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Santrauka

Balzaminiy tuopy (P. balsamifera L.) pumpurai tradicinéje medicinoje yra vertinami dél plataus
terapeutinio poveikio. Tuopy pumpurai bei jy produktai (ekstraktai, iStraukos ir kt.) gali biiti
naudojami kaip antibakteriniai, prieSgrybeliniai, prieSuzdegiminiai, kar§¢iavimg mazinantys ir
greitinantys zaizdy gijimg preparatai. D¢l vertingy bioakyviy junginiy (pvz., pinocembrinas,
pinostrobinas, kavos rugstis, ferulio rtgstis, balzakonai ir kt.) gausos jvairis tuopy pumpury
ekstraktai gali biiti pritaikyti maisto papildy, kosmetikos ir farmacijos pramongje. Dél $iy priezasciy
efektyviy ekstrakcijos bei frakcionavimo procesy, skirty bioaktyviems tuopy junginiams isskirti,
kiirimas ir taikymas yra vienas svarbiausiy uzdaviniy siekiant racionaliai perdirbti Sig augaling Zaliava
1 aukstesnés pridétinés vertés komponentus.

Sio darbo tikslas — optimizuoti Lietuvoje auganéiy balzaminiy tuopy (P. balsamifera) pumpury
ekstrakcijos auksto slégio netoksiSkais, aplinkai ir zmogui draugiSkais tirpikliais (EtOH ir H20)
procesus siekant Sig augalinés kilmés zaliavg perdirbti ] aukStesnés pridétinés vertés
funkcionaliuosius komponentus. Siam tikslui pasiekti ekstrakcijos padidintame slégyje (EPS-EtOH)
parametrai (temperatiira ir laikas) buvo optimizuoti taikant atsako-pavirSiaus metodologija.
Ekstrakcijos salygos: 40-80 °C temperatiira, 15-45 min laikas (3 ciklai po 5-15 min). Nustatyta, jog
atliekant EPS-EtOH 78 °C temperatiiroje 18 min, galima iSgauti didZiausig bendra ekstrakto (53,5
g/100 g TP), in vitro antioksidacine geba pasizyminciy junginiy (BFKJ — 79,7 mg GRE/g TP,
TEAGorac — 1459,9 mg TE/g TP, TEAGasts — 530,9 mg TE/g TP) ir tiksliniy junginiy
(pinocembrino kiekis — 27,3 mg/g TP, pinostrobino kiekis — 7,0 mg/g TP) kiekj. Optimaliomis
ekstrakcijos salygomis buvo pasiekta didZiausia karotinoidy iSeiga (107,4 pg/g TP) ir sumazintas
nepageidaujamg zalig spalvg ekstraktams suteikian¢iy chlorofily kiekis. Angliavandeniliniai
seskviterpenai o-murolenas (8,6 %), y-kurkumenas (7,3 %), B-kurkumenas (4,4 %) ir trans-a-
bergamotenas (3,6 %) buvo pagrindiniai identifikuoti lakieji junginiai, suteikiantys EPS-EtOH
ekstraktui medienos, prieskoniy, balzamo ir Zoleliy tipo aromatg. Tuopy pumpury liekana po
optimizuoto EPS-EtOH buvo toliau ekstrahuojama subkriziniu vandeniu (EPS-H20) ir optimaliomis
saglygomis (110 °C, 15 min) buvo papildomai isskirta 6,9 g/100 g TP poliniy komponenty, TEAGorac
sieké 71,2 mg TE/g TP, o TEAGagTs— 38,5 mg TE/g TP. P. balsamifera pumpury liekanoje nustatyta
0,2 mg/g TP pinocembrino, o pinostrobino neaptikta. EPS-EtOH ekstraktas buvo efektyvus pries
gramteigiamas Staphylococcus aureus bakterijas bei slopino Candida albicans mieliy augima, o EPS-
H20 ekstraktas pasizyméjo antimikrobiniu poveikiu tik pries Staphylococcus aureus gramteigiamas
bakterijas. Balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ekstraktas, iSgautas optimaliomis ekstrakcijos
salygomis, efektyviai slopino tirozinazés aktyvuma (108,2 mg KRE/g TP).
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Summary

Buds of balsam poplar (P. balsamifera L.) are valued in traditional medicine for their wide therapeutic
effect. Poplar buds and their products can be used as antibacterial, antifungal, anti-inflammatory,
antipyretic and accelerating wound healing preparations. Due to the abundance of valuable bioactive
compounds (e.g. pinocembrin, pinostrobin, caffeic acid, ferulic acid, balsacones, etc.), various poplar
bud extracts can be applied in the food supplement, cosmetics and pharmaceutical industries. For
these reasons, the development and application of efficient extraction and fractionation processes for
the extraction of bioactive poplar compounds is one of the most important tasks in order to rationally
process this plant raw material into higher value-added components.

The aim of this work — to optimize the extraction processes of balsam poplar (P. balsamifera L.) buds
growing in Lithuania with high pressure non-toxic, environmentally and human-friendly solvents
(EtOH and H20) in order to process this plant raw material into higher value-added functional
components. To achieve this goal, the parameters (temperature and time) of extraction under elevated
pressure (EPS-EtOH) were optimized using a response-surface methodology. Extraction conditions
were: 40-80 °C temperature and 15-45 minutes extraction time (3 cycles of 5-15 minutes). EPS-
EtOH at 78 °C for 18 minutes was found to yield the highest total amount of extract (53,5 g/100 g)
and in vitro antioxidant compounds (TPC — 79,7 mg GAE/g PB, TEACorac — 1459,9 mg TE/g PB,
TEACasTs — 530,9 mg TE/g PB) and target compounds (pinocembrin content — 27,3 mg/g PB,
pinostrobin content 7,0 mg/g PB) content. Under optimal extraction conditions, the highest yield of
carotenoids (107,4 ng/g) was achieved and the amount of chlorophylls giving undesirable green color
to the extracts was reduced. The hydrocarbon sesquiterpenes a-muurolene (8,6 %), y-curcumene (7,3
%), B-curcumene (4,4 %) and trans-a-bergamotene (3,6 %) were the main volatile compounds
identified to give ethanol extract aroma of wood, spices, balsam and herbs. The residue of poplar
buds after optimized EPS-EtOH was further extracted with subcrisis water (EPS-H20) under optimal
conditions (110 °C, 15 min) and 6,9 g/100 g PB of polar components were additionally isolated,
TEACorac reached 71,2 mg TE/g PB, TEACasts — 38,5 mg TE/g PB. 0,2 mg/g PB of pinocembrin
was detected in P. balsamifera buds residue and no pinostrobin was detected. EPS-EtOH extract was
found to be effective against gram-positive Staphylococcus aureus bacteria and inhibited the growth
of Candida albicans yeast, while EPS-H,O extract had antimicrobic activity only against
Staphylococcus aureus gram-positive bacteria. EPS-EtOH extract of balsam poplar buds obtained
under optimal extraction conditions, effectively inhibited tyrosinase activity (108,2 mg KAE/g PB).
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Santrumpy sgrasas
ABTS"" — 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfono riigsties katijono laisvasis radikalas;
AKF2 (angl. angiotesin converting enzyme) — angiotenzing konvertuojantis fermentas;
BCK — bendras chlorofily kiekis;
BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis;
BKK — bendras karotinoidy kiekis;
DC-MS — dujy chromatografija-masiy spektroskopija;
E — ekstraktas;
EPS — ekstrakcija padidintame slégyje;

FRAP —trivalentés gelezies jony redukavimo antioksidaciné galia (angl. Ferric Reducing Antioxidant
Power);

LSI — linijinis sulaikymo indeksas;

KRE — kojo riigsties ekvivalentas;

KME — kietafazé mikroekstrakcija;

MSK (angl. MIC — minimal inhibitory concentration) maziausia slopinanc¢ioji koncentracija;
ORAC (angl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) — deguonies radikaly sujungimo geba;
PBS — fosfatinis buferinis tirpalas;

SKE-CO:2 — ekstrakcija superkriziniu anglies dvideginiu;

TE — Trolokso ekvivalentai;

TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba;

TP — tuopy pumpurai (P. balsamifera).
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Ivadas

Pastaraisiai metais ypac iSaugo natiiraliy augaliniy produkty (ekstraktai, iStraukos ar eteriniai aliejai)
naudojimas maisto, farmacijos ar kosmetikos pramonéje. Augalinés Zaliavos verte lemia biologiskai
aktyviy junginiy, esanc¢iy laisva arba suriSta forma ir pasizyminciy jvairiomis biologinémis,
fizikinémis ir cheminémis savybémis, Kiekis. Dél Siy priezasCiy efektyviy ekstrakcijos bei
frakcionavimo procesy, skirty bioaktyviems junginiams iSskirti, kiirimas ir taikymas yra vienas
svarbiausiy uzdaviniy siekiant racionaliai perdirbti augalinés kilmés zaliavas j aukStesnés pridétinés
vertés komponentus, Kurie pasizymi aukStu antioksidaciniu ir prieSuzdegiminiu aktyvumu,
prie$vézinémis, antivirusinémis, antibakterinémis ir kt. savybémis [1].

Balzaminiy tuopy (P. balsamifera L.) pumpurai tradicinéje medicinoje yra vertinami dél plataus
terapeutinio poveikio [2]. Tuopy pumpurai bei jy produktai (ekstraktai, iStraukos ir kt.) gali bati
naudojami kaip antibakteriniai, prieSgrybeliniai, prieSuzdegiminiai, karS§Ciavimg mazinantys ir
greitinantys zaizdy gijimg preparatai [3]. Taip pat §i augaliné Zzaliava pasizymi dideliu antioksidaciniu
aktyvumu bei tirozinazés aktyvumo ir melanino sintezés slopinimo geba [4]. D¢l vertingy bioakyviy
junginiy (pavyzdziui, pinocembrinas, pinostrobinas, kavos ir ferulio riigstis bei balzakonai ir kt.)
gausos jvairtis tuopy pumpury ekstraktai gali biiti pritaikyti maisto papildy, kosmetikos ir farmacijos
pramonéje [4, 5].

