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Santrauka

Baltojo silkmedzio lapai (lot. Morus alba) daugelj mety buvo naudojami tik kaip Silkaverpio viksry
maisto Saltinis, taCiau dabar jie vis pladiau pritaikomi maisto pramonéje, farmacijoje. Remiantis
moksliniais straipsniais baltojo silkmedzio lapuose yra naudingy bioaktyviy junginiy, kurie teigiamai
veikia zmogaus organizma. Taip pat §io augalo lapai pasizymi antioksidacinémis savybémis. Vienas
i$ oksidacijai jautriy produkty yra kanapiy aliejus, todél Siame baigiamajame projekte ieSkoma budy
kaip prailginti aliejaus galiojimo laikg ir sulétinti oksidacinius procesus.

Tyrimams buvo naudojama septyniolika skirtingy ekstrakty. Jie buvo iSgauti naudojant pagreitinta
ekstrakcija organiniais tirpikliais (ETPS) ir superkriting ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO).
Didziausios ETPS ekstrakty iSeigos gautos ekstrahuojant su etanoliu, o maziausios iSeigos nustatytos
heksaniniuose ir acetoniniuose ekstraktuose. Taikant SKE-CO- ekstrakcijg gaunama didesné iseiga
30 MPa slégyje.

Didziausiu antiradikaliniu ir antioksidaciniu aktyvumu DPPH, ABTS ir ORAC metodais, pasizyméjo
metanolinis ekstraktas, kai naudojama zaliava po SKE-CO; ekstrakcijos, 30 MPa slégyje. Daugiausiai
fenoliniy junginiy nustatyta etanoliniame ekstrakte taikant ETPS ekstrakcija.

Taikant efektyvigja skysCiy chromatografija su masiy spektroskopija buvo nustatyta baltojo
SilkmedZio lapy ekstrakty cheminé sudétis. Ekstraktuose dominuojantys bioaktyviis junginiai:

a) kamferolio dariniai (kamferolio rutinozido heksozidas, kamferolio malonilheksozidas, kamferolio
heksozidas, kamferolio acetilheksozidas);

b) kvercetino dariniai (kvercetino heksozidas, kvercetino acetilheksozidas, kvercetino heksozido
heksozidas, kvercetino malonilheksozida, taksifolinas, rutinas);

d) kavos rigsties dariniai (3-O-kafeoilchino ragstis, 5-O-kafeoilchino ragstis, 4-O-kafeoilchino
rugstis);

e) kiti: eriodiktiolis, ferulo rugstis, salicilo riigstis.

Trigliceridy kiekis kanapiy aliejuje jvertintas naudojant ta pa¢ia chromatografijos sistema. Siame
aliejuje dominuoja: 1-linoleoil-2-linoleoil-3-linolenoilglicerolis (LLLN) ir 1,2,3-trilinoleoilglicerolis
(LLL).

Oksipreso metodu buvo atliktas kanapiy aliejaus be priedy ir su baltojo Silkmedzio lapy ekstraktais
oksidacinio stabilumo tyrimas. Indukcijos periodas visy tirty ekstrakty buvo panasus. Taciau Siek tiek
Iétesnis oksidacinis skilimas pastebétas kanapiy aliejaus su SKE-CO2 30 MPa ekstraktu.

Masés prieaugio metodu buvo jvertintas kanapiy aliejaus be priedy ir su Morus alba skirtingais
ekstraktais antioksidacinis aktyvumas. Praéjus trims ménesiams tyrimo rezultatai parodé, kad



acetoninis ekstraktas po ETPS ekstrakcijos yra aktyviausias ir padidino kanapiy aliejaus stabilumg 7
paromis, lyginant su kontrole.
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Summary

White mulberry leaves (Morus alba) have been used for many years as a food source for silkworm
caterpillars, but now they are increasingly used in the food industry, pharmacy. According to
scientific articles, white mulberry leaves contain useful bioactive compounds that have a positive
effect on human body. The leaves of this plant also have antioxidant properties. One of the oxidation
sensitive products is hemp oil, so this final project is looking for ways to extend the shelf life of the
oil and to slow down oxidative processes.

Seventeen different extracts were used for the studies. They were extracted using accelerated solvent
extraction (ASE) and supercritical extraction with carbon dioxide (SKE-CO3). The highest yields of
ETPS extracts were obtained by extraction with ethanol and the lowest yields were found in hexane
and acetone extracts. SKE-CO; extraction gave a higher yield at a pressure of 30 MPa.

The highest antiradical and antioxidant activity by DPPH, ABTS and ORAC methods was observed
in the methanol extract when the raw material was used after SKE-CO> extraction at a pressure of 30
MPa. The biggest amount of phenolic compounds was detected in ethanol extract prepared by ETPS
extraction method.

Chemical composition of white mulberry leaf extracts was determined by liquid chromatography with
mass spectrometry. Dominant bioactive compounds in the extracts:

1. kaempferol derivatives: kaempferol rutinoside hexoside, kaempferol malonylhexoside, kaempferol
hexoside (astragalin), kaempferol acetylhexoside;

2. quercetin derivatives: quercetin hexoside, quercetin acetylhexoside, quercetin hexoside hexoside,
quercetin malonylhexoside;

3. caffeic acid derivatives: (3-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic
acid);

4. others: eriodicitol, ferulic acid, salicylic acid.

The content of triglyceride in hemp oil was also assessed using liquid chromatography system. This
oil is dominated by 1-linoleoyl-2-linoleoyl-3-linolenoylglycerol (LLLn) and 1,2,3-
trilinoleoylglycerol (LLL).

The oxidative stability study of hemp oil without additives and with white mulberry leaf extracts was
performed by the oxipres method. The induction period was similar for all extracts tested. However,
a slightly slower oxidative degradation was observed in hemp oil with SKE-CO, 30 MPa extract.

The antioxidant activity of hemp oil without additives and with different extracts of Morus alba was
evaluated by the weight gain method. After three months, the results of the study were quite similar,



but acetone extract after ETPS extraction was the most active and increased the stability of hemp oil
by 7 days compared to the control.
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SANTRUMPU IR TERMINU SARASAS
ABTS"" — 2,2"-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigsties katijono laisvasis radikalas
AAPh 2,2'-azobio (2-amidinpropano) dihidrochloridas
A — arachidono ragstis
AUC plotas, esantis po kalibracine kreive
BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis
BHT 2,6-Di-tret-butil-4-metilfenolis (sintetinis antioksidantas)
DTL — didelio tankio lipoproteinai
DNJ — 1-deoksinojirimicinas
DMD - diody matricos detektorius
DNR — deoksiribonukleortigstis
DPPH’ — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvasis radikalas
ETPS — pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais
ETPS EtOH — pagreitintos ekstrakcijos etanolinis ekstraktas
ETPS HEX — pagreitintos ekstrakcijos heksaninis ekstraktas
ETPS AC — pagreitintos ekstrakcijos acetoninis ekstraktas
ETPS MeOH - pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas
ETPS H.0 — pagreitintos ekstrakcijos metanolinis ekstraktas
ESI — elektropurkstuviné jonizacija
GRE — galo rugsties ekvivalentas
IP — indukcinis periodas
Ln — linoleno riigstis
L — linolo riigstis
MTL — mazo tankio lipoproteinai
NADPH — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas
ORAC — deguonies radikaly absorbcijos geba
O — oleino rugstis

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas



P — palmitino riigstis

RSD % — santykiné standartin¢ paklaida
RSA - radikaly pasalinimo aktyvumas
ROS - reaktyviosios deguonies formos
RNS — reaktyviosios azoto formos

RSS - reaktyviosios sieros formos

SKE — ekstrakcija superkritiniais skysciais
SK-CO; — superkritinis anglies dvideginis

UESCh-MS — ultra efektyvioji skyséiy chromatografija su masiy spektrometru
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IVADAS

Zmonés augalus naudoja jau nuo seny laiky. 3000 mety pries Kristy Egipte rasta daug knygu, kuriose
buvo apraomas augaly panaudojimas medicininiais tikslais. Siose knygose buvo maziausiai 800
recepty ir 700 vietiniy, uzsienio kilmés vaistiniy augaly. 4000 m. pries Kristy Mesopotamijoje rastos
molinés plokstelés su pieSiniais, kurios buvo kaip jrodymas, kad jau tais laikais zmonés Zinojo apie
medicininius augalus ir jy teikiama nauda sveikatai. Nuo XX amziaus §i sritis labai patobul¢jo,
atsirado galimybé i§ augaly i$skirti naudingus bioaktyvius junginius, 0 jy ekstraktus panaudoti maisto
produktams, vaistams kurti [1].

Vienas i$ naudingomis savybémis pasizyminc¢iy augaly yra baltasis Silkmedis (lot. Morus alba), kuris
kiles i§ Kinijos. SilkmedZio lapuose yra mineraly, vitaminy, maistiniy skaiduly, amino rag§éiy,
fitosteroliy, flavonoidy ir kity funkciniy komponenty, tokiy kaip DNJ (1-deoksinojirimicinas), kuris
veikia kaip vaistas nuo diabeto. Sio augalo lapai naudojami kosuliui mal3inti, sumaZina cukraus kiekj
kraujyje ir kraujosptidj, pasizymi antioksidaciniu poveikiu. Silkmedzio lapai taip pat naudojami
maisto pramonéje, kuriami funkcionallis maisto produktai, Zoleliy arbatos, maisto papildai [2].

Lietuviy autoriy literatiiroje néra pateikta informacijos apie baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) lapy
pritaikyma aliejy gamyboje siekiant sulétinti oksidacinius procesus. Maisto produktai, kuriy sudétyje
yra riebaly, linke oksiduotis, atsiranda nemaloniis kvapai, kartus skonis. Todél svarbu, ieskoti biidy
kaip prailginti produkty galiojimo laika [3].

Darbo tikslas — isanalizuoti baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) ekstrakty cheming sudétj ir istirti
Sio augalo antioksidacinj aktyvuma.

Tyrimo uzdaviniai:

1. atlikti skirtingas Silkmedzio lapy ekstrakcijas naudojant skirtingus tirpiklius ir nustatyti
efektyviausig 18 jy;

2. jvertinti Silkmedzio lapy ekstrakty antioksidacinj aktyvumg in vitro modelinése radikaly
sistemose;

3. nustatyti augalo lapy ekstrakty cheming sudétj naudojant UESCh-MS metoda;

4. nustatyti kanapiy aliejaus peroksidy skaiCiy, trigliceridy sudétj ir jvertinti jo tinkamumg
oksidacijos proceso tyrimams;

5. jvertinti SilkmedZio lapy ekstrakty antioksidacinj aktyvuma kanapiy aliejuje OKSipreso ir masés
prieaugio metodais.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Baltojo SilkmedZio (lot. Morus alba) paplitimas, morfologiniai poZymiai

Baltasis silkmedis (lot. Morus alba) priklauso magnolijany (lot. Moraceae) $eimai [4]. Sio augalo
kilmés Salis yra Kinija. Tukstan¢ius mety Sis augalas buvo auginamas kaip Silkaverpio vikSry maisto
Saltinis. Sie viksrai, maitindamiesi ilkmedziy lapais, susuka i$ gijy kokonus, i§ kuriy galima igauti
Silka. Silko gamyba yra paplitusi Japonijoje, Indijoje. Europoje baltieji Silkmedziai buvo pradéti
auginti nuo VII a. Taip pat $ie introdukuoti augalai auga Siaurés Amerikoje [5].

Baltieji Silkmedziai yra vidutinio dydZzio, uzauga iki 15 metry. Kamieno skersmuo yra 60 cm.
Kamieno Zievés pavirsius nelygus, gelsvai rudos spalvos. Sio augalo laja plati, rutuliska, skéstasaké.
Sakos tankios, pilkai rusvos spalvos su gelsvu atspalviu. Pagrindinés $akos stambios, o kitos plonos.
Lapai blizgts, dauguma nesimetriski ir rySkiai zali, jy ilgis nuo 7 iki 10 cm. Lapy forma placiai
kiauSini$ka, netaisyklingai skiautéta arba istisiné. Lapkotis apauges plaukeliais [6]. Ugliai apvaliis,
pilkai rusvi, nuo 7 iki 130 cm ilgio. Sio augalo lapiniai pumpurai beko¢iai, apvalis, rudai vysninés
spalvos, blizgis, $oniniai pumpurai maZesni uz vir§ininj pumpura. Ziediniai pumpurai yra mazesni
uz lapinius pumpurus, taciau taip pat bekociai ir apvaliis. Baltojo SilkmedZio Ziedai Zalsvai baltos
spalvos, nedideli, vienaly¢iai, gausiai susitelke Zirginiuose [5]. Vaisiai sultingi, saldis, kvapnis,
baltos, raudonos arba tamsiai violetinés spalvos, panasSis ] avietes. Vaisiai sunoksta birzelio viduryje
arba liepa [6]. Saknys geltonos arba $viesiai rudos spalvos, tanki sakny sistema, kuria sudaro viena
liemeniné Saknis ir daug Sakoty, bei ilgy Soniniy Sakny. Liemeniné Saknis j Zemg jsiskverbia
daugiausiai iki 2 m gylio [5].

Sis augalas gali augti jvairiuose dirvozemiuose, ta¢iau tinkamiausias yra priemolis. Kitos salygos
butinos augimui, yra drégnas, $iltas klimatas. Baltasis Silkmedis atlaiko sausras, gana atsparus véjui,
drusky poveikiui [7].

1 pav. Baltasis Silkmedis (lot. Morus alba) [8]

1.2. Baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) lapy panaudojimas medicinoje

Medicinoje yra gana plac¢iai naudojami baltojo Silkmedzio lapai. Jie reguliuoja cukraus kiekj kraujyje,
mazina padidéjusj kraujo spaudimg, gydo kosulj, karS¢iavima, akiy uzdegima, slopina gerklés,
galvos, sanariy skausmus, ranky ir kojy tirpima, stiprina imuning sistema [9].
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SilkmedZio lapy nauda jrodoma klinikiniuose tyrimuose. Saenthaweesuk-as ir kt. (2009) nustaté, kad
Sio augalo lapy ekstraktas pasizymi antidiabetinémis savybémis. Bandymo metu ziurkéms kiekviena
dieng buvo jsvirks¢iamos skirtingos dozés (150, 300, 600 mg/kg kiino masés) vandeninio (lot. Morus
alba) lapy ekstrakto, 12 dieny. Histologinis stebéjimas parodé, kad 300 ir 600 mg/kg doziy lapy
ekstraktas sumazina gliukozés koncentracija kraujyje nuo 37 iki 42 %, lyginant su kontroline grupe.
Baltojo Silkmedzio lapy antidiabetinis junginys yra 1-deoksinojirimicinas (DNJ) [10].

