skirtingas ekstrakcijas poliniais tirpikliais nustatyta, kad visy tirty ekstrakty iSeiga
priklauso nuo ekstrakcijai pasirinkto organinio tirpiklio. DidZiausia ekstrakto iSeiga, daugiau kaip
50 % gauta ekstrahuojant etanoliu Soksleto aparate. Naudojant acetong (16,39 %) ir vandenj (17,67
%) gautos maziausios ekstrakcijy iSeigos.

Nustatytos optimalios superkritinés ekstrakcijos anglies dvideginiu parametry vertés didziausiai
iSeigai (2,95 %) gauti: slégis 40 MPa, 40 °C temperatira ir 149 min laikas. ] SK — CO,; sistema
jterpus 10 % etanolio priedo daugiau kaip 2 kartus (7,08 g/100 g SM) padidéjo ekstrakcijos iSeiga.
Pagreitintos ekstrakcijos biidu ekstrahuojant po SKE — CO; likusig zaliava etanoliu gauta beveik
1,5 karto didesné ekstrakto iSeiga, nei ekstrahuojant acetonu.

[vertinus ekstrakty antioksidacinj aktyvuma jvairiais in vitro metodais nustatyta, kad ABTS™
modelingje sistemoje aktyvumas buvo nuo 0,01 iki 2,52 mmol TE g ekstrakto, DPPH" modelinéje
sistemoje nuo 0,007 iki 1,99 mmol TE g'1 ekstrakto, ORAC modelinéje sistemoje 0,65 — 14,44
mmol TE g ekstrakto, BFJK buvo 23,90 — 512,39 mg GRE g ekstrakto. DidZiausiu aktyvumu
pasizymejo poliniais tirpikliais iSgauti ekstraktai, o maziausia radikaly sujungimo geba pasizymeéjo
SKE — CO; budu gauti ekstraktai. Pritaikius QUENCHER procedirg prie§ ekstrakcija ir po
skirtingy ekstrakcijy nustatyta, kad po ekstrakcijos iSspaudose licka nemazas kiekis aktyviy
junginiy.

Aronijy iSspaudy ekstraktuose aptikti 28 junginiai 1§ kuriy 14 junginiy buvo identifikuota, tai
daugiausia kvercetino ir chlorogeno rugsties dariniai. ESCh-DPPH metodu nustatyta, kad Siuose
ekstraktuose yra nemazai antiradikaliniu aktyvumu pasizyminéiy junginiy. Didziausiu aktyvumu
pasizymgjo liuteolino darinys, 3-kafeoilchino ir 5-kafeoilchino rugstys. Tiriant ekstrakty sudétj
kiekybiskai jvertinti hiperozidas, chlorogeno riigstis ir rutinas. DidZiausias rutino ir hiperozido
kiekis gautas ekstrahuojant etanoliu Soksleto aparate. Po superkritinés CO, ekstrakcijos taikant
pagreitintg ekstrakcija acetonu ir etanoliu gautuose ekstraktuose buvo didziausia chlorogeno
rugsSties koncentracija. Nustatyta, kad pagrindiniai antocianai aronijy iSspaudose buvo cianidin-3-
galaktozidas ir cianidin-3-arabinozidas, kartu sudarantys daugiau kaip 90 % Siy junginiy grupés.
Tuo tarpu cianidin-3-ksilozidas sudaro 3 %, cianidinas — 2 %, o cianidin-3-gliukozidas maziau
kaip 1 % visy kiekybiskai nustatyty antociany. Vandeniniuose ekstraktuose nustatyta didziausia

sorbitolio koncentracija, o sacharozés aptikta pédsakais.
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5. Aronijy iSspaudy eteriniame aliejuje identifikuoti 94 lakieji junginiai sudarantys 98,7 % viso
aliejaus, lakigjame ekstrakte — 70 junginiy, sudaranciy 98,4 % viso ekstrakto. Pagrindiniai lakieji
junginiai esantys lakiame ekstrakte yra benzaldehidas (49,02 %) ir 3-penten-2-onas (22,83 %), o
eteriniame aliejuje - E-kadineno eteris (11,12 %) ir oktakosanas (10,32 %).

6. Taigi atlikti tyrimai parodé, kad aronijy iSspaudos yra geras Saltinis biologiSkai aktyviy
komponenty, todél jos gali biiti perdirbamos j didesnés pridétinés vertés produktus, kurie galéty

buti naudojami maisto, kosmetikos ar farmacijos pramonéje.
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