Ivairiy riSiy tuopy pumpury bioaktyviyjy junginiy iSgavimui ir identifikavimui daznai naudojami
tradiciniai, neefektyvis ekstrakcijos metodai naudojant toksiskus tirpiklius, pavyzdziui metanol;j [6].
Taciau Siuolaikinés vartotojy tendencijos reikalauja taikyti ekstrahavimo metodus, kurie pasizyméty
saugesniu poveikiu aplinkai ir Zmogui. Svarbu naudoti netoksiskus, uztikrinanéius efektyvia tiksliniy
junginiy ekstrakcija, lengvai pasalinamus, vartotojams priimtinus ir nebrangius tirpiklius [3]. Vienas
i§ inovatyviy metody yra ekstrakcija padidintame slégyje tirpikliais (EPS). Metodas atitinka
,»zaliosios™ ekstrakcijos reikalavimus, yra efektyvus ir visiSkai automatizuotas procesas, leidziantis
tiksliai kontroliuoti temperatiirg ir slégj, o Zaliava apsaugoma nuo $viesos ir deguonies poveikio, taip
sumazinant bioaktyviy junginiy skilimo rizika. Be to, lyginant su tradiciniais ekstrakcijos metodais,
sumazinamas ekstrahavimo laikas, energijos ir tirpiklio sanaudos [7]. Moksliniy tyrimy apie
inovatyviy ekstrakcijos procesy pritaikyma bioaktyviyjy junginiy isskyrimui i§ P. balsamifera
pumpury yra labai mazai [3, 8], todél panaudojant saugius aplinkai ir zmogui tirpiklius (etanolj ir
vandenj), EPS metodas galéty buti pritaikytas poliniy bioaktyviyjy komponenty efektyviam
iSgavimui i§ P. balsamifera pumpury.

Vienas i§ svarbiausiy uzdaviniy, siekiant pagaminti bioaktyviais junginiais praturtintus produktus,
yra zaliavos ekstrakcijos metodo parametry optimizavimas. Optimalios ekstrakcijos sglygos gali
skirtis priklausomai nuo eksperimentams panaudotos augalinés zaliavos paruos$imo biido, parinkto
tirpiklio, optimizavimui parinkty ekstrakcijos parametry tipo ir skaiciaus, siekiamo tikslo
(pavyzdziui, gauti didZiausig galimg ekstrakto iSeiga, sukoncentruoti tikslinius tam tikromis
funkcinémis savybémis pasiZymincius junginius ekstrakte, keisti proceso energijos ar laiko sgnaudas
ir kt.) [3]. Norint efektyviai jgyvendinti Siuos uzdavinius ekstrakcijy procesams modeliuoti ir
optimizuoti dazniausiai naudojamas chemometriné atsako-pavirSiaus metodologija (angl. RSM,
Response Surface Methodology), grista eksperimentiniu dizainu (angl. DoE, Design of Experiments)
[9]. Si metodologija yra pladiai naudojama maisto, biotechnologijy bei farmacijos pramonése,
sprendziant daugiatikslio bioaktyviy junginiy ekstrakcijos optimizavimo uzdavinius [3].
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Iki Siol literaturos Saltiniuose yra aprasoma tik keletas moksliniy tyrimy, kuriy metu buvo atliktas
juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury nepoliniy bioaktyviy junginiy i$skyrimas, optimizuojant inovatyvy
,»zalig* ekstrakcijos metoda superkriziniu anglies dvideginiu (SKE-CO) ir panaudojant atsako
pavir§iaus metodologija [3, 8]. Siuose tyrimuose nebuvo jvertintos poliniy bioaktyviyjy junginiy
iSskyrimo 1§ liekanos po SKE-CO- galimybés, nebuvo istirtas kity risiy tuopy pumpury,
pavyzdziui, P. balsamifera funkcinés savybés, ypa¢ jvertinant tai, kad P.balsamifera yra labiau
paplitusi Siaurés Europoje nei P. nigra rusis. Taip pat triksta moksliniy tyrimy, susijusiy SU jvairiy
rasiy tuopy pumpury poliniy bioaktyviy junginiy i8skyrimu panaudojant pazangas ekstrakcijos
technologijas, pavyzdziui, taikant ekstrakcija padidintame slégyje (EPS).

Siy tyrimy tikslas — optimizuoti Lietuvoje auganéiy balzaminiy tuopy (P. balsamifera) pumpury
ekstrakcijos auks$to slégio netoksiSkais, aplinkai ir zmogui draugiSkais tirpikliais (EtOH ir H20)
procesus siekant Sig augalinés kilmés zaliavg perdirbti ] aukStesnés pridétinés vertés
funkcionaliuosius komponentus.

Siam tikslui pasiekti iskelti tyrimo uzdaviniai:

1. taikant centriSkai kompozicinj eksperimento plang ir atsako-pavir$iaus metodologija, nustatyti ir
ivertinti ekstrakcijos etanoliu padidintame slégyje (EPS-EtOH) temperatiros ir laiko jtakg
ekstrakty iSeigai, in vitro antioksidaciniam aktyvumui ir pasirinktiems fitocheminés sudéties
rodikliams (tiksliniam fenoliniy junginiy pinocembrino ir pinostrobino bei bendram karotinoidy
ir chlorofily kiekiui) bei nustatyti optimalias P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakcijos
salygas;

2. nustatyti P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto virSerdvés lakiyjy junginiy kiekybing ir
kokybine sudétj;

3. nustatyti ir jvertinti jvairiomis sglygomis i§ EPS-EtOH liekanos gauty EPS-H.O ekstrakty iSeiga,
in vitro antioksidacinj aktyvuma bei tiksliniy fenoliniy junginiy (pinocembrino ir pinostrobino)
kiekj ir nustayti optimalias P. balsamifera pumpury EPS-H20 ekstrakcijos sglygas;

4. palyginti optimaliomis salygomis gauty P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H20
ekstrakty iSeigas, in vitro antioksidacinj aktyvuma ir tiksliniy fenoliniy junginiy (pinocembrino ir
pinostrobino) kiekj;

5. nustatyti ir palyginti optimaliomis sglygomis gauty P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-
H20 ekstrakty antimikrobinj aktyvumg prie§ pasirinktas gramteigiamas ir gramneigiamas
bakterijas bei mielés;

6. nustatyti optimaliomis salygomis gauty P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H.0 ekstrakty
tirozinazés inhibicijos geba bei palyginti su komerciskai naudojamo inhibitoriaus (kojo riigsties)
aktyvumu.
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1. Literaturos apZvalga
1.1. Tuopy bendroji charakteristika, morfologiniai poZymiai ir fitocheminé sudétis

Tuopy (lot. Populus) genties augalai priklauso magnolijiny (lot. Magnoliophyta) skyriuli,
magnolijainiy (lot. Magnoliopsida) klasei, gluosniaziedziy (lot. Salicales) eilei ir gluosniniy (lot.
Salicaceae) $eimai. Sie medziai auga vidutinio klimato ir subtropiniuose Europos, Vidurio Azijos,
Sibiro, Siaurés bei Piety Amerikos regionuose [10]. Lietuvoje auganéios tuopy risys yra baltoji tuopa
(Populus alba L.), balzaminé tuopa (Populus balsamifera L.), juodoji tuopa (Populus nigra L.),
kanadiné tuopa (Populus x canadensis L.), berlyniné tuopa (Populus x berolinensis L.), pilkoji tuopa
(Populus x canescens L.) ir drebulé (Populus tremula L.). Nors pietinéje Europos dalyje placiausiai
paplitusi juodyjy tuopy (Populus nigra) rtsis, Lietuvoje ji labai reta, o drebulés (Populus tremula L.)
ir balzaminés tuopos (Populus balsamifera) yra daznos vietiniy medziy rasys [11].

Tuopos daznai auga natiiralioje buveingje Salia upeliy ir kity vandens telkiniy, kai kurios riisys
auginamos kaip dekoratyviniai medziai parkuose [10]. Sausesné ir kalnuota aplinka yra daugelio
drebuliy buveiné, o kai kurios riisys, tokios kaip Azijos Eufrato tuopos (Populus euphratica L.), geba
augti sausringose ir druskingose vietose [12]. Tuopos greitai auga ir greitai pasiekia reprodukcing
brandg, be to pasizymi auk$ta medienos kokybe. Jos placiai naudojamos medienos masyvo,
plausienos, popieriaus ir bioenergijos gamyboje. [vairiy tuopy rtsiy pumpury tinktiiros naudojamos
skausmo, uzdegimo bei kosulio malSinimui, o zievés ekstraktai plaiai pritaikomi kosmetikos
pramonéje, kaip nattraliis konservantai [13].

Balzaminé tuopa — vidutinio dydzio, greitai augantis, trumpaamzis lapuotis medis, kuris uzauga iki
30-60 m auksc¢io. Jo kamienas tiesus, zievé lygi, nuo pilkos iki pilkS§vai rudos spalvos. Lapai
pakaitiniai, ovalios formos, 7-12 cm ilgio, 3,5-7,5 cm plocio. Lapo pavirSius blizgus, tamsiai Zalios
spalvos, o apatin¢ dalis — $viesiai zalios, dazniausiai su rusvomis démémis, pakrasciai smulkiai
dantyti [14]. Tuopos turi moteriskus bei vyriskus ziedus, kiekvienas ziedy tipas susitelkes
zirginéliuose (1 pav.). Pumpurai kiausiniskos formos, smailomis vir$tinémis, zalsvai rudi, subresta
balandZio ar geguzés ménesiais, prie$ pasirodant lapams. Be to, dél dervy, kurios dengia pumpurus,
jie turi blizgancig i$vaizda, yra aromatingi ir lipniis. Tuopy vaisiai 3—4 mm ilgio, beveik apvalios
formos kapsulés su séklomis viduje, kurios padengtos plaukeliais. Véjo issklaidytos séklos geba
pasiskirstyti dideliu atstumu ir pasizymi auksta regeneracine geba [13, 14].