Tailando mokslininkai nustaté, kad baltojo Silkmedzio lapy tabletés, kuriy dozé yra 2,5 g per parg,
gydo lengva dislipidemijg. Tyrimui buvo atrinkti dvideSimt trys Zmonés, Kkurie sirgo lengva
dislipidemija. Augalinis vaistas buvo duodamas 3 kartus per dieng 12 savaiciy. Praéjus bandymo
laikui nustatyta, kad MTL cholesterolio kiekis kraujyje sumazéjo 4,9 %, o DTL cholesterolio Kiekis
kraujyje padidéjo 19,7 % [11]. MTL yra mazo tankio lipoproteinai, kurie néra naudingi zmogaus
organizmui, nes padidéja rizika susirgti ateroskleroze ar kitomis létinémis ligomis [12].

Indijos mokslininkai istyré, kad baltojo Silkmedzio lapuose esantis lektinas, mazina rizikg susirgti
Kriities ir storosios zarnos véziu [13].

Nigerijos mokslininkai atlike tyrimus jrodé, kad baltojo Silkmedzio lapy ekstraktai pasizymi
antibakterinémis ir antigrybelinémis savybémis. Tyrimui buvo naudojami vandeniniai (karsti, Salti)
Morus alba ekstraktai. Bandymo metu buvo tiriamas antibakterinis ir prieSgrybelinis ekstrakty
aktyvumas prie§ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecium,
Escherichia coli, Neisseria gonorrheae, Proteus vulgaris, Aspergillus niger, Aspergillus tamari,
Fusarium oxysporum ir Penicilium oxalicum. Tyrimas parodé, kad vandeniniai (kar$ti) ekstraktai
efektyviausiai slopina mikroorganizmy augima. Vandeniniai ($alti) ekstraktai yra ne tokie efektyvis
[14].

Baltojo silkmedzio lapy ekstraktas slopina pigmentiniy démiy atsiradimg. Melaninas yra atsakingas
uz hiperpigmentacijg. O melanino gamyba ir sintezé priklauso nuo amino riigsties — tirozino. Tirozino
aktyvuma slopina mulberozidas F, i$skirtas i§ Morus alba ekstrakto [15].

Morus alba augalo sudétyje yra flavonoidy, kumarino ir stilbeno, kurie apsaugo kepenis nuo
hepatotoksiny (pvz. aflatoksinai), kurie juos gali paZeisti. Tyrimas buvo atlieckamas su Ziurkémis,
kurios turéjo letiniy kepeny sutrikimy. Ziurkéms buvo $virks¢iama 150 mg/kg baltojo Silkmedzio
ekstrakto 14 dieny. Tyrimo rezultatai parode, kad kepeny nekrozé, audiniy paZeidimai Zymiai
sumazgéjo [16].

Kinijos mokslininkai jrodé, kad baltojo Silkmedzio lapy mulberozidas A, pagrindinis stilbeno
glikozidas, gali buti vartojamas hiperurikemijai ir podagrai gydyti. Hiperurikemijg turin¢ioms
ziurkéms buvo $virks¢iamos 10, 20 ir 40 mg/kg dozés Morus alba ekstrakto. Po kurio laiko buvo
pastebéta, jog sumazéjo Slapimo riigsties kiekis kraujo serume, padidé¢jo Slapimo rtgsties iSsiskyrimas
su Slapimu [17].

1.3. Baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) lapu panaudojimas

Baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) lapy sudétyje yra antioksidaciniy junginiy, kurie teigiamai
veikia Zmogaus organizma, todé¢l yra vis placiau naudojami lapy ekstraktai ar dziovinti lapy milteliai
maisto pramonéje, kuriami funkcionallis maisto produktai (zr. 2 pav.) [18]. Funkcionaliis maisto
produktai yra produktai, kurie ne tik atlieka mitybing funkcija, bet taip pat gali biiti naudingi zmogaus
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imuninei sistemai, nes stiprina organizmg, mazina susirgimy rizikg. Gamybos metu $ie produktai
praturtinami fiziologiskai aktyviais ingredientais [19].

Turkijoje buvo atlikti Sokolado, praturtinto SilkmedZzio lapy ekstraktu, tyrimai. Nustatyta, kad toks
Sokoladas turéjo didelj flavonoidy kiekj [20]. Tailande yra populiari dZziovinty Silkmedzio lapy arbata.
Si arbata, kad biity dar geresnio skonio, mai$oma su indisku Zeneniu arba $ventuoju baziliku. Baltojo
silkmedZio arbatos uZpilas yra Zalios spalvos, savo sudétyje neturi kofeino. Silkmedzio arbata turi
daug naudos sveikatai, palyginus su jprasta arbata. Taciau vartotojai Sig arbatg daug reciau perka ir i
néra tokia populiari. Taip yra todél, nes vartotojams triksta informacijos apie Silkmedzio lapy
teikiamg naudg sveikatai. Taip pat paminétina, kad skonis néra toks skanus kaip jprasty arbaty. Jos
turi karty prieskonj [21]. Si arbata labai naudinga persalus, esant gerklés skausmui. Indijoje dZiovinty
lapy milteliai naudojami kepant duona i3 kvietiniy milty. Si duona jy kalboje vadinama ,,Paratha*.
Tailande gaminami ryziy uzkandziai, j kuriuos pridéta milteliy pavidalo baltojo Silkmedzio lapy [18].

Silkmedzio lapai naudojami ir farmacijoje, kuriami maisto papildai, antidiabetiniai vaistai. Pla¢iai
taikomas mikroinkapsuliacijos procesas. Sio proceso metu yra sukuriamos skystos, dujinés arba
kietos mikrokapsulés, kurios biina apgaubtos plona plévele. Naudingos, augalo ekstrakte esancios,
bioaktyvios medziagos yra aptraukiamos danga suteikiant mikrokapsuléms naudingy savybiy [21].
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2 pav. Silkmedzio lapy panaudojimas [21]
1.4. Baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) lapy cheminé sudétis

Morus alba lapuose yra angliavandeniy (81-83 %), baltymy (15-31 %), riebaly (2-8 %), oksalaty,
fitaty, mineraliniy medziagy (Fe, Zn, Ca, P, Mg) [18]. Be $iy pagrindiniy medziagy baltajame
Silkmedyje randama ir bioaktyviy, antioksidacinémis savybémis pasiZyminciy junginiy:

1. flavonoliy: kvercetino ir jo dariniy (kvercetino-heksozido-heksozido, kvercetino-diheksozido,
kvercetino-rutinozido izomero, kvercetino-rutinozido (rutino), kvercetino-heksozido (izokercitrino),
kvercetino-acetilheksozido, kvercetino-malonil-heksozido, kvercetino-malonil-diheksozido),
kamferolio ir jo dariniy (kamferolio-heksozido (astragalino), kamferolio-heksozido-heksozido,
kamferolio-rutinozido, kamferolio-acetilheksozido, kamferolio-rutinozido-heksozido, kamferolio-
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malonil-diheksozido, kamferolio-malonil-rutinozido). Flavonoidy kiekis lapuose svyruoja nuo 3,7 iki
9,8 mg gts.m.[22];

2. fenoliniy riigd¢iy: chlorogeno riigsties, kavos ragsties [18];

3. polihidroksilinty alkaloidy [23];

4. karotenoidy — liuteoksantino, fitoeno, fitoflueno, a-karoteno, B-karoteno, hidroksi-a-karoteno,
liuteino, zeaksantino, violaksantino [24];

5. vitaminy (A, C) [18].

1.4.1.Flavonoliai (kvercetinas ir kamferolis)

Flavonoliai yra fitocheminiai junginiai, randami daugelyje augaly raSiy jskaitant ir Morus alba. Pagal
savo struktiirg flavonoliai priklauso flavonoidams ir apima pagrindinius Siuos junginius: kvercetina,
kamferolj [25].

Kverceting sudaro du benzeno Ziedai, pirano Ziedas ir penkios hidroksilo grupés. Sis cheminis
junginys yra gelsvos spalvos, kartaus skonio, kristalinés, Kietos medziagos, mazai tirpus vandenyje,
tirpus alkoholyje, ledinéje acto rtgstyje ir vandeniniuose Sarminiuose tirpaluose. Jis paprastai
gaunamas hidrolizuojant ruting (kvercetino-rutinozida).

Kvercetinas laikomas stipriu antioksidantu, nes gali inaktyvuoti laisvuosius radikalus ir suristi metalo
jonus. Sios savybés slopina lipidy peroksidacija. Lipidy peroksidacija yra procesas, kai neso¢iosios
riebaly rigstys paveréiamos laisvaisiais radikalais. Sis procesas Zalingas Zmogaus organizmui, gali
sukelti Sirdies ir kraujagysliy, neurodegeneracines ligas. Taciau antioksidantas reaguodamas su
radikalais, apsaugo organizmg nuo jy neigiamo poveikio [26]. Taip pat laisvieji radikalai gali sukelti
akiy sutrikimus: kataraktg ir geltonosios démés degeneracijg. Antioksidantas apsaugo ir gydo Sias
akiy ligas, neutralizuodamas laisvuosius radikalus.

Kvercetinas taip pat pasizymi antialerginémis savybémis, mazina $ienliges, dilgélinés simptomus. Sis
junginys slopina histamino ir kity uzdegiminiy medziagy gamyba, dél kuriy ir atsiranda alerginés
reakcijos. Kvercetinas pasiZzymi antibakteriniu aktyvumu: neleidzia daugintis beveik visoms
zinomoms bakterijy paderméms, kurios gali sukelti kvépavimo taky, virSkinimo trakto, odos ir
Slapinimosi sutrikimus. Tyrimais su gyvinais jrodyta, kad Sis cheminis junginys slopina krities,
storosios zarnos, prostatos ir plau¢iy véziniy lgsteliy augimg. Antioksidantas apsaugo DNR nuo
mutaciniy pokyc¢iy, kurie atsiranda dél reaktyviojo deguonies. Kvercetinas mazina rizika susirgti
osteoporoze. Atliktas tyrimas parodé, kad vyresniy motery, kurios pastoviai géré arbatg su $iuo
antioksidantu, kauly mineralinis tankis buvo didesnis, nei ty kurios negéré Sios arbatos. Taip pat
kvercetinas mazina rizikg susirgti koronarine $irdies liga, diabetu, podagra, neurodegeneracinémis
ligomis, prostatitu, virusinémis infekcijomis [27].

3 pav. Kvercetino struktiira
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Kamferolis yra tetrahidroksiflavonas, sudarytas i§ dviejy benzeno Ziedy, pirano ziedo ir keturiy
hidroksilo grupiy. Cheminis junginys yra gelsvos spalvos, biidingos antioksidacinés savybés. Taip
pat $is flavonoidas gali sumazinti rizikg susirgti plauciy, skrandzio, kasos, kiausidziy véziu, slopinti
naviky augimg, pasizymi gydomosiomis savybémis. Skrandzio vézio tyrimai parodé kamferolio
antiproliferacinj poveikj zmogaus skrandzio vézio lagsteléms, kuomet skatinama autofagija, 1asteliy
ciklo sustojimas ir lasteliy zatis [28]. Sis antioksidantas slopina Sirdies, kraujagysliy,
neurodegeneraciniy, infekciniy ligy, diabeto, osteoporozés, nerimo, alergijy atsiradimg [29].
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4 pav. Kamferolio struktiira
1.4.2.Fenolinés ruagstys

Fenolinés rigstys yra augaly metabolitai. Jos yra sudarytos i§ vieno arba keliy aromatiniy ziedy, turi
karboksi grupe ir viena arba keleta fenoliniy grupiy. Sie junginiai skirstomi j hidroksicinaminés
rugsties ir hidroksibenzoinés ruigsties darinius, kurie skiriasi hidroksilo grupiy skai¢iumi ir padétimi
aromatiniame Zziede. Didzioji dalis fenoliniy riig8¢iy jungiasi su esteriais, eteriais, augalo
strukttiriniais komponentais (celiulioze, baltymais, ligninu), didesniais polifenoliniais junginiais
(flavonoidais), mazesnémis organinémis molekulémis (gliukoze, chininu, maleinu, vyno riigstimi).
Fenolinés raigstys yra svarbios augalui: maistiniy medziagy jsisavinimui, baltymy sintezei,
fotosintezei ir alelopatijai. Taip pat Sie junginiai i$siskiria prieSuzdegiminémis, antioksidacinémis,
antimutageninémis ir antikancerogeninémis savybémis, daro teigiamg jtakg Zzmogaus sveikatai [30].
Baltajame Silkmedyje dominuoja chlorogeno ragstis ir kavos ragstis [18].

Chlorogeno ragstis yra kavos riigsties ir chino riigsties esteris. Jautri neigiamam aplinkos poveikiui
(pH, temperatiirai, $viesai). Si rugitis dar vadinama 3-O-kafeoilchino ragstimi (3-CQA). Tyrimais
jrodyta, kad chlorogeno riigstis turi antioksidacinj, prieSuzdegiminj, prieSvézinj, antilipideminj,
antidiabetinj, antihipertenzinj ir antineurodegeneracinj poveikj [31]. Taip pat sumazina metabolinio
metaboliniais veiksniais, kurie didina rizika susirgti irdies ir kraujagysliy ligomis, 2 tipo cukriniu
diabetu. Pozymiai: padidéjes cholesterolio kiekis kraujyje, aukstas kraujo spaudimas, didelis
gliukozés kiekis kraujyje, atsparumas insulinui, riebios kepenys, miego apnéja. Nutukimas
pripazintas pagrindine $io sindromo prieZastimi. Teksase buvo atliktas tyrimas, kuris jrode, kad
ziurkéms vartojant 8 savaites po 0,2 g/kg i dieng chlorogeno riigsties, sumazéjo laisvyjy riebaly
rigsciy, trigliceridy, cholesterolio, gliukozés kiekis kraujyje, kiino masé. Tyrimai su zmonémis taip
pat atskleidé chlorogeno ragsties naudg prie$ nutukimg. Antsvorio turintys asmenys 12 savaiciy 5
kartus j dieng géré kavag, kurioje buvo gausu chlorogeno riigsties (~ 45 mg/g). Dalyviy svoris po 12
savaiciy pastebimai sumazéjo (~ 5,4 kg). Chlorogeno riigstis taip pat apsaugo maisto produktus nuo
tam tikry nepageidaujamy cheminiy pokyciy, pvz., lipidy oksidacijos. Maisto produktai, kuriy
pagrindg sudaro lipidai, linke j oksidacija, kurig sukelia laisvieji radikalai. Lipidy oksidacija lemia
nepageidaujamy kvapiyjy medziagy ir galimai toksisky junginiy (pvz., malondialdehido, 4-

19



hidroksinonenalo) susidaryma. Sie junginiai gali pabloginti tekstiira, i§vaizda, skonj, prarandami
vitaminai ir nepakeiCiamos riebaly riigStys. Tyrimai parodé, kad chlorogeno ruigstis veikia kaip
antioksidantas ir neutralizuoja lipidy oksidacija [32].
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5 pav. Chlorogeno ragsties struktiira [33]

Kavos riigstis priklauso hidroksicinaminéms riig§tims, biidinga fenilpropanoido (C6-C3) struktira,
sudaryta i§ 3,4-dihidroksilinto aromatinio Ziedo, karboksi grupés ir transetileno. Sis junginys yra
geltonos spalvos, kietas, auksta lydymosi temperatiira, mazai tirpsta Saltame vandenyje, labai gerai
tirpsta karStame vandenyje ir $altame etanolyje [34]. Si fenoliné ragstis turi antioksidacini,
prieSuzdegiminj, antikancerogeninj poveikj [35]. Antioksidacinés savybés priklauso nuo hidroksilo
grupiy. Kavos riigstis apsaugo lasteles nuo laisvyjy radikaly toksiskumo, kurie gali neigiamai paveikti
odos audinj, skatinti rauksliy susidaryma, mazinti kolageno kiekj. Taip pat §i fenoliné rugstis veikia
prie§ storosios zarnos ir burnos vézj. Peliy gydymas Siuo antioksidantu sumazino naviky augima
plauciuose [36]. Tyrimais jrodyta, kad kavos riigstis mazina rizikg susirgti hepatokarcinoma, sukelia
navikiniy Iasteliy zatj. Hepatokarcinoma yra kepeny vézio forma, kuriai buidinga piktybinis navikas.
Si vézio forma yra labai pavojinga, didelis mirtingumas lyginant su kitomis vézio rii§imis. Zmonés
turintys $ig liga daugiausiai iSgyvena 11 ménesiy [35].