Vidutinio klimato zonoje (Europa, Siaurés Amerika, Azija) pagrindinis propolio altinis yra
dervingas tuopy pumpury eksudatas. Propolis tai vasko ir biologiSkai aktyviy medziagy, kurias
surenka bités nuo jvairiy augaly ir medziy pumpury ar saky, produktas [15]. Bités propolj naudoja
mazoms avilio skylutéms ir jtrikimams uzpildyti bei dezinfekuoti, 0 tai padeda apsisaugoti nuo
mikroorganizmy, vabzdZiy ir nepalankiy oro sglygy. ISskiriamos dvi pagrindinés tuopy tipo propolio
rasys, kurios skiriasi chemine sudétimi. Labiausiai paplitusi ir iStirta rasis, kurioje vyrauja juodosios
tuopos (P. nigra) pumpuruose kaupiami flavonoidai, tokie kaip chrizinas, galanginas, pinocembrinas,
pinobanksinas ir pinocembrino chalkonas. Kitame propolio tipe vyrauja fenoliniy junginiy gliceridai,
budingi drebuliy (P. tremula) pumpurams [16]. Propolis pasizymi antimikrobinémis, antivirusinémis,
antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis bei prie$navikinémis savybémis, todél produktas naudojamas
kaip nattralus maisto priedas, kaip funkcinis maisto ingredientas ar kosmetikos produkty sudedamoji
dalis [17].
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A — 8aka su vyri$kais zirginéliais; B — Saka su moteriSkais zirginéliais; C — $aka su pumpurais; D — lapai; 1 — vyriski
ziedai; 2 — kuokeliai; 3 — moteriski ziedai; 4 — vaisiai (dézuté); 5 — atidaryta dézuté; 6 — séklos

1 pav. Tuopos anatominés dalys [18]

Tuopy anatominése dalyse (zievéje, lapuose, pumpuruose) yra kaupiama daug jvairiy junginiy,
pasizyminciy skirtingomis savybémis. Tuopy zievéje randamas didesnis lignino (33 %) ir mazesnis
celiuliozés (24,3 %) kiekis, nei paprastai jy randama tuopy medienoje (22,3 % ir 46,7 %, atitinkamai)
[13]. Bioaktyviis gliukozidy junginiai salicinas ir populinas, kurie pasizymi prieSuzdegiminémis,
kar$¢iavimg mazinan¢iomis ir analgetinémis savybémis, aptinkami beveik visy rasiy tuopy zievése ir
lapuose [19].

Tuopy pumpuruose gausu jvairiy klasiy vertingy nepoliniy ir poliniy junginiy, tokiy kaip terpenali,
alkanai, riebaly bei fenolinés rugstys, chalkonai ir flavonoidai. Vasko kiekis balzaminiy tuopy (P.
balsamifera) pumpuruose sudaro apie 2,0 %, kuris panasus j vasko kiekj spygliuociuose [20, 21].
Jerkovi¢’ius ir Masteli¢’ius iStyré juodyjy tuopy pumpury (P. nigra) eterinio aliejaus lakiyjy
komponenty kokybing ir kiekybine sudétj. Oksiduoti seskviterpenai B-eudesmolis ir a-eudesmolis
sudaro 26,3-28,7 % eterinio aliejaus. Kiti pagrindiniai seskviterpeny klasés junginiai yra y-selinenas
(7,6-8,8 %), do-kadinenenas (7,8-8,6 %), a-elemenas (3,3-5,2 %) ir y-kadinenenas (3,9-4,2 %) (2
pav.) [19]. Sie junginiai suteikia tuopy pumpurams biidinga aromata ir pasizymi pladiu
farmakologiniu poveikiu, pavyzdziui, antimaliariniu, citotoksiniu, priesgrybeliniu, antibakteriniu,
antivirusiniu, priesuzdegiminiu ir kt. [22].
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2 pav. Pagrindiniai tuopy pumpuruose kaupiami lakieji junginiai

Juodyjy tuopy (P. nigra) pumpuruose gausu poliniy junginiy, pavyzdziui fenoliniy rigsciy: kavos, p-
kumaro, ferulio, izoferulino ir cinamono. Jos sudaro 5,2 % visy bioaktyviy junginiy pumpuruose, po
ju seka salicilatai (1,8 %) ir flavonoidai (pinobanksinas ir pinocembrinas, 1,5 %) [23]. Fenolinés
rugStys ir kiti bioaktyvieji poliniai komponentai taip pat dominuoja balzaminiy tuopy (P.
balsamifera) pumpuruose, o kai kuriy junginiy Kiekis yra didesnis. Pavyzdziui Isidorov’as ir
Vinogorova nustaté, jog benzoiné riigtis buvo vienas i§ pagrindiniy komponenty balzaminiy tuopy
(P. balsamifera) pumpury istraukose (12,8 %), o juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury istraukose $is
komponentas sudaré tik 0,8 %. P. balsamifera pumpury ekstraktuose nustatytas beveik penkis kartus
didesnis p-kumaro rtgsties kiekis nei P. nigra pumpuruose, tuo tarpu kavos ragsties kiekis buvo
septynis kartus mazesnis [21]. Fenolinés ragstys ir flavonoidai gerai zinomi dél antioksidaciniy,
prieSuzdegiminiy, antimikrobiniy bei tirozinazés slopinimo savybiy, taip pat pasiZymi fotoapsauginiu
poveikiu. Tuopy pumpurai, kuriuose gausu $iy daugiafunkciniy junginiy, gali bati pritaikyti kuriant
naujus vaistus bei inovatyvius fitodermatoginius preparatus ar tapti funkcinio maisto ingredientu [24].

1.2. Tuopy pumpury poliniai bioaktyvieji junginiai

[vairiy rGsiy tuopy pumpurai yra vertingas poliniy bioaktyviyjy junginiy Saltinis [25]. Fenoliniai
junginiai — tai pagrindiniai augaluose kaupiami antriniai metabolitai, kurie svarbis augaly augimui ir
vystymuisi, jskaitant sékly daiguma, biomasés kaupimasi ir augaly metabolizma [26]. Sie junginiai
lemia augaly pigmentacija, skonj, dalyvauja lasteliniuose ir tarplasteliniuose fiziologiniuose
procesuose, taip pat yra atsakingi uz apsaugines augalo savybes, pavyzdziui atsparumg patogenams
[27]. Poliniai bioaktyvieji junginiai pasizymi dideliu antioksidaciniu, prieSuzdegiminiu, priesvéziniu
ir antibakteriniu aktyvumu. Jie placiai naudojami gydant daugel; su oksidaciniu stresu susijusiy ligy,
tokiy kaip Sirdies ir kraujagysliy ligos, véZys, sen¢jimas, cukrinis diabetas ir neurodegeneracinés ligos
[28].

Pagrindinés penkios bioaktyviyjy fenoliniy junginiy klasés yra fenolinés riigStys, flavonoidai,
stilbenai, lignanai ir taninai [29]. Augaluose jie biosintetinami i$ tarpinés medziagos fenilalanino ir
Sikiminés ragsties, naudojant Sikiminés riigsties sintezés kelig [30]. Jy sintezé aktyvuojama abiotinio
streso sglygomis (sausra, sunkieji metalai, druskingumas, auksta/Zema temperatiira ir ultravioletiné
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spinduliuoté) [26]. Fenoliniai junginai sudaryti i$ vieno ar keliy benzeno Ziedy, prie kuriy prijungtos
hidroksilo grupés. Tiek hidroksilo grupiy skaicius, tiek jy konfigiiracija yra pagrindinés struktiirinés
savybés, lemiancios fenoliniy junginiy antioksidacinj aktyvuma [31].

1.2.1. Flavonoidai

Didziausig augaliniy fenoliniy junginiy grupe sudaro flavonoidai. Tai mazos molekulinés masés
(200-600 g/mol) polifenoliniy junginiy klasé, kuriy pagrindg sudaro benzo-y pirono Ziedas,
penkiolikos anglies atomy konfigiiracija. Flavonoidai dar skirstomi j Sesis pogrupius, tokius kaip
flavonai, flavonoliai, flavanoliai, flavononai, izoflavonoidai ir antocianinai [29]. Tuopy pumpuruose
randama 20-30 % flavonoidy, i§ kuriy pagrindiniai yra pinocembrinas, pinostrobinas, pinobanksinas,
galanginas, chrizinas ir kaemferolis (3 pav.). Moksliniy tyrimy duomenimis nustatyta, kad Sie
bioaktyviis junginiai pasizymi antibakteriniu, antivirusiniu, prieSgrybeliniu, antioksidaciniu ir
prieSuzdegiminiu poveikiu [3, 32].

HO\,i’g, go /O\K;[:ga\\\\G HO
OH O OH 0]

Pinocembrinas Pinostrobinas Pinobanksinas
HO l 0 O HO I 0 O HO
OH ‘
OH (@] OH (6] OH

Galanginas Chrizinas Kaemferolis

3 pav. Tuopy pumpuruose kaupiami pagrindiniai flavonoidai

Tuopy pumpuruose randama iki 750 mg/100 g pinostrobino ir iki 500 mg/100 g pinocembrino [3].
Pinocembrinas pasizymi prieSuzdegiminémis ir neuroprotekcinémis savybémis, taip pat gebéjimu
efektyviai sumazinti reaktyvias deguonies formas (ROS) bei reguliuoti lgsteliy apoptozés procesg
[33]. Ikiklinikiniai moksliniai tyrimai rodo, kad pinocembrinas gali sumazinti iSeminio insulto
sukeltus kognityvinius sutrikimus ir sumazinti mitochondrijy disfunkcija bei oksidacinio streso
laipsnj [33, 34]. ISeminis insultas tai Gminis klinikinis sindromas, kuris pasireiSkia neurologiniais
sutrikimais, tokiais kaip paralyZius, kalbos ir atminties sutrikimai, dél kraujotakos sutrikimo pacienta
gali iStikti mirtis. ISeminis insultas yra trecioji pagal daznj, po Sirdies kraujagysliy ligy ir véZio,
mirties priezastis Europoje, todél naujy vaisty paieSka Siai ligai gydyti yra ypac aktuali [35]. Dél
reikSmingo farmakologinio aktyvumo, Kinijos maisto ir vaisty administracija (angl. China Food and
Drug Administration, CFDA) patvirtino pinocembring kaip nauja vaisting medziaga iSeminiam
tik geromis farmakologinémis savybémis, bet ir farmakokinetikos parametrais. Nustatyta, jog
pavartojus per burng, pinocembrinas greitai absorbuojamas ir lengvai pereina hemoencefalinj barjerg
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[33, 34]. Naujausi moksliniai tyrimai parodé pinocembrino prieSnavikinj aktyvumg gydant
melanoma, antifibrozinj, priesgrybelinj ir antimikrobinj poveikj [37].