6 pav. Kavos riigsties struktiira
1.4.3. Polihidroksilinti alkaloidai

Sie alkaloidai yra monocikliniai ir bicikliniai polihidroksilinti dariniai. Jie gali bati laikomi
monosacharidy analogais, kuriuose ziedo deguonis yra pakeistas azotu. Polihidroksilinti alkaloidai
yra paplite augaluose, taciau nustatyti tik 1966 m., nes jie netirpsta tirpikliuose, tokiuose kaip
chloroformas [37]. Silkmedzio lapuose randama 1-deoksinojirimicino (DNJ) (0,04-2,68 mg g*) [23].
Tai D-gliukozés analogas, kuriame piranozés ziedo deguonies atomas yra pakeistas NH grupe [38].
Taip pat $iame augale yra fagomino (0,05-0,66 mg g), pipekolio riigities, cis-5-hidroksipipekolio
riigsties (0,02-5,98 mg g1), trans-5-hidroksipipekolio riigsties (0,11-1,53 mg g*) [23].

Sie junginiai yra glikozidaziy inhibitoriai. Glikozidazés yra fermentai, katalizuojantys glikozidiniy
rySiy hidroliz¢ sudétiniuose angliavandeniuose ir glikokonjugatuose. Glikozidazés yra biitinos
gyviems organizmams egzistuoti. Virskinamosios glikozidazés skaido dideles cukraus turincias
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molekules iki monosacharidy, kurie yra lengviau jsisavinami organizmo. Oligosacharidy biosintezéje
dalyvauja platus glikozidaziy spektras, kuris svarbus zinduoliy lgsteliy struktarai ir funkcijoms.
Polihidroksilinti alkaloidai trikdo oligosacharidy virtima j monosacharidus ir slopina angliavandeniy
rezorbcija | kraujg. Todél Sie junginiai pasizymi antidiabetiniu poveikiu. Taciau dideliais kiekiais
polihidroksilinti alkaloidai yra pavojingi gyvuliams, sukelia rimtg apsinuodijimg, o dél vir§kinimo
fermenty slopinimo — sutrinka virskinimas. Sios rasies alkaloidai maZesniais kiekiais pasizymi
antivirusinémis savybémis: slopina ZIV viruso dauginimasi, pasizymi prie§véZzinémis savybémis,
naudojami piktybiniams navikams gydyti, slopina autoimuniniy ligy (sklerozés, artrito) pozymius.
Taip pat mazina rizika susirgti Go$é liga. Si liga iSsivysto, kai organizme triiksta fermento,
gliukocerebrozidazés. Dél Sio trikumo organizme pradeda kauptis cheminés medziagos, kurios
neskaidomos kaupiasi organizme ir sukelia organy pazeidimus [39].
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7 pav. Polihidroksilinty alkaloidy struktiira (pipekolio rtigstis, cis-5-hidroksipipekolio riigstis, trans-5-
hidroksipipekolio rugstis, fagominas, DNJ) [23]

1.4.4. Karotenoidai

Karotenoidai yra pigmentiniai junginiai. Baziné strukttira sudaryta i$ 40 anglies atomy, konjuguoty
dviguby jungéiy, gali buti cikliniy grupiy, kurios kartais biina pakeistos deguonies turin¢iomis
funkcinémis grupémis. Konjuguoty dviguby jungiy iSsidéstymas grandinéje lemia Sviesg
sugeriancias savybes, kurios svarbios augalui vykdant fotosintez¢ ir daro jtaka karotenoidy
antioksidaciniam aktyvumui. Pagal dviguby jung¢iy skaiciy molekuléje galimos kelios cis ir trans
konfigtiracijos. Remiantis struktiira, karotenoidai yra skirstomi j dvi klases (Zr. 8 pav.):

1) karotenai, turintys tik anglies ir vandenilio atomus;
2) oksokarotenoidai (ksantofilai), turintys bent vieng deguonies atoma.
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8 pav. Karotenoidy klasifikacija [40]
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Karotenoidai yra lipofilinés molekulés, kurios kaupiasi membranose ar lipoproteinuose. Siy junginiy
lipofiliskumas turi jtakos jy absorbcijai, pernesSimui ir i$siskyrimui organizme [41]. Taip pat Sie
pigmentai linke kristalizuotis, auksta lydymosi temperattira [42].

Pigmentiniai junginiai atlieka jvairias funkcijas, susijusias Su zmoniy sveikata. Jie pasizymi
antioksidaciniu poveikiu, dél to sumazéja rizika susirgti prostatos, regos, kriities, plauciy, virSkinimo
trakto, gimdos kaklelio, kiausidziy, kasos véziu ar létinémis ligomis [43]. Karotenoidai tokie kaip
liuteinas, B-karotenas, zeaksantinas organizme paverciami aktyviu vitaminu A, dar kitaip vadinamu
retinoliu, kuris lengvai jsisavinamas. Trikumas vitamino A gali sukelti akiy ligas: kseroftalmija
(asary veiklos sutrikimg), kataraktg, geltonosios démés degeneracijg. Atlikti tyrimai parodé, kad
vyrai, kurie 8 metus vartojo auksta liuteino ir zeaksantino kiekj, turéjo apie 19 % mazesng kataraktos
rizikg. Taip pat manoma, kad Sie karotenoidai apsaugo geltongjg déme nuo $viesos sukelty pazeidimy
ir sunaikina fotoreceptoriuose susiformavusius laisvuosius radikalus [44]. Taip pat nustatyta, kad
karotenoidai yra priemoné sauganti nuo osteoporozés (kauly ligos), Alzhaimerio, Sirdies ir
kraujagysliy ligy, hipertenzijos (padidéjusio kraujo spaudimo). Sie pigmentiniai junginiai saugo vyry
spermg nuo oksidacinio pazeidimo, sukeliancio nevaisinguma. Tyrimo metu nevaisingi vyrai vartojo
8 mg likopeno j dieng, 12 ménesiy. Praéjus Siam laikotarpiui buvo pastebéta, kad pageréjo spermos
morfologija ir judrumas, didesné spermatozoidy koncentracija. Gydymas likopenu lémé 36%
sékmingy néstumy [43].

1.4.5.Vitaminai (C, A)

Vitaminas C (askorbo riigstis) yra SeSiy anglies atomy laktonas [45]. Jis tirpus vandenyje, nestabilus,
lengvai oksiduojasi ir suyra veikiamas deguonies, Sarmy ar auksStos temperatiiros. Askorbo rugstis
pirma kartg buvo i$skirta 1928 m. Vengrijos biochemiko [46]. Sis vitaminas yra sintetinamas i$
gliukozés daugumos Zinduoliy kepenyse, bet ne Zmoniy organizme, nes néra fermento gulonolaktono
oksidazes, kuri yra biitina askorbo riigSties sintezei. Vitamino C Zmogus turi gauti su maistu arba
vartojant $io vitamino papildus [45]. Askorbo ragsties triikumas lemia susilpnéjusj imuniteta,
anemija, skorbuta ir didesnj jautrumg infekcijoms. Savo ruoztu infekcijos lemia vitamino C lygio
sumaz¢jima deél padidéjusio uzdegimo. Taciau papildai su vitaminu C gali uzkirsti kelig ir gydyti
kveépavimo taky bei sistemines infekcijas. ProfilaktiSkai uzkertant kelig infekcijai reikia su maistu
gauti askorbo ragsties apie 100200 mg, taciau gydymui reikia Zymiai didesniy vitamino doziy [47].

Askorbo rugstis pasizymi ir kitomis naudingomis funkcijomis:

lipidy metabolizmui;
imunitetui;

antioksidantas;

kolageno sintezei;

karnitino biosintezei;
pirimidino metabolizmui;
cefalosporiny sintezei;

tirozino katabolizmui;

. norepinefrino biosintezei;

10. vaisty metabolizmui,

11. nitrozamino susidarymui [48];
12. greiCiau gyja zaizdos, maziau kraujuoja dantenos [47];

©CoOoN R DdDE
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13. gelezies jsisavinimui [45].

Viena i§ svarbiausiy savybiy yra antioksidacinis poveikis. Vitaminas C uzkerta kelig laisvyjy
radikaly formavimuisi, todél sumazéja rizika susirgti jvairiomis ligomis kaip ateroskleroze, cukriniu
diabetu, inksty nepakankamumu, neurodegeneracinémis ligomis, pankreatitu, sepsiu ir uzdegiminiais
sutrikimais [45].

HO

o
HO —

HO OH

9 pav. Askorbo ragsties struktiira [49]

Vitaminas A arba dar kitaip vadinamas retinolis yra tirpus riebaluose. Karotinai, ypa¢ p-karotinas
gaminami daugybés augaly, jskaitant ir baltajj $ilkmedj. Zarnyne B-karotinas virsta j vitamina A.
Absorbuotas i$ zarnyno retinolis pernesamas j kepenis, kur jis laikomas. Normaliomis saglygomis 95
proc. viso vitamino A kaupiasi kepenyse. Prireikus vitaminas A iSsiskiria i§ kepeny, taCiau btina
tvirtai prijunges prie savo specifinio baltymo nesiklio [50].

Retinolis pasizymi trimis pagrindinémis fiziologinémis funkcijomis:

1. Somatiné arba sisteminé — §is vitaminas reikalingas epitelio strukttiry ir kauly vystymuisi ir
diferenciacijai.

2. Reprodukciné - vitaminas A yra biitinas placentos vystymuisi, vaisiaus bei embriono augimui.

3. Vizualiné — retinolis svarbus regéjimui, manoma, kad ir spalvy suvokimui [51].

Zmonéms, kuriems triiksta vitamino A, pasireiskia jvairios ligos. DaZniausiai sutrinka regéjimas,
i8sivysto akiy liga (kseroftalmija). Taip pat sutrinka organizmo atsparumas infekcijoms. Vitamino
perdozavimas irgi néra naudingas sveikatai. Gali pasireik$ti galvos skausmas, galvos skausmas,
sutrikti virSkinimas, luptis odos epidermis [52].

CH CH,

3

H,C CH,

T W Ve Wi

CH,

10 pav. Retinolio struktiira [53]
1.5. Bioaktyviy junginiy iSskyrimas

Kokybiniai ir kiekybiniai bioaktyviy junginiy i$ augaliniy medziagy tyrimai daugiausia priklauso nuo
tinkamo ekstrakcijos metodo pasirinkimo. Ekstrahavimas yra pirmasis bet kokio vaistinio augalo
tyrimo zingsnis ir turi jtakos galutiniam rezultatui. Kiti svarbis veiksniai ekstrahavimo procesams
yra augalo dalies savybés, tirpiklis, temperatira, slégis ir laikas. Vieni i$ naudojamy metody yra SKE-
CO2 (superkritiné ckstrakcija anglies dvideginiu) ir ETPS (pagreitinta ekstrakcija organiniais
tirpikliais) [54].
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SKE yra pigus ir efektyvus metodas. Naudojamas superkritinis skystis gali bati bet kuri medziaga,
kurios temperatira ir slégis virSija kritinj taska. Jis gali sklisti per kietasias medziagas kaip dujos ir,
kaip skystis istirpinti medziagas. Superkritiniai skysciai yra tinkami kaip organiniy tirpikliy pakaitalai
jvairiuose pramoniniuose ir laboratoriniuose procesuose [55]. Anglies dioksidas ir vanduo yra
dazniausiai naudojami superkritiniai skys¢iai. Anglies dioksida paprasta naudoti, jis yra nebrangus,
nedegus, netoksiSkas, chemiskai stabilus ir gali buti lengvai ir visis$kai paSalinamas i§ bet kokio
ekstrakto [56].

Ekstraktorius yra sudarytas i§ CO. dujy, ekstrakcijos, méginio surinkimo rezervuary, auSinimo,
kaitinimo sistemy, pompos (zr. 11 pav.). CO2 dujos i§ rezervuaro patenka j auSintuva, kad dujos
suskystéty. Tolimesniame etape Sios dujos yra pakaitinamos ir atitinkamu slégiu tiekiamos j
ekstrakcijos rezervuarg. Tada superkritinis skystis ir jame iStirpe komponentai patenka j surinkimo
rezervuarg, Kuriame modifikuojant slégj arba temperatirg, jie gali bati kondensuojami
kondensatoriuje [55].

Sildymo sistema
COn tielamas =
|
Fstikcijos Matavimo voftuvas
rezervuaras -~
¥
Saldytuvas
\ Srautas
—
oee  Ht Pompa Meginio surinkimas
HH
—
(D |
L
_#%
L :
Pagildymo rité

11 pav. SKE-CO; ekstraktoriaus schema [55]

Pagreitintos ekstrakcijos organiniais tirpikliais metodas naudojamas nuo 1995 mety. ETPS sistemoje
ekstrahavimo procesas atlieckamas esant temperatiirai, virSijanciai tirpiklio virimo temperatiirg, o
slegis ekstrahavimo kameroje turi biiti aukstas, kad tirpiklis buty skystas. Tiek temperatiira, tiek slégis
turi jtakos proceso efektyvumui. Esant temperatiirai nuo 50-150 °C padidéja analidiy tirpumas,
difuzijos greitis, susilpnéja van der Valso jégos, sumazé¢ja tirpiklio klampa ir pavirSiaus jtempis [57].