Pinostrobinas yra natiiralus flavanonas, pasizymintis antivirusiniu ir prieSvéziniu aktyvumu. Wu ir
kt. atlikto tyrimo metu nustatyta, jog 22,72 ug/ml koncentracijos pinostrobinas 50 % sumazina
Herper viruso (HSV-1) replikacija, kuris sukelia Ildpy ir burnos infekcijas. Remiantis
epidemiologiniais tyrimais, daugumoje saliy HSV-1 infekcijos lygis nuolat didéja, o vaistams
atspariy virusy atsiradimas tampa vis didesne problema, todél ieSkoma veiksmingesniy ir netoksisky
veikliyjy medziagy S$iai ligai gydyti [38]. Taip pat pinostrobinui biadingos prie$vézinés savybés
slopinant nuo estrogeno priklausomas (MCF-7) zmogaus krities vézio lgsteles bei antiproliferacinis
aktyvumas T-limfoblastinés leukemijos Iasteliy linijoje, kurj i§ dalies galima paaiskinti I
topoizomerazés slopinimu. Pinostrobinas gali bati biotransformuojamas j Igsteles, o jy metabolitai
taip pat gali turéti tam tikrg prieSvézinj aktyvumga [39].

Kiti tuopy pumpurams budingi flavonoidai taip pat pasizymi placiu terapeutiniu poveikiu.
Pinobanksinui budingas antioksidacinis, antibakterinis, prieSgrybelinis bei antiproliferacinis
poveikis. Jau desimtmecius kuriami jvairlis angiogeniniai inhibitoriai, siekiant sumazinti naujy
kraujagysliy formavimasi ir naviky progresavima. Naujausiy moksliniy tyrimy duomenimis, Bang’as
ir Ahn’as nustaté, kad pinobanksinui yra btidingas antiangiogeninis poveikis kraujagysliy endotelio
lasteléms [40]. Flavonas galanginas slopina neurouzdegima, todél gali biti naudojamas Kkaip
neuroprotekcinis agentas gydant ar siekiant iSvengti smegeny iSemijos komplikacijy bei
neurodeneraciniy ligy (Alzheimerio ir Parkinsono ligos) [32]. Ivairts flavonoidai placiai naudojami
maisto, kosmetikos pramonéje bei maisto papildy gamyboje [41].

1.2.2. Fenolinés ragstys

Tuopy pumpuruose gausu fenoliniy riigééiy, daugiausia benzoinés, kavos, ferulio bei p-kumaro [21].
Pastargjj deSimtmetj $iy junginiy aktyvumas yra placiai tiriamas [41, 42]. Ferulio ragstis pasizymi
antioksidaciniu, priesuzdegiminiu, hepatoprotekciniu, antikarcinogeniniu, antimutageniniu ir
neuroprotekciniu poveikiu. Kavos riigstis pasizymi stipriu antioksidaciniu ir prieSuzdegiminiu
aktyvumu, kuris susijes su vézio, neurodegeneraciniy ligy ir diabeto prevencija [44]. Ferulio ir kavos
ragstys placiai naudojamos kosmetikos pramonéje kaip fotoprotekciné sudedamoji dalis daugelyje
odos losjony ir kremy, skirty apsaugai nuo saulés spinduliy [45]. Kavos ir ferulio ragstys in vitro
efektyviai apsaugo fosfatidilcholino liposomas nuo UV spinduliy sukeltos peroksidacijos.
Atsizvelgiant j tai, kad UV spinduliuoté giliai prasiskverbia j odg, vietiskai vartojami preparatai gali
suteikti odai pakankamg apsaugg tik tada, jei jie prasiskverbia per raginj 0dos sluoksnj. Atlikus
mokslinius tyrimus naudojant Franzo lgsteles, jrodyta, kad ferulio ir kavos rtgstys prasiskverbia per
zmogaus odos raginj sluoksnj [46].

Benzoiné rugstis pladiai naudojama maisto pramongje kaip antibakterinis ir priesgrybelinis
konservantas. Mao ir kt. atlikti tyrimai parodé, kad benzoiné rugstis gali pagerinti zarnyno funkcijas
(virskinimg ir absorbcijg) reguliuojant fermenty aktyvuma [47]. p-Kumaro riigstis placiai naudojama
chemijos, maisto, kosmetikos ir farmacijos pramonéje. Si riigstis sumazina mazo tankio lipoproteiny
peroksidacija, pasizymi antimutageniniu ir antibakteriniu poveikiu, slopina melanino gamyba. Be to,
p-kumaro riig§tis dalyvauja resveratrolio, kuris yra vienas i§ stipriausiy gamtoje aptinkamy
antioksidanty, sintezés procese [48].
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1.2.3. Balzakonai

Balzaminiy tuopy (P. balsamifera) pumpuruose randama iki 80 mg/g dihidrochalkony klasés
junginiy, kurie vadinami balzakonais (4 pav.) [49]. Sie junginiai pasizymi antimikrobinémis
savybémis, ypa¢ prie§ gramteigiamg patogeng Staphylococcus aureus ir meticilinui atsparius
analogus (MRSA). Staphylococcus aureus sukelia jvairias infekcijas, pavyzdziui pavir§inés odos
pazeidimus, minkStyjy audiniy infekcijas ar invazines ligas (pneumonija, endokarditas ir
osteomielitas). Siy infekcijy gydyma apsunkina nuolat didéjantis bakterijy atsparumas antibiotikams,
kuris tampa pagrindine sveikatos problema visame pasaulyje, todél balzakonai gali bati perspektyvia
nauja antibiotiky klase [50].

R'=H; OH
R2= H; CHs

4 pav. Balzakony bendroji struktiiriné¢ formulé

Dél priesuzdegiminio ir antioksidacinio poveikio, balzakonai taip pat gali bati veiksmingi gydant
psoriaze. Atlikti tyrimai parodé didel; Siy junginiy potencialg normalizuoti psoriazés keratinocity
proliferacijg ir pagerinti jy diferenciacija [51]. Psoriazé yra odos sutrikimas, kuriam budinga
epidermio hiperplazija, hiperkeratozé ir uzdegimas. Padidéjes epidermio sluoksnyje esanciy
keratinocity dauginimasis sukelia odos pavirSiaus pleiskanojima ir skausmingy sidabro spalvos
zvyneliy susidarymga. Siuo metu rinkoje esantys gydymo biidai tik pagerina pacienty gyvenimo
kokybe ir yra susij¢ su nepageidaujamu Salutiniu poveikiu. Taigi tyrimai, skirti veiksmingy ir
saugesniy terapiniy agenty kiirimui psoriazei gydyti, vis dar aktualas [51, 52].

1.3. Tuopy pumpury savybés

Ivairiy rasiy tuopy pumpurams biidingas auks$tas antioksidacinis, prieSuzdegiminis, antibakterinis
antivirusinis ir prie§vézinis aktyvumas (1 lentelé), kuris siejamas su dideliu, pumpuruose kaupiamu,
flavonoidy kiekiu (pinostrobinu ir pinocembrinu), fenolinémis ragstimis (p-kumaro, kavos ir ferulio
ragstys) bei balzakonais [5, 8, 23, 53].
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1 lentelé. Tuopy pumpurams biidingos savybés

Tuopy risis Veikimo mechanizmas Poveikis Lit. $altinis

Juodoji tuopa (P. nigra) ir Sumazina malondialdehido ir padidina Antioksidacinis [23, 51, 54,

balzaminé tuopa (P. balsamifera) | superoksido dismutazés kiekj serume ir 55, 56]
kepeny homogenate”

Juodoji (P. nigra) tuopa ir Sumazina interleukino 6 (IL-6), naviko Prie$uzdegiminis [25, 56]

berlyniné (P. x berolinensis) nekrozés faktoriaus o (TNF-a) ir

tuopa ciklooksigenazés-2 (COX- 2) kiekij

kepeny homogenate”

Juodoji tuopa (P. nigra), Inhibuoja meticilinui atsparias Antibakterinis [15, 49, 57]
balzaminé tuopa (P. balsamifera), | Staphylococcus aureus ir Klebsiella
baltoji tuopa (P. alba) ir drebulé pneumonia bakterijas

(P.tremula)

Juodoji tuopa (P. nigra) Pinocembrinas sukelia citotoksiskuma Prie$véZinis [58]
zmogaus storosios zarnos vézio HCT116
lasteliy linijoms

Juodoji tuopa (P. nigra) Neutralizuojamas AICl; sukeltas Neuroprotekcinis [59]
neurotoksiskumas”

Juodoji tuopa (P. nigra) Sumazina kraujagysliy sieneliy jtampa Vasorelaksantinis [55]

Juodoji tuopa (P. nigra) Apsaugo kepenis nuo AICI; sukelto Hepatoprotekcinis [55]
kepeny pazeidimo ir nekrozés”

Juodoji tuopa (P. nigra) Sumazina $lapimo riigsties koncentracija | Antihiperurikeminis | [59]
kraujyje”

Juodoji tuopa (P. nigra) Padidina jautruma ir sumazina atsparuma | Antidiabetinis [56]

insulinui, sumazina gliukozés ir glikuoto
hemoglobino kiekj kraujyje”

* — tyrimai atlikti su eksperimentinias gyvinais

Antioksidacin} aktyvumg galima apibrezti kaip bioaktyviyjy medziagy gebéjima slopinti laisvyjy
radikaly veikima ar uzkirsti kelia jy susidarymui, taip sumazinant oksidacing zala Zmogaus
organizme. Antioksidantai su laisvaisiais radikalais reaguoja skirtingais mechanizmais — vandenilio
atomo perkélimo arba elektrono perdavimo mechanizmu. Vandenilio atomo perkélimo mechanizme
antioksidanto vandenilio atomas perduodamas laisvajam radikalui, kuris inaktyvuojamas, o pats
antioksidantas tampa radikalu. Elektrono perdavimo mechanizmas veikia antioksidantui priimant
elektrong i$ radikalo, taip abu junginiai tampa radikaliniais katijonais. Daugeliu atvejy Sios dvi
reakcijos vyksta vienu metu, o reakcijos mechanizmg lemia antioksidanto strukttira, tirpumas,
pasiskirstymo koeficientas ir tirpiklio poliskumas [60].