ETPS ekstraktoriy sudaro tirpiklio, azoto, surinkimo rezervuarai, siurblys, kaitinimo sistema,
ekstrakcijos celé (zr. 12 pav.). Pirmiausia sistema yra pasildoma iki reikiamos temperatiiros, tada
istatoma celé pripildyta augaline Zaliava, kad procesas vykty tolygiau zaliava daznai sumaiSoma su
bevandeniu natrio sulfatu ar diatomitu. Véliau celé patenka j kaitinimo sistema, uzpildoma tirpikliu
ir prasideda gavybos procesas. Uzpildymo procesas yra labai svarbus, nes apsaugo junginius nuo
sgveikos su deguonimi ir oksidaciniy procesy [58].

Sia sistema lengva naudotis, trumpas ekstrahavimo laikas (apie 15 min). ETPS metodas taip pat yra
pigus, greitas, reikalingas nedidelis tirpiklio kiekis ekstrakcijai, galima naudoti jvairius tirpiklius,
i8skyrus stiprias riigstis ir bazes, automatizuota sistema kontroliuoja procesa [57].
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12 pav. ETPS ekstraktoriaus schema [58]

Augaliniai ekstraktai yra naudojami tolimesniems tyrimams, identifikuojami juose esantys junginiai.
Sie ekstraktai paprastai yra labai vertingi, nes juose yra jvairiy bioaktyviy junginiy, kurie naudingi
zmogaus sveikatai, pasizymi antioksidaciniu, antikancerogeniniu, antimikrobiniu, antimutageniniu,
prieSuzdegiminiu poveikiu [59]. Tod¢l yra pla¢iai naudojami maisto pramongje Kuriant funkcinius
maisto produktus. Natiiraliis ekstraktai yra naudojami kaip konservantai, pailgina produkty galiojimo
laikg, sumazina rizika apsinuodyti maistu, nes slopinamas bakterijy (bacillus cereus, staphylococcus
aureus, escherichia coli, pseudomonas aeruginosa, salmonella typhi) dauginimasis [60]. Taip pat
ekstraktai panaudojami ir vaisty pramong¢je. Slopina bakterijy dauginimasi, kurios sukelia infekcijas
Zmogaus organizme [61].

1.6. Laisvieji radikalai ir ju poveikis

Laisvieji radikalai yra chemiSkai aktyviis, nestabildis, atomai, jonai arba molekulés, kurie turi
nesuporuotus elektronus. Taip pat jie pasizymi trumpa gyvavimo trukme ir paprastai jy poveikis
pasireiskia toje vietoje, kur Sie junginiai susidaro. Kai kurios laisvyjy radikaly raisys prasiskverbia j
lastele ir sukelia DNR pazeidimus, lipidy peroksidacija, baltymy fragmentacija (zr. 1 lentelé). Siy
procesy susiformavimas lemia neurodegeneraciniy, Sirdies ir kraujagysliy, létiniy ligy iSsivystyma,
pagreitina sené&jimo procesus, atsiranda nutukimo rizika [62].
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1 lentelé. Laisvyjy radikaly klasifikacija ir poveikis [62]

Laisvasis radikalas Molekuliné formulé Poveikis
1) Reaktyviosios deguonies formos ROS
Superoksido jonas O
Ozonas O3
Singletinis deguonis 10,
Hidroksilo radikalas OH' lipidy oksidacija ir peroksidacija
— - baltymy oksidacija
Vandenilio peroksidas H-0> DNR pazeidimas
Hipochlorito riigstis HOCI
Alkoksilo radikalas RO
Peroksilo radikalas ROO*
Hidroperoksilo radikalas ROOH®
2) Reaktyviosios azoto formos RNS
Azoto oksidas NO* lipidy peroksidacija
— DNR pazeidimas
Azoto dioksidas NOy baltymy oksidacija
Peroksinitritas ONOO~
3) Reaktyviosios sieros formos RSS baltymy oksidacija
- - DNR pazeidimas
Thil radikalas RS’ ROS gamyba

Laisvieji radikalai organizme susiformuoja skirtingy biocheminiy procesy metu, jskaitant:
molekulinio deguonies redukcijg aerobinio kvépavimo metu gaunant superoksido ir hidroksilo
radikalus; Salutiniai produktai po katecholaminy oksidacijos ir arachidono rtgsties pakopinio
aktyvinimo; superoksido ir hipochlorito ragsties (HOCI) gamyba aktyvintais fagocitais; azoto oksido
gamyba kraujagysliy endotelyje ir kitose lastelése. Be to, laisvieji radikalai gali buti gaminami
veikiant elektromagnetine spinduliuote, pavyzdziui gama spinduliais gali suskaidyti vanden; ir taip
gauti hidroksilo radikalus [63].

ROS pazeidzia sveikas lasteles, pakeicia jy funkcija, sukelia organizme uzdegima ir i$sivysto tokios
ligos kaip glomerulonefritas (inksty pazeidimas), vaskulitas (kraujagysliy uzdegimas), reumatoidinis
artritas (sgnariy uzdegimas), pankreatitas (kasos uzdegimas). Taip pat sukelia Sirdies ir kraujagysliy
ligas, padidéja infarkto, insulto rizika. Zmogui pasireiskia ankstyvaus sené¢jimo poZzymiai,
pazeidziamos kepenys, akys, gali atsirasti smegeny, nervy sistemos pazeidimai. Laisvyjy radikaly
kiekis gali padidéti dél netinkamos mitybos, per mazai SU maistu vartojant antioksidanty, vitaminy.
Taip pat ROS formavimg skatina: gelezies perteklius, alkoholio vartojimas, kraujo perpylimai, saulés
radiacija, apsinuodijimas $vinu, cigareciy diimai [64].

1.7. Antioksidantai

Lastelés sugeba apsisaugoti nuo Zalingo laisvyjy radikaly poveikio déka antioksidanty. Sie junginiai
pasalina ir uzkerta kelig reaktyviyjy deguonies rasiy susidarymui. Antioksidaciniai junginiai atiduoda
laisviesiems radikalams elektronus, juos neutralizuoja ir taip jie pasisalina i§ organizmo.
Antioksidanty veikimas yra priesingas nei laisvyjy radikaly [65].

Sie bioaktyviis junginiai yra skirstomi j endogeninius ir egzogeninius. Egzogeniniams priklauso:
1) augaly fenoliai (flavonoidai ir fenolinés riigstys);
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2) vitaminai (E, C, beta-karotenas);
3) mineralai (cinkas, selenas, magnis) [66].

Endogeniniai:

1) fermentai (Superoksido dismutazé, katalazé, glutationo peroksidazé, glutationo reduktazé,
tioredoksino reduktazé, gliukozés-6-fosfato dehidrogenazé);

2) nefermentiniai (glutationas, lipoiné ruigstis, Slapimo rtigstis, NADPH, albuminas, bilirubinas) [67].

1.8. SilkmedzZio lapy antioksidacinis poveikis aliejuje

Laikant ir kepant lipidai yra jautris oksidacijai. Budingi poky¢iai, susij¢ su oksidaciniu pablogéjimu,
apima nemaloniy skoniy, kvapy atsiradimg, spalvos, konsistencijos pokycius. Oksidacijos metu
susidaro hidroperoksidai, kurie suyra ir susidaro produktai, tokie kaip alkoholiai, aldehidai, ketonai
ir angliavandeniliai, kurie suteikia nemalony aromatg. Taip pat padidéja laisvyjy riebaly ragsciy
kiekis. Norint pailginti lipidy galiojimo laika, naudojami antioksidantai.

Indijos mokslininkai isanalizavo Silkmedzio (lot. Morus indica 1.) lapy ekstrakty ir milteliy
antioksidacinj aktyvuma ryziy séleny aliejuje. Aliejus 5 dienas buvo oksiduojamas 100 °C
temperatiiroje. Prie§ tai buvo nustatytas antioksidanty kiekis lapuose. Paaiskéjo, kad juose yra
askorbo rugsties, a-tokoferolio, b-karotino ir glutationo. Aliejuose, kuriuose buvo pridéta silkmedzio
ekstrakto, peroksido vertés buvo mazesnés, lyginant su kontrole. Taip pat radikaly pasalinimo
aktyvumas (RSA) buvo didesnis, lyginant su aliejumi be priedy. Tai jrodo Silkmedzio lapy
efektyvuma slopinant lipidy oksidacijg. Kito tyrimo metu aliejus buvo valandg termiskai apdorotas
180 °C temperatiiroje. Gauti tyrimai parodé mazesnes peroksido vertés ir didesnj RSA kiekj. Tad
galima teigti, kad pridedant nattraliy antioksidanty, pailgéjo aliejaus stabilumas ir Silkmedzio
ekstraktai turéjo geresnj poveikj nei milteliai. SilkmedZio lapai gali bati puikiu valgomojo aliejaus
antioksidantu [3].
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI
2.1. Tyrimo objektas

Tyrimams buvo naudojami baltojo ilkmedzio (lot. Morus alba) dziovinti lapai. Sie lapai buvo
renkami 2019 mety rugséjo pabaigoje i§ privataus tikio, Kauno rajone. Lapai buvo dziovinami 25 °C
ir apsaugoti nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

2.2. Reagentai

Ekstrakty paruo$imui naudoti reagentai:

— analitinio grynumo etanolis, heksanas, acetonas, metanolis (,,Sigma Aldrich®, Darmstadt,
Vokietija);

— distiliuotas vanduo (,,Milipore*, Bedford, JAV);

— CO2 dujos (,,Aga Sia“, Ryga, Latvija);

— azoto dujos (,,Aga Sia“, Ryga, Latvija);

— diatomitiné zemé (,,Thermo scientific*, JAV).

Antioksidacinio aktyvumo nustatymo eksperimentams:

— Folin Ciocalteau (,,Sigma Aldrich, Darmstadt, VVokietija);

— galo rugstis (,,Fluka®, Lenkija);

— natrio karbonatas (Na2COs) (,,Chempur*, Lenkija);

— DPPH" (,,Sigma Aldrich*, Darmstadt, VVokietija);

— BHT (,,Sigma Aldrich*, Darmstadt, VVokietija);

— ABTS'" reagentas (,,Sigma Aldrich*, Vokietija);

— troloksas (,,Sigma Aldrich*, Darmstadt, VVokietija);

— 2,2'-azobio (2-amidinpropano) dihidrochloridas (,,Sigma Aldrich*, Darmstadt, VVokietija);

— fluoresceinas (,,Sigma Aldrich*, Darmstadt, VVokietija);

— vienkartinés, plastikinés kiuvetés (,,Fluka“, Lenkija);

— PBS tirpalo paruo$imui: NaCl, KH2PO4, Na2HPO4, KCI, K2S,0s (,,Sigma Aldrich®, Darmstadt,
Vokietija).

Chromatografinés analizés tyrimams:

— ESCh grynumo tirpikliai kaip metanolis, acetonitrilias (,,Sigma Aldrich, Darmstadt, Vokietija);
— ultra $varus vanduo (,,Milipore*, Bedford, JAV).

2.3. Naudoti prietaisai

— Dionex ASE 350 ekstraktorius (,,Thermo Scientific*, Massachusetts, JAV);
— Speed SFE Prime ekstraktorius (,,Applied Separation, Allentown, JAV);
— rotacinis - vakuminis garintuvas (,,BUCHI Labortechnik GmbH*, Essen, Vokietija);
— ultragarsiné vonelé ,,Ultrasonic power* (,,Emag®, Vokietija);
— TurboVap LV garintuvas (,,Marshall scientific*, Hampton, JAV);
— ZM 200 maltinas (,,Retsch, Haan*, VVokietija);
— skaitytuvas FLOUstar Omega (,,BMG Labtech GmbH*, Ortenberg, VVoketija);
— analitinés svarstyklés SCALTEC (,,SCALTEC instruments GmbH*, Goéttingen, VVokietija);
— oksipresas Mikrolab Aarhus (,,Mikrolab Aarhus*, Hgjbjerg, Danija);
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— Genesys UV-Vis spektrofotometras (,, Thermo Scientific*, Rocester, JAV);

— automatinés pipetés: 20-200 pl ir 100-1000 pl (,,CAPP*, Danija);

— termostatas (,, TermoOctat*, TC-80 M-2);

— mikrolékstelés (,,Anicrin, Scorze*, Italija);

— Acquity Ultra Performance LC skys¢iy chromatografas (,,Waters, Milford“, JAV) su Bruker maxis
4G masiy spektrometru (,,SelectScience®, Billerica, JAV).

2.4. Augalo paruosSimas ir ekstrakty gamyba

Ekstraktams paruosti buvo naudojami iSdziovinti baltojo Silkmedzio (lot. Morus alba) lapai. Lapai
buvo susmulkinti laboratoriniu maliinéliu Mill ZM 200 (Vokietija) naudojant 0,5 mm skyluciy
diametro sietelj. Susmulkinti lapai buvo laikomi sandariame, stikliniame inde. Véliau $i zaliava buvo
panaudota ekstraktams gauti. Buvo panaudoti Sie ekstrakcijy metodai: pagreitinta ekstrakcija
organiniais tirpikliais (ETPS), superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO2). Tyrimy
schema pateikta 13 paveiksle.
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Smulkinti S§ilkmedZio

Pagreitinta ekstrakcija
organiniais tirpikliais
(ETPS)

v

ETPS etanolinis 90 °C
ekstraktas (EtOH)

v

ETPS heksaninis 80 °C
ekstraktas (HEX)

A

ETPS acetoninis 100
OC ekstraktas (AC)

'

ETPS metanolinis 120
OC ekstraktas (MeOH)

v

ETPS vandeninis 120
OC ekstraktas (H20)

lapai
Superkritine Superkritine
ekstrakcija anglies ekstrakcija anglies
dvideginiu (SKE- dvideginiu (SKE-
COz2) 20 MPa slégyje CO2) 30 MPa slégyje
SK-CO: (20 SK-CO: (30
MPa) ekstraktas MPa) ekstraktas
\4

Po SK-CO2 (20 MPa)
ekstrakcijos zaliava

'

ETPS etanolinis 90
0C ekstraktas (EtOH)

'

ETPS heksaninis 80
OC ekstraktas (HEX)

v

ETPS acetoninis 100
OC ekstraktas (AC)

v

ETPS metanolinis
120 °C ekstraktas
(MeOH)

ETPS vandeninis 120
OC ekstraktas (H20)

Po SK-CO2 (20 MPa)
ekstrakcijos zaliava

'

ETPS etanolinis 90
OC ekstraktas (EtOH)

v

ETPS heksaninis 80
0C ekstraktas (HEX)

A 4

ETPS acetoninis 100
OC ekstraktas (AC)

\ 4

ETPS metanolinis
120 9C ekstraktas
(MeOH)

'

ETPS vandeninis 120
OC ekstraktas (H20)

Ekstraktai:

SK-CO: (20, 30 MPa);

ETPS (EtOH, HEX, AC, MeOH, H20);
ETPS (EtOH, HEX, AC, MeOH, H20, naudojant Zaliava po SKE-CO2 prie 20 MPa);
ETPS (EtOH, HEX, AC, MeOH, H20, naudojant Zaliava po SKE-CO2 prie 30 MPa).

/

Antioksidacinio
aktyvumo jvertinimas:
DPPH;, ABTS*, ORAC,

BFJK metodais

\

N

Chromatografijos metodai:
ekstrakty sudéties kokybinis
ir kiekybinis nustatymas
(UESCh-MS)

Oksidacijos slopinimo
tyrimas kanapiy aliejuje
oksipreso, masés
prieaugio metodais

13 pav. Silkmedzio lapy ekstrakty gamybos ir tyrimy schema
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2.4.1. Pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais (ETPS)

Dionex ASE 350 ekstraktorius (Massachusetts, JAV) buvo naudojamas ekstrakcijoms atlikti.
Pirmiausia celés buvo uzpildomos 5,1 g Silkmedzio lapais sumaiSytais su 5 g diatomitine Zeme.
Diatomitiné Zemé buvo naudojama tam, kad procesas vykty tolygiau. Kiekvienos celés galuose buvo
dedami celiuliozés filtrai, kad nepatekty daleliy j Silkmedzio lapy ekstraktus. Ektrakcijos buvo
atliekamos skirtingais tirpikliais ir priklausomai nuo tirpiklio buvo parenkamos skirtingos
temperatiiros. Etanolinéms ektrakcijoms buvo naudojama 90 °C temperatiira, heksaninéms — 80 °C,
acetoninéms — 100 °C, metanolinéms, vandeninéms — 120 °C. Ekstrakcija buvo vykdoma trimis
ciklais po 15 minuciy, esant 10 MPa slégiui. Po ekstrakcijos organiniai tirpikliai buvo pasalinami
naudojant rotacinj garintuvg (Vokietija) ir dar papildomai dziovinami azotu. Surinkti $ilkmedzio lapy
ekstraktai buvo laikomi stikliniuose buteliukuose -18 °C temperatiiroje.

2.4.2.Superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-COz)

Ekstrakcijos buvo vykdomos su Speed SFE Prime ekstraktoriumi (Allentown, JAV). Celé 20 cm®
buvo pripildyta 20 gramy Zaliavos. Abicjuose celés galuose buvo uzdétos guminés tarpinés ir
gabaliukas vatos. Prie§ pradedant eksperimenta buvo nustatyta 50 °C temperatiira, slégis buvo
parinktas 20 ir 30 MPa. Visy pirma, 10 min vyko statiné ekstrakcija, o véliau dinaminé ekstrakcija.
Dinaminés ekstrakcijos metu buvo palaikomas pastovus 2 I/min srautas. Ekstrahavimo laikas buvo
nustatomas rankiniu biidu, kas 10 minuciy fiksuojant ekstrakto svorj. Kai svoris nebekito, ekstrakcija
buvo nutraukiama. Ekstraktas rinktas j stiklinj buteliukg, kuris prie$ atlickant eksperimentg buvo
pasvertas. Véliau ekstraktai buvo sudéti j maZesnius, tamsius buteliukus ir laikomi $aldytuve 4 °C
temperatiroje iki kity tyrimy.

2.5. Méginiy paruosSimas eksperimentams

Antioksidacinio aktyvumo tyrimams buvo paruoSiami 1 % koncentracijy ekstrakty tirpalai. Ekstraktai
buvo tirpinami metanolyje arba vandenyje atsizvelgiant j jy tirpuma. Véliau priklausomai nuo tyrimo
metodo ekstraktai buvo skiedziami kelis kartus su PBS arba organiniais tirpikliais.

2.6. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) Folin-Ciocalteu metodu

Naudojantis Folin-Ciocalteu‘o (1927) metodiniu apraSymu buvo nustatytas bendras fenoliniy
junginiy kiekis [68]. Siam metodui atlikti naudojamas reagentas Folin-Ciocalteu (Sveicarija).

Eksperimentui atlikti buvo ruos$iamas natrio karbonato (Na,COz) 7,5 % tirpalas. Taip pat Folin-
Ciocalteu reagentas buvo istirpintas distiliuotame vandenyje, santykiu 1:9. Fenoliniy junginiy kiekio
nustatymui 150 pl 0,1 % ekstraktas buvo sumaisytas su 550 ul Folin-Ciocalteu reagentu ir 450 pl
Na>COs, Paruosti méginiai buvo inkubuojami 30 minuéiy ir tada buvo iSmatuoti rezultatai naudojant
Genesys UV-Vis spektrofotometra (Rocester, JAV), kai bangos ilgis buvo 765 nm. Kalibraciné tiesé
buvo nubrézta naudojant etaloninius galo ragsties tirpalus. Bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo
apskaicCiuotas pagal (1) formulg, o rezultatas iSreikstas galo r. ekvivalentais (mg/g GRE).

C=cxVxmt 1)

¢ia: C — bendras fenoliniy junginiy kiekis (mg/g GRE);
¢ — galo riigSties koncentracija i8reikSta pagal kalibracing kreive mg/ml;
V — ekstrakto taris ml; m — ekstrakto masé.
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2.7. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH’) radikaly sujungimo tyrimas

Naudojantis Brand-Williams‘o ir kt. (1995) metodiniu apraSymu buvo atliktas laisvyjy radikaly
(DPPH") sujungimo eksperimentas [69]. Pirmiausia buvo paruostas 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo
radikalo tirpalas. Pasvertas 0,0059 g DPPH" buvo istirpintas metanolyje, 250 ml matavimo kolboje.
Tada j vienkartines kiuvetes buvo pilama 10 pul 0,1 % ekstrakto ir 990 ul DPPH". Véliau méginiali
buvo inkubuojami 30 minuciy ir tada buvo iSmatuotas §viesos absorbcijos sumazéjimas Su Genesys
UV-Vis spektrofotometru (Rocester, JAV), kai bangos ilgis 515 nm.

Kalibraciné ties¢ buvo nubrézta naudojant etaloninius trolokso tirpalus, skirtingomis
koncentracijomis. DPPH" radikaly sujungimas buvo apskaiCiuotas pagal (2) formulg, o rezultatas
iSreikstas trolokso ekvivalentais (umol/g ekstrakto).

DPPH 1o=DPPHri 40 %: @)
DPPHT,

DPPHinaktyvumo % =

¢ia: DPPHTo — absorbcija tuscio bandinio;
DPPHrTi — absorbcija bandinio su ekstraktu.

2.8. 2,2-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono rigsties) (ABTS ) laisvyjy radikaly-katijony
sujungimas

Re‘o ir kt. (1999) metodinis apraSymas buvo panaudotas (ABTS *) laisvyjy radikaly sujungimo
tyrimui [70]. Pirmiausia buvo paruostas 500 ml kolboje PBS tirpalas. Siam tirpalui paruoti buvo
jdéta 4,09 g NaCl, 0,135 g KH2PO4, 0,71 g Na2HPO4, 0,075 g KCI ir praskiesta distiliuotu vandeniu
iki matavimo kolbos Zymés, kad pH buty 7,4. Tada buvo pasverta 0,0549 g ABTS " reagento ir
sumaiSyta su 50 ml PBS tirpalu, kad buty gautas pradinis ABTS ™ tirpalas. Kito tirpalo paruo$imui
0,0038 g K2S20g buvo istirpintas 200 pl distiliuotame vandenyje. Véliau $ie du tirpalai buvo
sumaisomi ir laikomi 15 valandy, tamsioje patalpoje, 24 °C temperatiiroje.

ABTS ™ laisvyjy radikaly sujungimui j vienkarting kiuvete buvo jpilta 10 pl 0,1 % ekstrakto, 990 pl
ABTS " tirpalo ir inkubuojama 6 min. Po inkubacijos buvo matuojami rezultatai su Genesys UV-Vis
spektrofotometru (Rocester, JAV), kai bangos ilgis 734 nm.

Kalibraciné kreivé buvo nubrézta naudojant etaloninius trolokso tirpalus, skirtingomis
koncentracijomis. Trolokso ekvivalento antioksidacinis koeficientas (TEAC) buvo apskai¢iuotas
padalinus antioksidanto inhibicijos tiesés kampg i$ trolokso kalibracinés kreivés inhibicijos tiesés
kampo.

2.9. Deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymas (ORAC)

ORAC eksperimentas atliktas pagal Prior‘o ir kt. (2003) metodikos aprasa su nedideliais pakeitimais
[71]. Eksperimentui atlikti yra naudojami PBS, azobio ir fluoresceino tirpalai. Azobio tirpalas buvo
gautas, 0,651 g AAPH istirpinus 10 ml PBS. Fluoresceino tirpalai buvo paruosti trijy koncentracijy:

S1=0,045 g fluoresceino istirpinta 100 ml PBS;
S2=0,5 ml S; tirpalo skiesta 100 ml PBS;
S3 =0,8 ml S tirpalo skiesta 50 ml PBS.
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Tada 25 pl pilama ekstrakto j mikroléksteles, uzlipama 150 ul Sz fluoresceino tirpalu ir dedama 15
minuciy 37 °C inkubacijai j FLOUstar Omega skaitytuva (Voketija). Véliau j mikroléksteles buvo
dar pilamas azobio tirpalas. Eksperimentas vyko 120 minuciy, kai emisijos bangy ilgis 520 nm.
Kalibraciné kreivé buvo nubrézta pagal skirtingas trolox koncentracijas (3—40 uM). Rezultatai buvo
apskaiciuoti, naudojantis kalibracine kreive ir ploto regresijos lygtimi. Plotas po kreive (AUC) buvo
apskaiciuotas pagal §ig (3) formulg:

AUC = 1+ fi/fo + foffo+.. . +/fo; (3)

¢ia: fo — pradiné fluorescencijos verte;
f1 — fluorescencijos verté tam tikra laika.

2.10. Riebaly oksidacinio stabilumo nustatymas Oksipreso metodu

Siam tyrimui buvo pasirinktas kanapiy aliejus, o jo oksidacinis stabilumas buvo jvertintas naudojantis
Sabolova ir kt. (2017) metodiniu apraSymu [72].

Pirmiausia j oksipreso stiklinius buteliukus buvo jpilta po 6 g kanapiy aliejaus su ekstraktu. Tada
buteliukai buvo patalpinti j metalines celes, o celés jdedamos j Mikrolab Aarhus oksipreso aparatg
(Hgjbjerg, Danija). Temperatiira buvo nustatyta 110 °C, o slégis — 0,5 MPa. Kompiuteris automatiskai
nubrézé deguonies slégio kitimo Kreives, tada buvo nubréztos liestinés ir jy susikirtimo taskas parodé
IP (indukcinj perioda). Indukcinis periodas parodo, riebaly patvaruma oksidacijai.

2.11. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas masés prieaugio metodu

Antioksidacinis aktyvumas buvo jvertintas pagal Gordon‘o (2001) metodika [73]. Eksperimentui
buvo naudojamas kanapiy aliejus.

Pirmiausia 77 g aliejaus buvo sumaiSyta su 0,077 g ekstraktu ir tirpinama ultragarso voneléje 30 min.
Véliau méginiai buvo ipilstyti po 25 gramus j chemines stiklines ir sudedami j termostatg 40 °C
temperattiroje. Méginiy svoris buvo fiksuojamas kas antra, treCig diena, triS ménesius. Svoris
padidéja, nes atmosferos deguonis jungiasi su nesoCiosiomis riebaly rigStimis. Ekstrakty
antioksidaciniui aktyvumui jvertinti buvo nustatytas méginiy indukcinis periodas (IP) ir buvo
palygintas su tusc¢iojo bandinio ir aliejaus su sintetiniu BHT indukciniu periodu.

2.12. Peroksidy skaiciaus nustatymas jodimetriniu metodu

Peroksidy skai¢ius buvo nustatytas pagal Semb‘o (2012) metodika [74]. Sis procesas yra svarbus, nes
parodo, kiek riebaluose yra peroksidy arba i Sias medziagas panasiy lipidy oksidacijos produkty. Taip
pat $is metodas leidZia jvertinti riebaly sugedimo laipsnj.

Pirmiausia j kiiging kolba buvo pasverta 5 g riebaly, uzpilama 30 ml chloroformo, ledinés acto
rugsties, santykiu 2:3 ir jpilta kalio jodido tirpalo, kuris buvo tirpintas distiliuotame vandenyje. Tada
paruos$tas méginys buvo plakamas 1 minute. Po minutés jpilta 30 ml distiliuoto vandens bei jlasinta
5 1a8ai 1 % krakmolo kleisterio. Tada buvo titruojamas méginys 0,01 N Na»SOg tirpalu iki kol iSnyko
melyna jodo spalva. Taip pat buvo atlieckamas ir kontrolinis bandinys, tik be aliejaus. Peroksidy
skaiCius iSreiskiamas mekv/kg ir buvo apskaiciuotas pagal (4) formulg:

_ (V-V;)-N-1000,

ps = AT (4)
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¢ia: V, V1 - NaxSOq tirpalas sunaudotas tiriamiesiems ir kontroliniams bandiniams nutitruoti, ml;
N - NaSOq tirpalo koncentracija;
m — bandinio mas¢, g.

2.13. Ekstrakty ir trigliceridy sudéties, bei kiekio nustatymas ultra efektyviosios skysciy
chromatografijos masiy spektrometrijos metodu

Ekstrakty ir trigliceridy sudéciai nustatyti buvo naudojamas Acquity Ultra Performance LC skysCiy
chromatografas (JAV) su Bruker maxis 4G masiy spektrometru (JAV). Metodas buvo sudarytas
naudojant Taleuzzaman‘o ir kt. (2015) metodinj apraSyma su nedideliais pakeitimais [75].