Laisvieji radikalai apibiidinami kaip bet kuri molekuliy rtsis, kurioje yra nesuporuoty elektrony. Tai
nestabils ir labai reaktyvis radikalai, galintys atiduoti arba priimti elektrong 1§ kity molekuliy, todeél
elgiasi kaip oksidatoriai arba reduktoriai [61]. Sie junginiai veikia kaip signalinés ir efektorinés
molekulés gyvybiskai svarbiuose biologiniuose procesuose, tokiuose kaip lgsteliy augimas,
diferenciacija, proliferacija ir atsakas ] jvairius iSorinius dirgiklius. D¢l iSoriniy veiksniy (saulés
spinduliuoté, rikymas, aplinkos terSalai) poveikio, padidéjes laisvyjy radikaly kiekis pazeidzia
lasteliy branduolyje ir membranose esancias biologiskai svarbias molekules (lipidai, angliavandeniai,
baltymai ir DNR) bei gali tapti daugelio Zmoniy ligy, pavyzdziui, Alzheimerio ligos, vézio ar su
uzdegimu susijusiy patologijy, priezastimi [61, 62]. Debbache-Benaida ir kt. atlikto tyrimo metu,
nustaté tuopy pumpury ekstrakto neuroprotekcinj poveikj. Vartojant 200 mg/kg koncentracijos
ekstraktg 4 savaites, preparatas normalizavo piramidines lgsteles peliy smegeny zievéje, sukeldamas
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neuroprotekcinj poveikj [59]. Tyrimy, kuriuose buty apraSytas tuopy pumpury prieSnavikinis
poveikis néra daug. Taciau §is aktyvumas siejamas su pinocembrinu, kuris yra vienas i§ gausiausiy
tuopy pumpury poliniy komponenty [8]. Irodyta, kad pinocembrinas sukelia citotoksiSkuma Zmogaus
storosios zarnos vézio HCT116 lasteliy linijoms bei padidina kaspazés 3 ir kaspazés 9 aktyvuma [58].

Dél auksto antioksidacinio aktyvumo jvairiy risiy tuopy pumpurai gali bati pritaikyti farmacijos ar
bei maisto pramonéje, pavyzdziui kaip funkcinio maisto ingredientai ar konservantai. Dudonne ir kt.
atlikti moksliniai tyrimai rodo, kad juodyjy tuopy pumpury antioksidacinés savybés susijusios su
odos senéjimg slopinanéiu poveikiu, todél Zaliava galéty bati pritaikyta kosmetikos pramongéje kuriant
inovatyvius fitodermatologinius preparatus [23].

Padidéje¢s melanino kiekis epidermyje gali sukelti daugybe odos sutrikimy, tokiy kaip Slaky (lentigo
démiy) atsiradima, hiperpigmentacijg ar net uzdegimine pigmentacijg [63]. Irodyta, jog daugybé
skirtingy cheminiy junginiy slopina melanogeneze slopindami tirozinazés aktyvumg, pavyzdziui,
hidrochinonas, askorbo riigSties dariniai, kortikosteroidai, kojo bei azelaino riigstys, ta¢iau dauguma
$iy junginiy yra draudziami kosmetikoje ir odos prieZitiros produktuose. Be to, ilgalaikis §iy cheminiy
medziagy naudojimas gali pakenkti odai [64]. Nemaza dalis augaliniy ekstrakty yra stipriis melanino
susidarymo inhibitoriai, kuriy veikimas yra panasus j anks¢iau minéty cheminiy junginiy, o jy
pranasSumas yra tai, jog jie nesusij¢ su melanocity citotoksiSkumu [65]. Pavyzdziui, Maack’as ir
Pegard’as nustaté, jog juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury absoliutas (39 ppm koncentracija) sumazina
vidulastelinio melanino kiekj net 50 %, o vartojant 1000 ppm koncentracijos juodyjy tuopy pumpury
absoliuta, pasvies¢ja odos epidermis ir 20 % sumazéja melanino Kiekis [4]. Siaurinéje Europos dalyje
juodosios tuopos (P. nigra) yra gana retos ir nykstancios, todél buity tikslinga istirti kity tuopy rasiy,
pavyzdziui balzaminés tuopos (P. balsamifera) pumpury tirozinazés slopinimo gebg ir panaudojimo
potencialg odg Sviesinancios kosmetikos gamyboje [11].

Juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury eterinis aliejus pasizymi antibakterinémis bei oda
regeneruojanciomis savybémis, taip pat gali buti pritaikytas gydant daugelj dermatologiniy odos
problemy. Antimikrobinis aktyvumas nustatytas dviems bakterijy paderméms (meticilinui atspariis
Staphylococcus aureus ir Klebsiella pneumonia). Juodyjy tuopy pumpury eterinis aliejus efektyviau
slopina $ias bakterijy padermes nei sintetiniai antibiotikai [57]. Lavoie ir kt. iStyré balzaminiy tuopy
(P. balsamifera) pumpuruose kaupiamy balzakony antibakterines savybes. Nustatyta, jog balzakonai
pasizymi stipriu antibakteriniu poveikiu prie§ Staphylococcus aureus bakterijy paderme (maziausia
slopinanti koncnetracija 3,1-6,3 uM) [5]. Dél fenoliniy junginiy gausos ir plataus terapeutinio
poveikio tuopy pumpury ekstraktai galéty biiti panaudojami kuriant inovatyvius fitodermatologinius
preparatus.

1.4. Poliniy junginiy ekstrakcijos biuidai ir proceso optimizavimas

Bioaktyvieji junginiai naudojimi jvairiuose komerciniuose sektoriuose, tokiuose kaip farmacijos,
kosmetikos, maisto ir chemijos pramoné, todél jy ekstrahavimas i§ augaliniy zaliavy yra svarbi
moksliniy tyrimy dalis. Augaliniai ekstraktai iSgaunami i§ $vieziy, dziovinty ar Saldyty zaliavy.
Paprastai prie§ ekstrahavima Zaliavos yra smulkinamos iki tam tikro dydzio daleliy naudojant jvairius
malimo jrenginius [66]. Svarbu, jog dydis biity kuo vienodesnis ir optimalus, taip pasiekiamas
vienodas ekstrahavimo efektyvumas. Esant per stambioms daleléms, ekstrakcijos procesas tesiasi
ilgai ir yra nuostolingas, o per daug susmulkinus zaliava, 1S suardyty Iasteliy iSskiriamos medziagos,
létinancios ekstrakcijos procesa (pavyzdziui, baltymai, pektinai ir Kiti didelés molekulinés masés

20



junginiai), be to, smulkinimui sunaudojama per daug energijos, zaliava gali pradéti kaisti ir skilti
termiskai labildis junginiai [67]. Zaliavos ekstrahavimo efektyvumas taip pat priklauso nuo tirpikliy
tipo, jy poliSkumo, ekstrahavimo laiko bei temperatiiros, zaliavos ir tirpiklio santykinio kiekio, taip
pat nuo zaliavos cheminés sudéties ir fiziniy savybiy. Be to, augaluose fenoliniai junginiai gali buti
susijunge su angliavandeniais ar baltymais, todél néra universalaus ekstrahavimo metodo, tinkamo
visiems poliniams junginiams augalinéje zaliavoje iSgauti [68]. Tinkamas tirpikliy pasirinkimas yra
esminis faktorius ekstrahuojant bioaktyvius junginius i§ augalinés zaliavos Polifenoliniams
junginiams ekstrahuoti naudojami poliniai tirpikliai, tokie kaip vanduo, alkoholiai (daugiausia
etanolis ir metanolis), acetonas, etilo acetatas ar vandens ir jy miSiniai. Nepoliniai komponentai gali
buti iSskiriami naudojant heksang, toluena, dietileterj ar superkrizinj anglies dvideginj. Augaliniai
ekstraktai placiai naudojami jvairiems fitofarmaciniams preparatams bei maisto papildams gaminti.
Kadangi kai kurie tirpikliai, tokie kaip heksanas, metanolis, chloroformas ar toluenas, yra toksiski,
preparatuose jy liku¢iy kiekis grieztai kontroliuojamas. Idealus ,,zaliasis* tirpiklis turi pasizyméti
auksta tiksliniy komponenty tirpinimo geba, biti netoksiSkas zmogui ir aplinkai, turéti auksta
plitipsnio temperatiirg bei biiti lengvai perdirbamas [69].

Kaip aptarta 1.1 ir 1.2 skyriuose, jvairiy rasiy tuopos yra vieni pla¢iausiai paplitusiy medziy Siaurés
pusrutulyje. Tuopy pumpurai ir jy pagrindu pagaminti produktai jvairiy Saliy netradicinéje medicinoje
yra naudojami dél jy stipraus antimikrobinio ir prieSuzdegiminio poveikio, vartojami kar$¢iavimui
mazinti, gydant kvépavimo sistemos, virskinamojo trakto ir dermatologines ligas. Siuose pumpuruose
esantys nepoliniai ir poliniai junginiai (pvz., eteriniy aliejy sudétyje esantys monoterpenai ir
seskviterpenai, fenoliniai junginiai pinocembrinas, pinostrobinas, kavos riigstis, ferulio rugstis,
balzakonai ir kt.) pasizymi stipriu antioksidaciniu, prieSuzdegiminiu, neuroprotekciniu,
antimikrobiniu, prie$navikiniu, prieSgrybeliniu poveikiais [3, 4]. Nepaisant to, mokslinéje literattiroje
daugiausiai yra publikuojami tik tam tikro poliskumo ekstrakty, pagaminty tradiciniais metodais ir
panaudojant toksiSkus tirpiklius, rezultatai, o moksliniy duomeny apie inovatyviy ekstrakcijos
procesy pritaikyma ir optimizavimg veikliyjy medziagy i§skyrimui i§ tuopy pumpury yra labai mazai
(2 lentele) [6].

Kai kurie ekstrakcijos metodai jau naudojami kelis deSimtmecius ir gali biiti vadinami tradiciniais
[70]. Daznai jvairiy rusiy tuopy anatominés dalys, tokios kaip pumpurai ar zieve, ekstrahuojamos
tradiciniu maceracijos budu [6, 71]. Zaliava patalpinama j uzdarg inda su tirpikliu ir leidziama
pastovéti kambario temperatiiroje, daznai maiSant, kol iStirps bioaktyvieji junginiai. ISgavimo
procesas paprastai yra gana ilgas ir tesiasi kelias dienas ar net savaites. Norint padidinti ekstrahavimo
1Seigg, galima augaling Zaliavg pakartotinai maceruoti. Dvigubas ar trigubas maceravimas naudingas
ypac tada, Kai tiksliniai komponentai yra labai vertingi [72]. Sis metodas yra pigus, nereikalaujantis
sudétingos irangos ar jgiidziy. Taciau ekstrahavimo procesas ilgas ir mazai efektyvus, naudojami
dideli tirpikliy kiekiai, po ekstrakcijos reikalingos filtravimo ir tirpiklio pasalinimo procediros [70].
Bioaktyviyjy junginiy iSgavimas i§ tuopy pumpury ar medienos atliekamas ir Kitais tradiciniais
metodais, pavyzdziui, Soksleto ekstrakcijos, perkoliacijos ar hidrodistiliacijos [3, 66, 73]. Sie metodai
yra paprasti ir pigls, taciau ekstrahavimo procesas ilgas, be to, galimas tiksliniy junginiy terminis
skilimas, nes Soksleto ekstrakcija ir hidrodistiliacija paprastai vyksta ilga laika tirpiklio virimo
temperatiiroje [74].

Siuo metu moksliniai tyrimai nukreipti j inovatyvius ekstrakcijos metodus, kuriais siekiama rasti
optimalias proceso sglygas, sumazinti energijos suvartojima, padidinti tiksliniy ekstrakcijos produkty
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2 lentelé. Ekstrakcijos metodai taikomi ekstrahuojant tuopy anatomines dalis

Ekstrakcijos Tuopy risis ir anatominé Ekstrakcijos salygos | Tirpiklis Rezultatai Lit.
metodas dalis salt.
Maceracija Smulkiadantés tuopos (P. Kamb. temp., 24 val. | 95 % EtOH Ekstrakto iseiga 12 % [71]
tremuloides) Zievé
Maceracija J. tuopy (P. nigra) pumpurai | 24 val. MeOH Tiksliniy jung. i$eiga, mg/g likuciy: rozmarino ruigitis (14,46), kaempferolis | [6]
(5,17), kvercetinas (2,07), elaginé rugstis (1,98), p-kumaro riigstis (1,73)
Soksleto ekstrakcija Drebulés (P. tremula) Sakota | 24-48 val. MeOH Tikslinio junginio iSeiga, mg/g: naringeninas (8,8—11,5) [73]
mediena
Perkoliacija J. tuopy (P. nigra) pumpurai | 0,1 ml/min, 16-33 70 % ir 96 % Ekstrakto iSeiga: 49,10-74,22 g/100 g; [66]
val. EtOH
Maceracija naudojant | Balzaminiy tuopy (P. 35 °C, 60 min 70 % EtOH Tiksliniy jung. iSeiga, mg/g pumpury: p-kumaro riigstis (13,55), cinamono | [75]
ultragarsg balsamifera pumpurai rugstis (10,67), galanginas (8,76), pinobanksinas (1,92)
Maceracija naudojant | Drebulés (P. tremula) lapai 80 °C, 45 min 50 % MeOH Tiksliniy jung. iSeiga, mg/100 g pumpury: p-kumaro riigstis (2,57), ferulo [76]
ultragarsg rugstis (4,25), izokvercetrinas (93,78), kvercetrinas (14,94)
Ekstrakcija ultragarsu | J. tuopy (P. nigra) pumpurai | 40 °C, 45 min, 756 W | 70 % EtOH Tiksliniy jung. iSeiga, %: chrizinas (1,69-14,11), pinocembrino chalkonas | [17]
(1,76-21,72), galanginas (2,82—15,25), pinostrobino chalkonas (0,94—
10,77)
Hidrodistiliacija J. tuopy (P. nigra) pumpurai | 3 val. Pentanas / Tiksliniy junginiy i$eiga, mg/100 g pumpury: pinostrobinas (751,7), [3]
dietileteris (1:2) pinocembrinas (485,6), 3-O-pinobanksino acetatas (290,2) ir metil-butenil-
p-kumaratas (144,9)
SKE-CO> J. tuopy (P. nigra) pumpurai | 8,3-33,7 MPa, 35,8— | CO; Optimalios salygos 30 MPa/60 °C; [3]
64,4 °C Tiksliniy jung. iSeiga, mg benzilsalicilato ekv./100 g pumpury: pinostrobino
chalkonas (1574,2), B-eudesmolis (640,8), a-eudesmolis (581,9), 2-metil-2-
butenil-p-kumaratas (289,9), pentil-p-kumaratas (457,0), y-eudesmolis
(294,4) ir benzilsalicilatas (289,2)
SKE-CO> J. tuopy (P. nigra) pumpurai | 8,3-33,7 MPa, 40— CO2 Ekstrakto iSeiga: 0,38-10,28 g/100 g; [8]
64,1 °C Tiksliniy junginiy i$eiga, pg/mg: p-kumaro ragstis (0,33-1,52),
pinocembrinas (20,99-47,24), galanginas (4,04-10,25), pinostrobinas
(51,73-79,56), pinobanksinas (0,41-1,55) ir chrizinas (0,97-2,03)
SKE-CO> J. tuopy (P. nigra) séklos 15-25 MPa, 40-80 CO2 Ekstrakto iSeiga: 2,2-7,7 g/100 g; [77]

°C

Polinesociyjy riebaly rugsciy kiekis: linolo ragstis 28,3 %, y-linoleno
rugstis 18,0 % ir dihomo-y-linoleno rtigstis 10,9 %
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kiekj ir pakeisti jprastus tirpiklius ir ekstrakcijos metodus maziau aplinkai kenksmingomis
alternatyvomis (2 lentelé) [3]. Tuopy pumpury bioaktyviy junginiy i§skyrimo, taikant inovatyvius
ekstrakcijos metodus, pavyzdziy mokslingje literatiiroje yra nedaug. Pavyzdziui, Stanciauskaité ir kt.
tiksliniy junginy iSgavimui i§ P. balsamifera pumpury pasirinko inovatyvy ekstrakcijos ultragarsu
metoda [75]. Ekstrakcijos ultragarsu varomoji jéga yra kavitacija. Proceso metu terpés viduje susidaro
kavitacijos burbuliukai. Pasiekus kriting ribg, jie sprogsta j daugybe mikroskopiniy burbuliuky ir
iSsiskiriamas didelis energijos kiekis, sukuriant lokalizuotas auksto slégio (1000 atm) ir aukstos
temperattros (apie 4700 °C) zonas [78]. Veikiamas didelés energijos, matricos pavirSius plysta ir
galiausiai aktyvieji komponentai iSsiskiria j tirpiklj [79]. Ekstrahavimas ultragarsu tai paprastas,
nebrangus bei efektyvus bioaktyviyjy junginiy ekstrahavimo metodas lyginant su tradiciniais.
Ekstrahuoti galima zemesnése temperatiirose ir taip iSgauti termolabilius junginius. Taciau proceso
metu skatinamos oksidacijos reakcijos, generuojami radikalai, galintys trukdyti bioaktyviy junginiy
iSgavimui, o po ekstrakcijos reikia filtravimo ir tirpiklio pasalinimo procediiry [74].

Nepoliniy tuopy pumpury bioaktyviy junginiy i$skyrimo taikant inovatyvy ir ,,zalig” ekstrakcijos
metodg superkriziniu anglies dvideginiu (SKE-CO.) tyrimai Europoje pradéti vykdyti labai neseniai
tam panaudojant Lietuvoje ir Siaurés Europos Salyse yra gana retos ir nykstanc¢ios juodosios tuopos
(P. nigra) pumpurus, kuriuose kai kuriy bioaktyviy junginiy kiekis yra mazesnis nei kity rasiy tuopy
pumpuruose [25]. Ekstrakcijai superkriziniais skysciais yra naudojamos medZziagos, esancios
biisenoje virs joms biudingo kritinio slégio ir temperatiiros [78]. Toks skystis pasizymi panasiomis j
dujas difuzijos, klampumo ir pavir§iaus jtempimo savybémis, taip pat j skystj panaSiu tankiu ir
tirpumo galia [80]. Anglies dioksidas (CO.) tapo tinkamiausia medziaga $iai ekstrakcijai atlikti dél
zemos kritinés temperatiiros (31,1 °C) ir santykinai mazo kritinio slégio (7,4 MPa). Tai netoksiskas,
inertiSkas, nedegus, nebrangus junginys bei klasifikuojamas kaip saugus ekstrahuojantis agentas. Be
to CO2 dujas galima pakartotinai panaudoti, taip sumazinant bendras proceso energijos sgnaudas ir
iSvengiant tirpikliy atlieky [80]. Ekstrakcijos procesas gali biiti vykdomas Zemose temperatiirose taip
sumazinant bioaktyviy komponenty terminio skilimo galimybe¢. Nepaisant $iy privalumy, poliniy
junginiy ekstrakcijai §is nepolinis tirpiklis néra tinkamas; poliniy komponenty tirpumas ir proceso
selektyvumas gali biiti padidintas pridedant nedidelj kieki (iki 5-10 %) poliniy tirpikliy
(modifikatoriy), tokiy kaip etanolis [67].

Kitas inovatyvus metodas naudojant suslégtus skysc¢ius vadinamas ekstrakcija padidintame slégyje
tirpikliais (EPS). Procesas vyksta esant padidintam slégiui (100—140 atm) ir aukStai temperattrai (40—
200 °C) [74]. Aukstas slégis padeda palaikyti tirpiklj skystoje biisenoje, o aukstoje temperatiiroje
padidinamas bioaktyviy junginiy i§ augalinés Zaliavos iSplovimo greitis. Tokiomis sglygomis tirpiklis
turi savybes, palankias ekstrahavimo procesui, taip pat pasiekiamas efektyvus tirpimo procesas ir
skatinama analizuojamy medZziagy desorbcija i§ augalinés zaliavos [81]. Nors metodas placiai
taikomas jvairiy augaliniy zaliavy ekstrahavimui, tac¢iau moksliniy tyrimy, kuriy metu $i technika
biity pritaikyta tuopy pumpurams, néra [82].

EPS sistemos technika yra paprasta ir lengvai pritaikoma laboratorijoje. Méginys patalpinamas
ekstrahavimo cele (5 pav.), pagaminta i§ neriidijancio plieno. Patekus tirpikliui i vidy, celé
suslégiama, paSildoma iki tam tikros temperatiiros ir meginys statiSkai ekstrahuojamas. Celé
praplaunama tirpikliu, o ciklas gali buti kartojamas. Kai ekstrahavimas baigiamas, suslégtas azotas
visa tirpiklj 18 celés perkelia i talpg analizei. Ekstraktas filtruojamas, todél nereikia atskiro filtravimo
etapo. EPS placiai naudojamas analitéms ekstrahuoti i§ augaliniy zaliavy, maisto ar aplinkos meéginiy
[83].
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5 pav. EPS sistemos aparattira

Ekstrakcija padidintame slégyje tirpikliais turi keletg privalumy lyginant su klasikiniais ekstrakcijos
metodais, jskaitant lengva automatizavimg, trumpesnj analizés laika, geresnj pakartojamuma,
mazesnes darbo sanaudas ir santykinai maza reikiama tirpiklio kiekj. Be to, pagreitinta ekstrahavimo
sistema leidzia lengvai valdyti temperatiira, slégj, ekstrahavimo laikg ir cikly skaiéiy [7]. Toks
proceso optimizavimas gali padidinti junginiy kiekj, iSgautg i§ augalinés zaliavos, o uzprogramuota
EPS jranga gali veikti be priezitros. Taciau esant aukStai ekstrahavimo temperatirai, gali skilti
augalingje zaliavoje esantys termolabilus junginiai. Optimaliis kintamyjy parametrai priklauso nuo
ekstrahuojamyjy junginiy rusies. Taigi, tinkami proceso parametrai turi biiti nustatyti eksperimentiniu
budu [74].