Junginiams isskirstyti buvo naudojama BEH C18 kolonélé (50 x 2,1 mm) su 1,7 um sorbento daleliy
dydziu. Kolonélés temperatiira buvo palaikoma 25 °C. Eliuenty sistema sudaré A — 0,4 % skruzdziy
rugsties vandeninis tirpalas, B — acetonitrilas. Analizés pradzioje B buvo 0 %, o A 100 %, véliau per
9 min B buvo padidintas iki 100 %. Siose salygose buvo islaikyta 1 min. Po to per 1 min gradientas
buvo sugrazintas j pradines sglygas. Judriosios fazés greitis buvo nustatytas 0,4 ml/min, o jleidziamas
méginio ttris buvo 1 uL. Aptikti junginiai buvo identifikuojami specialiu diody matricos detektoriumi
(DMD), esant bangos ilgiy intervalui 220-450 nm. Detektoriaus parametrai buvo nustatyti ir gauti
duomenys buvo apdoroti, naudojant HyStar programine jrangg. MS eksperimentai buvo atlikti
neigiamos jonizacijos rezimu, naudojant +4000 V Kkapiliaro jtampa, azoto dujas dziovinimui, kai
tekmés greitis — 10 I/min, o iSpurskimo slégis 0,2 MPa. Tarpusavyje derinant pilno skenavimo ir
MS/MS modelius buvo apskai¢iuotos tikslios junginiy molekulinés formulés intervale 100-1500
m/z, kai skenavino greitis buvo 2,5 Hz. Naudojant MS/MS modelj buvo nustatyti junginiai, kuriy
negalima vienareikSmiskai identifikuoti vien tik pagal tikslias mases. Pagal junginiy masés spektrus,
eliucijos trukmés sutapimg, gautus fragmentus buvo atliktas chromatografiniy smailiy
identifikavimas. Gauti duomenys buvo lyginami su literatiros duomenimis. Identifikavimui
nezinomy junginiy buvo taikytas rezimas — MS/MS, Kai celéje fragmentavimo jtampa buvo 35 eV.

Pagal Ikeda ir kt. (2009) metodinj apraSyma buvo identifikuoti trigliceridai [76]. Trigliceridy analizei
buvo naudojama ta pati Acquity Ultra Performance LC sistema (JAV) su masiy spektrometru, kurioje
buvo nustatyta 350 °C temperatiira, analinés trukmés laikas buvo 4 min. 250 ml mobili fazé buvo
paruosta i§ 81,85 % metanolio, 0,05 % amonio acetato, 18,0 % 2-propanolio, 0,10 % acto rtigsties.
Eliuento tékmés greitis — 0,4 ml/min. ESI rezimu veiké masiy spektrometras, 150 V buvo nustatytas
fragmentavimo potencialas, o kapiliary jtampa -4000 V. Intervale nuo 200 iki 1000 m/z buvo gauti
masiy Spektrai. Véliau buvo atliktas chromatografiniy smailiy identifikavimas ir procentinis
trigliceridy sudéties nustatymas pagal smailiy ploty procentus.

2.14. Statistinis rezultaty apdorojimas

Tyrimy duomenys buvo apdoroti naudojant ,,Microsoft Office Excel* ir statistines programas: ,,SPSS
Statistics 25%, ,,Student‘s TEST*. Tyrimai buvo atlikti trimis pakartojimais, o duomenys isreiksti
vidurkiais ir jvertintas vidutinis standartinis nuokrypis (STDEV).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Ekstrakty iSeigos taikant superkritine ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-CO2)

SKE-CO; ekstrahavimo metodas naudotas lipofiliniams junginiams i$skirti. Procesas buvo vykdomas
60 °C temperatiiroje, 20 ir 30 MPa slégyje. Gauti rezultatai yra pateikti 14 ir 15 paveiksluose.
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14 pav. Silkmedzio lapy SKE-CO; ekstrakcijos kinetika 20 MPa slégyje, 60 °C
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15 pav. Silkmedzio lapy SKE-CO; ekstrakcijos kinetika 30 MPa slégyje, 60 °C
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Atlikus ekstrakcijas su Silkmedzio lapais nustatyta, kad 30 MPa slégyje gaunama didesné iSeiga (1,79
* 0,22 %) nei 20 MPa slégyje (1,43 + 0,18 %). Taip pat 30 MPa slégyje ekstrahavimo laikas yra
trumpesnis, nusistovi iSeiga nuo 130 minutés. Tad galima teigti, kad iSeiga padidéja keiciant slégj, jj
didinant.

Brazilijos mokslininkai atliko SKE-CO- ekstrakcijas, naudojant baltojo SilkmedZzio (lot. Morus alba)
lapus ir nustaté, kad 20 MPa slégyje ir 60 °C iSeiga yra 1,11 %. Lyginant rezultatus, literatiiroje
pateikta iSeiga yra Siek tick mazesné [77]. Rezultatams gali turéti jtakos vieta, i§ kurios buvo skinami
lapai, klimatas, sezoniSkumas.

3.2. SilkmedZio lapy ekstrakty iSeigos, taikant pagreitinta ekstrakcija organiniais tirpikliais

ETPS ekstrakcijos buvo vykdomos naudojant skirtingus organinius tirpiklius: etanolj, heksana,
acetong, metanolj, distiliuotg vandenj. Taip pat atsizvelgiant ] tirpikl] buvo parenkamos skirtingos
ekstrahavimo temperatiiros nuo 80 iki 120 °C. Ekstrakcijy iSeigos procentais pateiktos 16 grafike.
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16 pav. Silkmedzio lapy ekstrakty iSeigos taikant ekstrakcijas tirpikliais padidinto slégio aplinkoje (ETPS)

(1) — zaliava; (2) — zaliava po SKE-CO, ekstrakcijos prie 20 MPa, 60 °C; (3) — Zaliava po SKE-CO- ekstrakcijos prie 30
MPa, 60 °C.

Didziausios ekstrakty iSeigos gautos ekstrahuojant su etanoliu ETPS EtOH (1) (24,06 + 0,51 %),
ETPS EtOH (2) (23,24 + 0,52 %), ETPS EtOH (3) (22,55 + 0,37 %). Siek tiek maZesnés ieigos

nustatytos vandeniniuose ekstraktuose. Metanoliniy ekstrakty iSeiga varijavo nuo 8,48 + 0,25 % iki

16,55 £ 0,27 %. Pacios maziausios iSeigos, maziau nei 4 %, nustatytos acetoniniuose ir heksaniniuose
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ekstraktuose. Galima teigti, kad rezultatams turéjo jtakos parinkto tirpiklio poliskumas. Poliskiausi
tirpikliai yra etanolis ir vanduo, o nepolinis yra heksanas. Taip pat jtakos tur¢jo ir Zaliava, mazesnés
iSeigos buvo gautos, naudojant zaliavg po SKE-CO> ekstrakcijy prie 20 ir 30 MPa slégio.

Piety Koréjos mokslininkai atliko Silkmedzio lapy ekstrakcijas ETPS metodu ir nustaté, kad
etanolinio ekstrakto iSeiga 23,9 %, o vandeninio — 20,5 % [78]. Lyginant rezultatus su literatiiroje
pateiktais, iSeigos yra panasios.

Nastic‘a ir kt. (2018) aprasé tyrimy rezultatus, kuriuose buvo pateiktos jvairiy ekstrakty iseigos,
skirtingais metodais. Vandeninio ekstrakto iseiga buvo 13,40 % ekstrahuojant padidinto slégio
aplinkoje, 120 °C temperatiiroje [79]. Lyginant rezultatus, literatiiroje pateikta iSeiga yra mazesné
apie 5 %. Tikétina, kad rezultatams jtakos turéjo Silkmedzio lapy rasis. Serbijos mokslininkai tyré
juodojo Silkmedzio (lot. Morus nigra) lapus.

3.3. SilkmedZio lapy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Antioksidacinis aktyvumas jvertintas skirtingy ekstrakty, kurie gauti ETPS ir SKE-CO> ekstrakcijy
metu. Tyrimai atlikti naudojant DPPH" (laisvyjy radikaly sujungimo), ABTS™" (laisvyjy radikaly-
katijony sujungimo), ORAC (deguonies radikaly absorbcijos pajégumo) ir BFJK (bendro fenoliniy
junginiy kiekio nustatymo) metodus. Taip pat buvo nustatyti statistiSkai reik§mingi skirtumai
naudojant statisting programa ,,SPSS Statistics 25, Rezultatai pateikti 2 lenteléje.

Antioksidacinis poveikis priklauso nuo fenoliniy junginiy, i§ kuriy pagrindiniai yra flavonoidai ir
fenolinés riigstys. Bendras $iy junginiy kiekis ekstraktuose svyravo nuo 14,83 iki 846 mg GRE g™
ekstrakto. Esminiai skirtumai buvo nustatyti visuose bandiniuose. Maziausias fenoliniy junginiy
kiekis nustatytas taikant ETPS ekstrakcija heksanu, panaudojant zaliavg po SKE-CO; 20 MPa
ekstrakcijos (14,83 + 0,33 mg GRE g%). Didziausias kiekis $iy junginiy nustatytas etanoliniame
ekstrakte, taikant ETPS ekstrakcija (846,38 mg + 0,21 GRE g?%). Siek tick maZesniu kiekiu
pasiZymejo metanolinis, vandeninis ekstraktas, taikant ETPS ekstrakcijg ir kiti etanoliniai ekstraktai,
naudojant zaliavag po SKE-CO; ekstrakcijy. Ekstraktai pasizyméje dideliu polifenoliy kiekiy, gali buti
laikomi natiiraliais antioksidanty Saltiniais.

Didziausias antioksidacinis aktyvumas DPPH", ABTS"" ir ORAC metodais, nustatytas metanoliniame
ekstrakte, kai naudota zaliava po SKE-CO> ekstrakcijos, 30 MPa slégyje. ORAC metodu maziausiu
deguonies radikaly absorbcijos pajégumu pasizyméjo ekstraktas, gautas superkritinés ekstrakcijos
anglies dvideginiu metu, 20 MPa slégyije (17,30 + 0,18 mg g ekstrakto). ABTS"* rezultatai yra labai
panasis tarpusavyje, taciau Siek tiek maZzesnis laisvyjy radikaly-katijony sujungimas nustatytas ETPS
EtOH ekstrakte (0,044 + 0,02 mg TE g?) ir vandeniniame ekstrakte, naudojant Zaliava po SKE-CO;
ekstrakcijos 30 MPa slégyje (0,045 + 0,01 mg TE g1). Statistiikai reik§mingy skirtumy nebuvo tarp
Siy ekstrakty: ETPS MeOH, ETPS MeOH, naudojant Zzaliavg po SKE-CO; ekstrakcijos 20 MPa
slégyje ir EtOH, naudojant zaliavg po SKE-CO> ekstrakcijos 30 MPa slégyje. Taip pat statistiskai
reikSmingy skirtumy nebuvo tarp vandeninio ekstrakto po ETPS ekstrakcijos ir etanolinio ektrakto
naudojant Zaliavg po SKE-CO- ekstrakcijos 30 MPa slégyje. DPPH" metodu maziausias laisvyjy
radikaly sujungimas jvertintas vandeniniame ekstrakte. ORAC, DPPH" metodu statistiSkai reikSmingi
skirtumai buvo nustatyti visuose bandiniuose.
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2 lentelé. Antioksidacinio aktyvumo rezultatai, nustatyti jvairiais metodai
Antioksidaciniai tyrimy metodai

Meéginiai DPPH, mmo ol | ABTS" mg ORAC, mg g BFJK, Mo
TEg TEg! ekstrakto GRE g
ekstrakto g ekstrakto

Superkritiné ekstrakcija anglies dvideginiu (SKE-COy)

SKE-CO; 20 MPa % . 17,30 + 0,18" 27,05 + 0,44°

SKE-CO; 30 MPa - //////////////// 46,51 + 0,349 28,13+ 0,14"

Pagreitinta ktkj rgan tpkl is (ETPS)

E;:PSST; %///////////%% 28,;37 i_ 0,117i 290:5001;;
T s

ETPS EtOH, zaliava po SKE-CO;
20 MP

7
ETPS HEX, 7aliava po SKE-CO; // / 14,83 + 0,331
20 MP R
ETPS AC, zaliava po SKE-CO; / / - 42 57 + 0.22K
20 MP R

ETPS MeOH, zaliava po SKE-
C0, 20 MPa

4,17 £ 0,12f 0,048 + 0,121

215,31 +0,69f

664,21 + 0,14°

1,70 £0,02° 0,055 + 0,08° 537,28 +0,28° 445,90 + 0,57f

7
ETPS H0, zaliava po SKE-CO,

i
20 MPa 366,84 + 0,15

ETPS EtOH, 3231,1\%*; poSKE-COz2 | 3504021¢ | 0,053+0,10° | 118,11 + 0,25¢ 648,57 + 0,429

ETPS MeOH, zaliava po SKE- 1,52 + 0,11a 0,066 + 0'04a 684,72 + 0,52a 386,37 + 0’33h
ETPS H,0, zaliava po SKE-CO; 6.45 + 0.32" 0.045 + 0 01¢

Rezultatai pazymeéti skirtingomis raidémis statistiS$kai reik§mingai skiriasi, (p<0,05).

CO, 30 MPa

417,57 + 0,489

Atlikus tyrimus galima teigti, jog baltojo silkmedzio lapy ekstr kt kaip ETPS EtOH ETPS MecOH,
audojant zaliava po SKE- CO ekstrakCIJOS 30 MPa slégyje, pasizymi antioksidacinémis savybémis
ga 1 biiti naudojami p ugai oksidac up esy. Pagal gautus rezultatus metanollnlal ekstraktal
buvo geriausi, taci dlmt 1 d namumo su maistu ger ai blity gaminti etanolin

ekstraktus, kurie pasiiymi panaéiomis savybémis.

Lenkijos mokslininkai atliko tyrimg su trimis baltojo SilkmedZio lapy veislémis ( ‘Bistro’, ‘Zétwinska
wielkolistna’, ‘Ukrainska’) ir nustaté bendra fenoliniy junginiy kiekj nuo 572,8 + 40,9 iki 761,4 +
56,2 mg GRE g, etanoliniame ekstrakte po ETPS ekstrakcijos [80]. Literatiiroje pateikti duomenys

panaSis su gautais rezultatais.
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Pagal Arfan‘g ir kt. (2012) tiriamojo $ilkmedZzio uogy acetoniniame ekstrakte BFJK kiekis — 140 mg
GRE g, o DPPH" kiekis metanoliniame ekstrakte — 0,75 mmol TE g*. Gautuose rezultatuose
acetoninio ekstrakto bendras fenoliniy junginiy kiekis — 109,94 mg GRE g, o metanolinio ekstrakto
DPPH" kiekis nustatytas 2,01 mmol TE g* [81]. Sie rezultatai $iek tiek skiriasi, nes literatiiroje
pateikiami duomenys apie Silkmedzio uogas, o ne lapus.