Racionalus ir tvarus jvairiy augalinés kilmés zaliavy perdirbimas j aukStesnés pridétinés vertés
Sio proceso aspekty — efektyviy bioaktyviy medziagy iSskyrimo bei daugiapakopiy beatliekiy
ekstrakcijos ir frakcionavimo procesy kiirimas ir taikymas kuriant inovatyvius Siuolaikinio vartotojo
poreikius atitinkancius produktus, kurie gali biiti panaudojami maistui, kosmetikai, buitinei chemijai
gaminti, farmacijos srityje ir kitiems tikslams [84].

Vienas 1§ svarbiausiy biorafinavimo uzdaviniy siekiant pagaminti bioaktyviais junginiais praturtintus
produktus yra pasirinkto ekstrakcijos metodo parametry optimizavimas. Optimalios ekstrakcijos
salygos gali Zenkliai skirtis priklausomai nuo eksperimentams panaudotos augalinés Zaliavos ar jos
anatominés dalies tipo ir savybiy, zaliavy paruosimo ekstrakcijos procesui btido, ekstrakcijai parinkto
tirpiklio, optimizavimui parinkty ekstrakcijos parametry tipo ir skaiciaus, siekiamo tikslo
(pavyzdziui, gauti didZiausig galimg ekstrakto iSeiga, sukoncentruoti tikslinius tam tikromis
funkcinémis savybémis pasiZymincius junginius ekstrakte, keisti proceso energijos ar laiko sgnaudas
ir kt.) [3]. Norint efektyviai Siuos uzdavinius jgyvendinti tiek laboratoriniame, tieck pramoniname
lygmenyje, ekstrakcijy procesams modeliuoti, optimizuoti ir validuoti yra naudojami jvairQs
integruoti chemometriniai metodai, pavyzdziui, atsako-pavirSiaus metodologija (angl. RSM,
Response Surface Methodology) gristas eksperimentinis dizainas (angl. DoE, Design of Experiments)

[9].
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RSM yra vienas placiausiai taikomy optimizavimo metody ir apibrézia nepriklausomy ekstrakcijos
proceso kintamyjy (pavyzdziui, slégis, pH, tempratira ar laikas), atskirai arba kartu, poveikij
tiriamiesiems atsakams [3]. Modeliuojant ekstrakcijos procesg ir optimizuojant parametrus galima
iSskirti penkis etapus. Pirmasis etapas yra eksperimentinio plano parenigmas, kurio metu pasirenkami
nepriklausomi ir priklausomi kintamieji bei nustatomi jy lygiai. Toliau atliekami eksperimentai pagal
sudarytg plang. Trecio etapo metu atlieckama nepriklausomy kintamyjy analiz¢, jvertinama jy jtaka
priklausomy kintamyjy pokyciams ir sudaromas proceso modelis. Ketvirtas etapas skirtas modelio
analizei — atliekama statistiné ANOVA analizé ir modelio vizualizacija. Paskutinio etapo metu
nustatomos optimalios ekstrakcijos sglygos [85].

Dazniausiai eksperimentiniam dizainui sudaryti yra naudojamas centriSkai kompozicinis planas
(angl. CCD, Central Composite Design) . Sj plana sudaro trijy tipy taskai: (1) faktoriniai tagkai, (2)
centrinis taskas ir (3) aSiniai taskai, esantys o atstumu nuo centrinio tasko (6 pav.). Centriskai
kompozicinis planas yra tinkamas nuosekliems eksperimentams atlikti ir leidzia nustatyti optimalias
ekstrakcijos procesy salygas pastoviai tikslinei atsako vertei gauti, taip pat atsakui didinti arba
mazinti tam taikant maziausig galimg eksperimenty skaiciy [86].
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6 pav. Centri$kai kompozicinis planas [87]

Atsako-pavirSiaus metodologija yra placiai naudojama maisto, biotechnologijy bei farmacijos
pramonese, sprendziant daugiatikslio bioaktyviy junginiy ekstrakcijos optimizavimo uZzdavinius.
Papildomai, pastaraisiais metais jvairlis dirbtinio intelekto jrankiai, pavyzdziui, dirbtiniais
neuroniniais tinklai (angl. Artificial Neuron Network) vis dazniau naudojamas ekstrakcijy procesy
modeliavimui $alia atsako-pavirSiaus metodologijos, o gauti modeliai parodé tvirtg koreliacijg su
eksperimenty rezultatais [85].

Iki Siol literatiiros Saltiniuose yra aprasoma tik keletas moksliniy tyrimy, kuriy metu atsako-pavirsiaus
metodologija buvo pritaikyta siekiant optimizuoti juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury ekstrakcijos
superkriziniu CO2 procesg [3, 8]. Moksliniy tyrimy, pritaikant $ig metodologijg kitiems tuopy
pumpury, jskaitant ir P. balsamifera ekstrakcijos metodams, néra.
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1.5. Tuopy preparaty panaudojimas

Europoje tuopy pumpury gydomosios savybés pirmg kartg apraSytos 1597 metais, J. Gerard‘o
knygoje [88]. Ankstyva pavasarj surinkti tuopy pumpurai tradicinéje medicinoje naudojami kaip
antibakteriniai, prieSgrybeliniai, prieSuzdegiminiai, kar§¢iavimg mazinantys, greitinantys zaizdy
gijimg ir atsikoséjimg gerinantys preparatai [3, 89]. Tuopy pumpury preparatai naudojami
pavir§inéms odos traumoms, nusalimams ir 0dos nudegimams gydyti. [Soriskai naudojami preparatai
taip pat ramina ir gydo kitas odos ligas ir suzeidimus (opos, sumusimai, jpjovimai ir spuogai), be to,
tuopy pumpury tinkttra palengvina laringito ir kity kvépavimo taky ligy simptomus. Balzaminiy
tuopy (P. balsamifera) pumpurai tradicinéje medicinoje naudojami dermatologiniy ir vir§kinamojo
trakto problemoms gydyti [90].

Juodyjy tuopy (P. nigra) séklos tradiciS$kai naudojamos gydant daugelj uzdegiminiy ligy, tokiy kaip
artritas, bronchitas ir kvépavimo taky ligos [55], lapai ir zievé zinomi kaip antireumatiniai Zzoliniai
vaistai [25]. Be to, zievé pasizymi tonizuojanéiomis ir kar§¢iavimg mazinané¢iomis savybémis. Kaip
diuretikas, jau nuo seno ji buvo vartojama gydant §lapimo takus [19].

Siuo metu Lietuvoje registruota keletas vaistiniy preparaty, kuriy sudétyje randama tuopy pumpury
ekstrakto. Geriamyjy lasy ,,Akutur sudétyje yra 130 mg smulkiadantés tuopos (P. tremuloides)
ekstrakto. Preparatas skirtas lengvo Slapimo taky uzdegimo papildomam pagalbiniam gydymui po
veiksmingos specifinés terapijos. ,,Homeovox* dengtyjy tableciy sudétyje yra 0,09 mg tuopy (P.
candicans) ekstrakto. Tabletés skirtos trumpalaikiui uzkimimui ir gerklés skausmui mal$inti [91].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Balzaminiy tuopy pumpurai

Tyrimo objektas — balzaminiy tuopy (P. balsamifera) iSdZiovinti lapiniai pumpurai (7 pav). Augaliné
zaliava jsigyta i§ UAB ,,Jadvygos Zolés®“. P. balsamifera pumpurai buvo surinkti ir i§dziovinti 2019
metais.

7 pav. Balzaminiy tuopy iSdziovinti pumpurai
2.2. Naudotos medZiagos

Diatominé zemé, 100 % SiO> (,,Thermo Scientific*, JAV); Zemes tikio kilmés etilo alkoholis, 96 %
(,,Stumbras“, Kaunas, Lietuva); Metanolis, >99,9 % (,,Sigma-Aldrich®, Steinheim, Vokietija);
Acetonas, >99,5 % (,,Sigma-Aldrich“, Steinheim, Vokietija); Troloksas, 97 % (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-karboksirtigstis) (,,Sigma-Aldrich*, Steinheim, Vokietija); Azobis (2,2’-azobio
(2-amidinpropano) dihidrochloridas) (,,Sigma-Aldrich*, Steinheim, VokKietija); Fluoresceinas
(,,Sigma-Aldrich*, Steinheim, Vokietija); Folin-Ciocalteu reagentas, 2 M (,,Sigma-Aldrich*, Buchs,
Sveicarija); ABTS"" reagentas (2,2-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono riigities katijono laisvasis
radikalas) (,,Sigma-Aldrich*, Steinheim, Vokietija); Skruzdziy rtgstis, >95 % (CH20.) (,,Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Vokietija); Acetonitrilas, >99,9 % (CH3CN) (,,Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Vokietija); Natrio chloridas (NaCl) (,,Reachem®, Slovakija); Kalio chloridas (KCI) (,,Reachem*,
Slovakija); Natrio karbonatas, 98 % (Na:COs) (,,Chempur®, Lenkija); Natrio hidrofosfatas
(Na2HPO4) (,,Reachem®, Slovakija); Kalio dihidrofosfatas (KH2POg (,,Reachem®, Slovakija); Galo
ragstis (C7HeOs) (,,Sigma-Aldrich®, Steinheim, Vokietija); Natrio dihidrofosfatas (NaH2POs)
(,,Sigma-Aldrich*, Japonija); DMSO, >99,9 % (dimetilsulfoksidas) (,,Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Vokietija); Kojo rugstis (CeHsOa) (,,Sigma-Aldrich®, Jungtiné Karalysté); Tirozinazé, 7164 vnt/mg
(,,Sigma-Aldrich*, JAV); L-DOPA, >98 % (Levodopa, 3,4-dihidroksifenilalaninas, CoH11NOa4)
(»Sigma-Aldrich“, JAV); Pinocembrinas, >95 % (,Cayman Chemical Company®, JAV);
Pinostrobinas, >98 % (,,Cayman Chemical Company*, JAV).