3.4. SilkmedZio lapy ekstrakty cheminé sudétis

Junginiai buvo isskirstyti naudojant efektyviaja skyséiy chromatografijg ir aptikti naudojant masiy
spektrometrijg. Baltojo Silkmedzio lapy ekstrakty sudétyje esancios naudingos medziagos buvo
identifikuotos pagal sulaikymo laikus, molines mases, apskai¢iuotas chemines formules, UV spektry
duomenis. Dalis junginiy buvo identifikuoti pagal standartus, o kitiems buvo atliktas MS/MS
fragmentavimas. Ekstraktuose esantys junginiai buvo nustatyti preliminariai, lyginant gautus MS
fragmentus su moksliniuose straipsniuose pateiktais MS fragmentais. Taip pat junginiy tikslesniam
identifikavimui buvo naudojamos internetinés duomeny bazés (ChemSpider, PubChem). Jonizacijos
rezimas buvo parinktas neigiamas ir teigiamas. Lenteléje 3 pateikti junginiai ir jy preliminarts kiekiai,
santykiniais ploto vienetais. Tipinis junginiy i$sidéstymas ekstraktuose pavaizduotas 17 paveikslo
chromatogramoje.
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3 lentelé. Silkmedzio lapy ekstrakty cheminés sudéties kokybiné ir kiekybiné analizé

ETP SKE-

. . .. - ETPS SKE- ETPS ETPS ETPS ETPS ETPS ETPS ETPS ETPS ETPS ETPS
'If'r' s(;‘:g:gg“ “ﬁ:’;‘s';e fo;];:?ér}fm Junginys Efo iTEP)f SEIE MeO EHT %S Czco)z C0,30 | EtOH20 | HEX20 | AC20 | MeOH H,020 | EtOH30 | HEX30 AC 30 MeOH H,0 30

: H H 2 Miba MPa MPa MPa MPa | 20MPa MPa MPa MPa MPa 30 MPa MPa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
2 0,3 133,014 C4HsOs obuoliy ragstis + 1,3 2,0 119,2 + 1,7 2,0 128,4 + 11,5 1,3 117,1
3 04 341,108 C1oH2011 sacharozé 17,4 12,2 | 14,7 9,0 11,7 7,0 14,3 7,7 6,0 10,6 21,3 11,1 7,8
4 04 191,056 C;H1,06 chino rugstis 1,24 1,0 35 46,1 3,2 1,7 43 243,6 2,2 3,9 3,4 131,2
5 0,6 191,019 CsHgO4 citriny ragstis 1,2 1,0 3,4 183,9 3,0 15 41 232,6 2,0 3,6 3,2 209,5

protokatechuinés
6 1,2 315,07 C13H1609 rigities gliukozidas + 1,7 1,6 1,8
7 14 353,087 C16H1809 3-O-kafeoilchino ragstis + 1,0 14 20,7 1,3 11 14 135 11 + 19 11 10,2
8 1,6 353,087 Ci6H1s09 | 5-O-kafeoilchino rugstis + + + + + + + + + + + +
9 1,6 137,024 C;HeO5 salicilo rigstis 15 2,7 1,3 1,6 1,8 2,2 + 1,2 15 3,4 9,3 15
10 1,7 353,087 C16H1509 4-O-kafeoilchino rugstis | 10,8 116 | 214 34,6 17,1 10,5 16,4 20,9 16,1 2,1 32,7 12,9 16,5
11 1,9 337,092 C16H150s kumaroilchino rugstis 1,3 2,1 1,8 1,6 2,1 1,8 1,3 14 1,8 42 + 1,0
12 | 19 | 433208 | CyHuOu pi':;gggi'gégo 6,0 339 | 34 + 8,2 109 | 14 + 9,4 11,0 36,1 12 +
kamferolio rutinozido
13 2,0 755,205 Ca3H40020 heksozidas + + + +
kvercetino-heksozido-
14 2,0 625,141 C,7H30017 heksozidas +
15| 22 | 609,145 | CyHuOus rutinas 31 53 | 53 22 39 26 47 13 2,8 11 9,1 39
16 2,3 173,190 CgH1404 suberiné rugstis +
17 | 25 | 463088 | CuHxOr k"e(riczegl'(”e?c';ter'i‘;gg)'das 76 160 | 179 | 21 8,6 123 | 14,9 11 7,7 7.7 45,7 12,6
18 25 303,051 C15H1,07 taksifolinas + + + + + + +
kvercetino-malonil-
19 25 549,088 C24H2,015 heksozidas 14 1,2 1,6 1,3
20 | 26 | 447,093 | CoHaOn: kamf(‘;rs‘t’:;‘)g:ﬁz:‘s’)z'das 55 117 | 116 | 12 5,9 15 | 87 + 58 o5 | 404 | 79
kvercetino-

21 2,7 505,098 Ca3H2013 acetilheksozidas 1,8 24,4 7.4 14 17,0 75 2,1 3,9 81,2 6,2




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

2 27 | 187,097 | CoHiOs azelaino ragstis 88 | 75 | 82 | 67 | 82 8,7 74 9,1 6,6 6,7 6,5 76 8,0 8.4 8,5 8,5 71

3 2,7 187,097 CoH1604 metilsuberiné rugstis 1,6 + + + + + 1,2

4 28 | 533,093 | CuHpOu kam;‘;fs'(i)‘;i?:‘;o”” 14 + 1,3 13 13

5 28 | 193,050 | CioHioOs ferulo rigitis 25 | 35 + 16 12 14 1,0

6 29 | 489,103 | CyHpOs ac:ﬁmzirs"(:'z‘l’das 14 141 | 45 11 152 | 44 15 4,0 69,8 41

7 33 | 287,055 | CusHiOs eriodiktiolis 8,6 284 | 28 6,1 6,2 + 9,3 64 20,8

8 37 | 327,216 | CiHzOs trinidroksi- | g1 | 48 | 649 | 58 | 34 23 79 16,8 33 | 11,0 + 33 23,2 173 30,7 + 34
oktadekadieno rugstis

9 39 | 227128 | CyHaOs trauminé riigstis 173 | 28 |498 | 64 | 44 60 | 103 14,9 17 9,0 15 34 19,5 16,4 37,9 11 36

10 44 307,191 | CigHz504 dihidrokapsiatas 52 6,6 107 | 11 + 4,7 7,1 3,7 2,0 2,7 4,6 4,1 78 +

11 | 48 | 309207 | CisHaOs metilgingediolis 95 | 140 | 159 | 35 | 21 | 100 | 97 5,7 5,0 44 + 17 6.8 4.6 7.9 16 12

12 | 58 | 293211 | CisHaOs kolneleino riigitis 246 | 1009 | 477 | 27 14 | 172 | 177 938 208 | 7.3 + 21 16,6 17,9 24,7 17 2,7

13 | 59 | 291,196 | CisHz0s kolneleno riigstis 245 | 386 | 45 | + 161 | 125 1,0 17 14 16 36 32

14 | 61 | 295227 | CiHz0s koriolio riigstis 64 | 237 | 92 | 14 191 | 17,6 30 5,7 35 35 71 8,5

15 | 67 | 205158 | CuHzO Nezinomas 11,0 | 104 | 107 | 116 | 112 | 93 | 123 11,0 11,9 | 121 | 123 12,9 12,3 10,8 12,5 13,3 134

16 | 7.6 | 277,216 | CisHaO: linoleno rigstis 11,8 | 935 |412 | 13 16 | 534 | 526 2,8 15 | 30 10 51 77 76 15 13

17 7.9 253,217 C16H300- palmitoleino riigstis + 3,0 15 + + 23 25 + + + + + + + 11 + +

18 | 80 | 279233 | CiHz0; linolo rgstis 107 | 371 | 224 | 12 311 | 276 25 89 32 + 33 6,8 39

19 | 85 | 255233 | CiHs0; palmitino riigstis 46 | 143 | 55 | 29 | 22 | 151 | 125 28 3,7 2,9 25 2,4 3,4 39 44 1,9 3,0

Kiekis nurodytas santykiniais ploto vienetais, x-10°. + — paZzyméti junginiai, kurie yra ekstraktuose, ta¢iau kiekybiskai jy jvertinti nejmanoma dél per mazy kiekiy. Visy rezultaty RSD (santykinis

standartinis nuokrypis) nevirsija 5%.
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17 pav. Silkmedzio lapy acetoninio ekstrakto chromatograma

I$ viso baltojo Silkmedzio ekstraktuose buvo aptikti 38 jvairlis junginiai, i§ kuriy svarbiausi
bioaktyvis:

a) kamferolio dariniai (kamferolio rutinozido heksozidas, kamferolio malonilheksozidas 1,3-1,4,
kamferolio heksozidas 1,2-40,4, kamferolio acetilheksozidas 1,1-69,8);

b) kvercetino dariniai (kvercetino heksozidas 2,1-45,7, kvercetino acetilheksozidas 1,4-81,2,
kvercetino heksozido heksozidas, kvercetino malonilheksozidas 1,2-1,4, rutinas 1,1-9,1, taksifolinas
(dihidrokvercetinas));

d) kavos rigsties dariniai (3-O-kafeoilchino ragstis 1,1-20,7, 5-O-kafeoilchino ragstis, 4-O-
kafeoilchino rtgstis 2,1-34,6);

e) eriodiktiolis (flavanonas) 2,8-28,4;

f) ferulo rugstis (nattralus fitochemikalas) 1-3,5;

e) salicilo ragstis (fenoliné ragstis) 1,2-9,3;

f) vandeniniuose ekstraktuose rasta polihidroksilinty alkaloidy: pipekolio riigsties, hidroksipipekolio
rugsties, taciau labai mazais kiekiais. Daznai literatiroje minimo junginio DNJ nepayko rasti, nes
Siam junginiui identifikuoti naudojami kitokie ekstrakty ekstrahavimo metodai.

Eriodiktiolis ir rutinas buvo identifikuoti pagal standartus. Taip pat baltojo Silkmedzio lapy
ekstraktuose yra organiniy ragsciy: citriny riigsties 1,0-232,6, obuoliy ragsties 1,3-128,4, chino
rigsties 1-243,6. Didziausi kiekiai buvo nustatyti riebaly ragséiy (kolneleino, linoleno, linolo,
palmitoleino, palmitino, kriolio), ta¢iau $ie junginiai néra tokie svarbiis kaip bioaktyvios medziagos,
nepasizymi antioksidacinémis savybémis, neturi naudingo poveikio sveikatai.

Visi gauti rezultatai buvo palyginti su literatiiroje pateikta informacija. Moksliniuose straipsniuose
pateikti silkmedzio lapy ekstraktuose dominuojantys bioaktyvis junginiai, riebaly ragstys, sutampa
su pateiktais rezultatais [22, 82, 83, 84]. Kai kurie junginiai nebuvo rasti Silkmedzio augale, ta¢iau
jie buvo identifikuoti kituose augaluose. Bioaktyviis junginiai aptikti Silkmedzio ekstraktuose yra
naudingi zmogaus organizmui. Kvercetinas pasizymi antikarcinogeniniu, priesuzdegiminiu,
antivirusiniu, antibakteriniu poveikiu. Taip pat $is junginys mazina rizika susirgti jvairiomis vézio



formomis, nes slopina DNR sintezg, véziniy lasteliy augimg. Kvercetino darinys rutinas apsaugo
kepeny lasteles ir slopina hemoglobino oksidacija [85]. Epidemiologiniai duomenys rodo, kad gausus
kamferolio turin¢iy maisto produkty vartojimas gali sumazinti rizika susirgti plauciy, skrandzio,
kasos ir kiausidziy véziu, $irdies ir kraujagysliy ligomis. Taip pat kamferolis slopina létinj uzdegima,
kurio negydant gali isivystyti astma, neurologiniai sutrikimai. Sis junginys turi prieSuzdegiminiy,
antibakteriniy, antivirusiniy, prieSgrybeliniy savybiy [29]. Kavos rugsties dariniai mazina rizika
susirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis, skrandzio, kolorektaliniu (storosios zarnos), burnos véziu.
Taip pat kavos rigstis reikalinga normaliai psichinei sveikatai palaikyti, pagerina atmintj, naudinga
diabetu sergantiems zmonéms [86]. Eriodiktiolis pasizymi antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis,
prieSvézinémis, neuroprotekcinémis, kardioprotekcinémis, antidiabetinémis savybémis. Taip pat Sis
flavanonas mazina nutukima, apsaugo kepenis nuo pazeidimy [87]. Ferulo rugstis yra placiai
naudojama kosmetikoje kaip sudedamoji dalis losjony ir kremy gamyboje apsaugant veido ir kiino
oda nuo saulés. Taip pat ferulo riigstis mazina $alutinj poveikj po chemoterapijos ir radioterapijos,
pasizymi antiaterogeninémis, hipocholesteroleminémis savybémis [88]. Salicilo ragstis yra
naudojama skausmui ir kar$¢iavimui mazinti, gydo uzdegimines ligas, sumazina rizikg susirgti
koronarinémis $irdies ligomis. Salicilo riigstis naudojama kosmetikoje kaip sudedamoji dalis veido
kremy, serumy gamyboje, gydo spuoguota oda, nes pasiZymi prieSuzdegiminémis, antibakterinémis
savybémis [89].

3.5. Kanapiy aliejaus peroksidy skaiiaus nustatymas

Peroksidy skai¢iaus nustatymo eksperimentas atliktas norint jsitikinti, kad naudojamas kanapiy
aliejus yra pakankamai §viezias ir tinka oksidacijos tyrimams. Atlikus peroksidy skai¢iaus nustatyma
jodimetriniu metodu, buvo gauta 5,86 * 0,23 mekv/kg verté. Pagal galiojantj (1ISO 3960:2017)
standarta, augaliniai aliejai yra Sviezi ir pasiZymi nepakitusiomis skoninémis savybémis, kai
peroksidy skaicius yra ne didesnis kaip 10 mekv/kg [90]. Todél galima teigti, jog kanapiy aliejus
buvo naudojamas Sviezias, nes nevirsija nustatytos 10 mekv/kg vertés.

3.6. Trigliceridy sudéties nustatymas kanapiu aliejuje

Trigliceridai nustatyti siekiant apibiidinti tyrimy terpe. Riebaly ragstys daro jtakg aliejy cheminéms,
fizikinéms savybéms. Sociosios riebaly rugstys kaip palmitino r. , kurios neturi dviguby jungc¢iy yra
atsparios oksidacijai, o nesociosios riebaly rugstys kaip linolo r., linoleno r., oleino r. dél dviguby
jungciy greitai oksiduojasi [91].

Trigliceridy kiekis nustatytas kanapiy aliejuje naudojant efektyvigja skysciy chromatografija su
masiy spektrometrija. Trigliceridai jvertinti pagal moline mase, fragmentus. Jy rasta dvylika. Siy
junginiy i$sidéstymas parodytas 18 paveikslo chromatogramoje, o jy kiekis nurodytas 4 lenteléje.
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18 pav. Kanapiy aliejuje nustatyti trigliceridai

4 lentelé. Santykiniai trigiliceridy kiekiai kanapiy aliejuje

Time [min]

Eil. | Sulaikymo | Sutrumpintas Trialiceridas [M* DG fragmentai Trigliceridy
nr. laikas pavadinimas g NH4]* (m/z) kiekis, %
1 13 LnLnLn | Llinolenoil-2-linolenoil-3- | g, LnLn 595 2,11+ 0,01
linolenoilglicerolis
2 15 LLnLn l—I|n_ole0|l-2_-I|r_10Ienq|I-3- 892 LnL 597, LnLn 9,51+ 0,11
linolenoilglicerolis 595
3 17 LLLn L-inoleoil-2-linoleail-3- | g9, | ) 599 | | n5e7 | 21,70+0,18
linolenoilglicerolis
4 1,9 LLL Trilinoleinas (1,2,3- 896 LL 599 24,68 +0,27
trilinoleoilglicerolis)
5 1.9 PLNL 1—pglm|t0|l_-2-l_|noler_10|l— 870 PLn 573, LnL 597, 5,42 £ 0,05
linolenoilglicerolis PL 575
6 2,2 OoLL 1-oleil-2-linolegil-3- 808 | LL599,0L601 | 1339+0,15
linoleoilglicerolis
1-palmitoil-2-linoleoil-3-
7 2,2 PLL linoleoilglicerolis 873 PL 575, LL 599 9,15+ 0,09
1-palmitoil-2-linoleoil-3- LO 601, PL 575,
8 2,5 PLO oleilglicerolis 875 PO 577 2,59+0,04
9 25 SLL Lstearoil-2-linoleoil-3- | g0y | g go3 || 509 | 743+0,10
linoleoilglicerolis
1-stearoil-2-linoleoil-3- SL 603, SO 605,
10 31 SLO oleilglicerolis 902 LO 601 1,93+0,03
11 3,1 POO 1-palmitoil-2-oleil-3- 877 | PO577,00603 | 0,66+ 0,01
oleilglicerolis
12 33 ALL L-arachidonoil-2-linoleoil- | g9 | Al §31 || 509 | 1424002
3-linoleoilglicerolis

44



Riebaly riigStys nustatytos trigliceridy sudétyje: oleino (O), palmitino (P), linolo (L), linoleno (Ln),
arachidono (A). Trigliceridy tiksliam nustatymui atlikta fragmentacija, o gauti fragmentai palyginti
su literatiiroje nurodytais [92]. Pagal kiekj, daugiausiai nustatyta LLLn (21,70 £ 0,18 %) ir LLL
(24,68 £ 0,27 %), o maziausiai — POO (0,66 = 0,01 %). Galima teigti, kad kanapiy aliejuje vyrauja
polinesociosios riebaly rugstys, dél kuriy kanapiy aliejus linkes greiciau oksiduotis. D¢l Sios savybés
kanapiy aliejus yra tinkamas norint patikrinti ekstrakty antioksidacines savybes. Taip pat Kanapiy
aliejuje vyraujancios polinesociosios riebaly rtgstys yra naudingos zmogaus organizmui, taciau jos
turi biiti gaunamos su maistu, jy Zmogaus organizmas nesintetina. Polinesociosios riebaly rtigstys
svarbios smegeny veiklai, vaisiaus vystymuisi néStumo metu, kauly augimui, mazina rizika susirgti
koronarine Sirdies liga, mazina cholesterolio kiekj kraujyje, priklausomybe nuo insulino diabetikams,
pasizymi antitromboziniu poveikiu, prieSuzdegiminémis, prie§vézinémis savybémis [93].
Polinesociyjy riebaly oksidacijos metu, kai deguonis reaguoja su riebalais, susidaro hidroperoksidai,
kurie priklauso pirminiams oksidacijos produktams. Vykstant tolimesnéms reakcijoms, susiformuoja
karbonilo junginiai, angliavandeniliai, furanai, kurie suteikia aliejui karty prieskonj, pablog¢ja
skoninés savybés, pakinta spalva. Visi Sie junginiai yra zalingi Zmogaus organizmui, gali i§sivystyti
Sirdies ir kraujagysliy, neurodegeneracinés ligos, vézZys, pagreitinti sen¢jimo procesus, tod¢l yra
svarbu ieSkoti priemoniy, kurios létinty oksidacinius procesus. Vienas i§ biidy yra aliejaus
praturtinimas antioksidantais, kurie pasizymi antioksidacinémis savybémis ir gali prailginti aliejaus
galiojimo laikg [94].

Australijos mokslininkai nustaté, kad $alto spaudimo kanapiy aliejuje vyrauja linolo, linoleno, oleino
ir palmitino riebaly riigstys [95]. Lyginant aliejy sudétj, gauti rezultatai yra vienodi, nes dominuoja
tos pacios riebaly riigstys.

3.7. Oksidacinio stabilumo nustatymas kanapiy aliejuje, oksipreso metodu

Siam tyrimui buvo naudojamas Mikrolab Aarhus oksipreso aparatas (Mikrolab Aarhus, Hgjbjerg,
Danija). Eksperimentui buvo pasirinkti etanoliniai, metanoliniai, heksaninis ir po SK-CO prie 20, 30
MPa slégio ekstraktai. Ekstrakty gauti rezultatai buvo palyginti su kontroliniu kanapiy aliejumi.
Lenteléje nurodyti bandiniy indukciniai periodai, valandomis (zr. 5 lentelé). 19 grafike nurodytos
oksipreso aparato nubréztos kreivés ir liestiniy susikirtimo taskas IP (indukcinis periodas).
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5 lentelé. Tiriamy kanapiy aliejaus méginiy indukciniai periodai, valandomis

Bandiniai IP, h
Kanapiy aliejus (kontrolé) 2,76 £ 0,16
SKE-CO2 20 MPa 2,87 +£0,32"
SKE-CO2 30 MPa 3,08 +£0,26"
ETPS HEX 2,77+0,04
ETPS EtOH 2,82 +0,07"
ETPS MeOH 2,90 £ 0,04"
ETPS EtOH, naudojant Zaliava po SKE-CO; 20 MPa 3,02+0,13"
ETPS MeOH, naudojant zaliava po SKE-CO, 20 MPa 2,78 +0,07
ETPS EtOH, naudojant zaliavag po SKE-CO, 30 MPa 2,85+ 0,04"
ETPS MeOH, naudojant zaliava po SKE-CO, 30 MPa 2,76 +0,05

Skirtumy patikimumas jvertintas Student‘s TTEST metodu, kai * reiskia, jog yra statistiSkai reikSmingy skirtumy
(p<0,05).

v

3 Indukcijos periodas

0 1 2 3 4 5 6 7
Trukmé, h

19 pav. Oksidacijos kinetikos kreivés ir indukcijos periodo nustatymo pavyzdys

Pagal gautus rezultatus galima teigti, kad indukcijos periodas visy tirty ekstrakty yra panasus, t.y.
svyruoja intervale nuo 2,76 iki 3,08 h. Kanapiy aliejaus stabiluma $iek tiek labiau padidino SKE-CO>
30 MPa ekstraktas. StatistiSkai reik§mingy skirtumy nebuvo nustatyta ETPS HEX, ETPS MeOH,
naudojant Zaliava po SKE-CO; 20, 30 MPa ekstraktus, lyginant su kontrole. Siuo metodu buvo
jrodyta, kad ekstraktai naudoti kaip priedai kanapiy aliejuje neturi didelés jtakos oksidaciniams
procesams. Literatiroje néra publikuota tyrimy oksipreso metodu su Silkmedzio lapy ekstraktais
naudojant juos kaip priedus aliejuose, todél palyginti rezultaty nejmanoma.

3.8. SilkmedZio lapy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas aliejuje, masés prieaugio metodu
Antioksidacinio aktyvumo jvertinimui bandiniai buvo laikomi 40 °C, 3 ménesius, sverti kas 23

dienas. Tyrimui pasirinkti bandiniai buvo palyginti su kanapiy alicjumi be priedy. 6 lenteléje
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nurodytas indukcinis periodas paromis ir jvertinti statistiSkai reikSmingi skirtumai, o IP

apskaiciavimas parodytas 20 grafike.

6 lentelé. Baltojo Silkmedzio lapy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo charakteristikos kanapiy aliejuje 40 °C

temperattiroje, kai masés prieaugis 1 %.

Bandiniai IP (paromis)
Kanapiy aliejus be priedy 72+0,01
BHT (sintetinis antioksidantas) 84 +0,01"
ETPS EtOH 73 +0,02"
ETPS HEX 72 +0,01
ETPS AC 79 +0,02"
ETPS MeOH 73 £0,02"
SKE-CO2 20 MPa 74 £ 0,02"
SKE-CO2 30 MPa 74 +£0,02"
ETPS EtOH, naudojant zaliava po SKE-CO, 20 MPa 74 +£0,04"
ETPS MeOH, naudojant Zaliavag po SKE-CO, 20 MPa 73+0,01"
ETPS EtOH, naudojant zaliava po SKE- CO, 30 MPa 74 £0,02"
ETPS MeOH, naudojant Zaliava po SKE- CO; 30 MPa 73+0,04"
ETPS H,O 730,02
Skirtumy patikimumas jvertintas Student’s TTEST metodu, kai * reiskia, jog yra statistiSkai reik§mingy skirtumy
(p<0,05).
101,6
1014
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100,0
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Laikymo laikas (paromis)

20 pav. Indukcijos periodo nustatymo pavyzdys, kai masés padidéjimas pasieké 1 procentg

Pagal gautus rezultatus galima teigti, jog didziausiu antioksidaciniu aktyvumu stabilizuojant kanapiy
aliejy pasizyméjo acetoninis ekstraktas po ETPS ekstrakcijos. Sis ekstraktas padidino kanapiy
aliejaus stabilumg 7 paromis laikant bandinius 40°C temperatiiroje. 2 paromis pailgino kanapiy
aliejaus stabilumg SKE-CO> 20, 30 MPa, ETPS EtOH, naudojant zaliava po SKE-CO2 20, 30 MPa
ekstraktai. O visi kiti padidino aliejaus stabilumg viena para. Statistiskai reikSmingi skirtumai buvo
nustatyti tarp visy ektrakty, iSskyrus heksaninj ekstraktg lyginant su kontrole. Nors baltojo Silkmedzio
lapy sudétyje yra nemazai oksidacija létinanciy junginiy, taCiau tirty ekstrakty antioksidacinis
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poveikis kanapiy aliejuje palyginti néra labai didelis. Rezultatams tikriausiai turé¢jo jtakos per mazos
ekstrakty koncentracijos, sumazéjes sinergizmas jvairiy junginiy, Kurie yra natiraliai kanapiy
aliejuje.
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ISVADOS

. Atliekant ETPS ekstrakcijas nustatyta, kad didziausios iSeigos gaunamos ekstrahuojant su
etanoliu (23,24-24,06 %). Maziausios i$eigos, maziau nei 4 %, nustatytos heksaniniy ir acetoniniy
ekstrakty. ETPS ekstrakcijy iSeigos priklauso nuo tirpiklio poliskumo. Taikant SKE-CO;
ekstrakcijg gaunama didesné iSeiga 30 MPa slégyje (1,79 %), lyginant 20 MPa slégyje (1,43 %).
. Atlikus antioksidacinius ir antiradikalinius tyrimus skirtingais metodais, nustatyta, kad
didziausias fenoliniy junginiy kiekis — ETPS etanoliniame ekstrakte (846,38 mg GRE g?), o
maziausias heksaniniame ekstrakte, panaudojant zaliava po SKE-CO, 20 MPa ekstrakcijos (14,83
GRE g?). DPPH *, ABTS™ ir ORAC modelinése sistemose aktyviausias buvo metanolinis
ckstraktas, kai naudojama zaliava po SKE-CO: ekstrakcijos, 30 MPa slégyje. Metanoliniai
ekstraktai aktyviausi, taciau dél metanolio nesuderinamumo su maistu geriausiai biity gaminti
etanolinius ekstraktus, kurie pasizymi panaSiomis savybémis.

. Baltojo Silkmedzio lapy ekstraktuose identifikuoti 38 junginiai, i§ kuriy svarbiausi
antioksidacinémis savybémis pasizymintys kamferolio, kvercetino, kavos riigSties dariniai,
eriodiktiolis, ferulo rugstis, salicilo riigstis. Pagal kiekybine analize ekstraktuose didesni kiekiali

kamferolio ir kvercetino dariniy.

. Ivertintas peroksidy skaic¢ius parod¢, kad tyrimams buvo naudojamas $viezias kanapiy aliejus ir
ju kiekis nevirsijo leistinos 10 mekv/kg vertés. Taip pat naudojant UESCh-MS metoda kanapiy
aliejuje buvo identifikuota 12 trigliceridy (LnLnLn, LLnLn, LLLn, LLL, PLnL, OLL, PLL, PLO,
SLL, SLO, POO, ALL). Pagal kiekj daugiausiai nustatyta LLLn (21,70 %) ir LLL (24,68 %).
Maziausiai rasta POO (0,66 %). Galima teigti, kad kanapiy aliejuje dominuoja polinesociosios
riebaly rugstys, todél greiciau vyksta oksidaciniai procesai. D¢l Sios priezasties kanapiy aliejus
yra tinkamas norint patikrinti ekstrakty antioksidacines savybes.

. Taip pat buvo nustatytas oksidacinis stabilumas kanapiy aliejaus be priedy ir su ekstraktais
oksipreso metodu. Gauti rezultatai buvo panasis, taciau Siek tiek aktyvesnis buvo SKE-CO2 30
MPa ekstraktas. Masés priecaugio metodu buvo jvertintas ekstrakty antioksidacinis aktyvumas
kanapiy aliejuje. Praéjus trims ménesiams nustatyta, kad acetoninis ekstraktas po ETPS
ekstrakcijos padidino kanapiy aliejaus stabiluma 7 paromis, lyginant su kontrole.

. Atlikti tyrimai parodé, jog baltojo SilkmedZzio lapy ekstraktai gali biiti naudojami vaisty kiirime,
maisto, kosmetikos pramonéje, nes jy sudétyje yra nemazai bioaktyviy junginiy. Acetoninis
ekstraktas efektyviausiai Iétina oksidacinius procesus aliejuje.
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