2.3. Balzaminiy tuopy pumpury ekstrakcija padidintame slégyje (EPS)

Prie§ ekstrakcijg i8dziovinti balzaminiy tuopy (P. balsamifera) pumpurai susmulkinami
laboratoriniame cikloniniame maliine (,,Retsch, Haan, VVokietija) naudojant 2 mm sietg. Kiekvienam
eksperimentui atlikti analitinémis svarstyklémis Scaltec SPB31 (,,Goti“, Vokietija) pasveriama
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2,000+0,001 g sumaltos zaliavos ir sumaiSoma su diatomine zeme, santykiu 1:1. Ekstrakcijos celé
pripildoma pripildoma paruostu augalinés zaliavos ir diatominés zemés miSiniu, abiejuose celés
galuose jdedami celiuliozés filtrai (,,ThermoFisher Scientific”, Vilnius, Lietuva) ir uZzsukami
dangteliai. Paruostos celés patalpinamos j ekstraktoriy, o tirpikliui skirta talpa pripildoma 96 %
etanoliu. Ekstrakcijai atlikti naudota ASE-350 (,,Dionex Corporation®, Saniveilis, JAV) jranga. EPS-
EtOH ekstrakcijos sglygos: 40-80 °C temperatira ir 15-45 min laikas, eksperimentai atliekami pagal
sudarytg eksperimentinj plang (2.10 poskyris) ir pakartojami du kartus. Ekstrakcijy metu palaikomas
pastovus 10,3 MPa slégis.

EPS-EtOH liekana, gauta ekstrahuojant Zaliavg nustatytomis optimaliomis sglygomis, toliau buvo
ekstrahuota subkriziniu vandeniu (EPS-H20). Pasirinktos ekstrakcijos salygos: 10,3 MPa slégis, 110
°C temperatura, 15-45 min laikas (3 ciklai po 5-15 min).

Gauti EPS-EtOH ekstraktai buvo sukoncentruoti iSgarinant etanolj vakuuminiame rotaciniame
garintuve ,,Biuchi R-U4“ (Sveicarija). Vanduo i§ EPS-H,0 ekstrakty buvo pasalintas liofilizuojant
»Maxi-Dry Lyo* (Danija) liofilizatoriumi. Sukoncentruoti ekstraktai laikomi tamsiuose buteliukuose,
Saldiklyje, -18 °C temperatiiroje. EPS-EtOH ir EPS-H.0 ekstrakty iSeigos iSreikstos g/100 g TP.

2.4. P. balsamifera pumpury ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimai

Antioksidacinio aktyvumo tyrimai atlikti naudojant praskiestus ekstraktus. Koncentruoti balzaminiy
tuopy pumpury EPS-EtOH ekstraktai istirpinami >99,9 % metanolyje (MeOH), o EPS-H.O —
distiliuotame vandenyje. PasiruoSiami pradiniai ekstrakty skiediniai, kuriy koncentracija 10 mg/ml.
Kiekvienos analizés metu Sie pradiniai tirpalai dar praskiedziami iki reikiamos koncentracijos.

2.4.1. Deguonies radikaly sujungimo gebos nustatymas (ORAC)

Metodas atliekamas pagal modifikuotg Prior’o ir kt. (2003) metodika [92]. Pirmiausia paruoSiamas
fosfatinis buferinis PBS tirpalas (pH 7,4). Analitinémis svarstyklémis pasveriama 8,180+0,001 g
NaCl, 1,420+0,001 g NaxHPOa, 0,270+0,001 g KH2PO4 ir 0,150+0,001 g KCI. Visi reagentai
iStirpinami 1 litre distiliuoto vandens, ploks¢iadugnéje kolboje.

Automatine pipete 25 ul P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (0,02 mg/ml MeOH) arba EPS-H>0O
(0,02 mg/ml H20) ekstrakto arba tirpiklio (kontrol¢) ir 150 ul fluoresceino tirpalo (14 pmol/l)
supilama j 96 Sulinéliy juoda nepermatoma plokstele, uzdengiama ir 15 minuciy inkubuojama 37 °C
temperatiiroje. Po inkubacijos, daugiakanale pipete j Sulinélius su bandiniais pilama po 25 pl paruosto
azobio (AAPH) tirpalo (240 mmol/l PBS). Analizé atlickama FLOUstar Omega skaitytuvu (,,BMG
LabTech®, Vokietija). Fluorescencija matuojama 120 cikly po 1 min, 37 °C temperatiiroje,
suzadinimas — 485 nm, emisija — 520 nm. Eksperimentai pakartoti tris kartus.

Kalibraciné kreivé sudaroma naudojant jvairiy koncentracijy (50-500 umol/l PBS) Trolokso tirpalus.
Plotas po kalibracine kreive (angl. AUC, area under the curve) bandiniams apskai¢iuojamas
integruojant santyking fluoresceino kreive (8 pav.). Gauti rezultatai iSreiSkiami Trolokso
ekvivalentais (mg TE/g E ir TP).
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AUC apskaiciavimui naudojama formulé:

i=120
AUC=1+ E L )
fo
i=1

¢ia fo — pradiné fluoresceino verté (0 min); fi — fluoresceino verté tam tikrg laika (i-taja minutg).
Kalibracinés kreivés lygtis:

y = 0,1341x + 1,0327, R?=0,9979 (2)
¢ia x — Trolokso koncentracija, uM; y — AUC.

2.4.2. Bendrojo fenoliniy junginiy kiekio nustatymas (BFJK)

Tyrimas atliktas naudojant modifikuotg Singleton’o, Orthofer’o ir Lamuela-Raventos (1999)
metodika [93]. Folin-Ciocalteu reagentas praskiedziamas distiliuotu vandeniu, santykiu 1:9, o
pradiniai EPS-EtOH ir EPS-H20 (10 mg/ml) ekstrakty tirpalai praskiedziami distiliuotu vandeniu iKi
0,2 mg/ml koncentracijos. Automatine pipete j 1,5 ml talpos mégintuvélj jpilama 150 ul EPS-EtOH
(0,2 mg/ml H20) arba EPS-H>0 (0,2 mg/ml H20) ekstrakto arba distiliuoto vandens (kontrolé) ir 750
ul Folin-Ciocalteu praskiesto tirpalo. Palaukiama 3 minutes ir j kiekvieng mégintuvélj jpilama po 600
ul 7,5 % Na2COg tirpalo. Paruosti tiriamieji bandiniai paliekami 2 valandoms tamsoje. BFIK
nustatomas spektrofotometru Genesys 8 (,,Spectronic®) matuojant kiekvieno bandinio absorbcija
esant 760 nm bangos ilgiui. Tyrimas pakartotas tris kartus.

Kalibracin¢ kreivé sudaroma naudojant jvairiy koncentracijy (5-80 pg/ml) galo ruigsties vandeninius
tirpalus. Gauti rezultatai iSreiskiami galo rugsties ekvivalentais (mg GRE/g E ir TP). Kalibracinés
kreiveés lygtis:

y = 0,0104x + 0,0185,R?=0,9971 (3)

Cia x — galo rugsties koncentracija, pg/ml; y — skirtumas tarp bandinio ir kontrolés optinio tankio.
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2.4.3. ABTS laisvyjy radikaly suri§imo metodas

Sis metodas atliktas pagal modifikuota Re ir kt. (1999) metodika [94]. Analitinémis svarstyklémis
pasveriama 0,055+0,001 g ABTS"" reagento ir praskiedziama buferiniu PBS tirpalu (pH 7,4) 50 ml
talpos ploksciadugnéje kolboje iki Zymés. Paruostas tirpalas palickamas 16 valandy tamsoje. Praéjus
Siam laikui, ABTS'" tirpalas skiedziamas PBS, kol gaunama darbinio tirpalo absorhcija tampa lygi
0,700+0,010 optinio tankio vienety, esant 734 nm bangos ilgiui.

1500 ul paruosto darbinio tirpalo mégintuvélyje sumaiSoma su 25 pul EPS-EtOH (0,2 mg/ml EtOH)
arba EPS-H>0 (0,2 mg/ml H2O) ekstrakto arba distiliuotu vandeniu (kontrolé¢). Méginiai palickami 2
valandoms tamsoje. Bandiniy absorbcija matuojama spektrofotometru esant 734 nm bangos ilgiui.
Tyrimas pakartotas tris kartus.

Kalibraciné kreivé sudaroma panaudojant jvairiy koncentracijy (0,25-1,25 mg/ml) Trolokso
(poliniuose tirpikliuose tirpus sintetinis vitamino E analogas) tirpalus. Gauti rezultatai iSreiskiami
Trolokso ekvivalento antioksidaciniu aktyvumu (mg TE/g E ir TP). Kalibracinés kreivés lygtis:

y = 0,0638x — 1,3042, R2=0,9977 (4)

¢ia x — Trolokso koncentracija, uM; y — skirtumas tarp bandinio ir kontrolés optinio tankio, isreikstas
procentais.

2.5. Antimikrobinio aktyvumo nustatymas

Antimikrobinis balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ir EPS-H,0 (110 °C, 15 min)
ekstrakty aktyvumas buvo nustatytas naudojant difuzijos j agarg metodg, modifikuotg pagal LoZienés
ir kt. (2007) metodika [95]. Bakterijy Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATTC
8739 ir Escherichia coli NTC 12900 kultivavimas atliekamas ant nuozulnaus agaro (ploksteliy
skai¢iavimo agaras (PCA) (REF 610040, ,,Liofilchem®, Italija)) 37 °C temperatiiroje, o mieliy
Candida albicans ATCC 90028 — ant nuozulnaus agaro i§ DRBC agaro bazés (REF 610237,
,Liofilchem®, Ttalija) 25 ©°C temperatiiroje. Mitybinés terpés paruoStos pagal gamintojo
rekomendacija. Bakterijy ir mieliy lasteliy suspensija paruoSiama inokuliacijai naudojant 18 valandy
augintas kultiiras ir standartizuota pagal McFarland‘o standarta Nr. 0,5 (1 x 10° kolonijas
formuojanéiy vienety 1 ml (cfu/ml)).

Tada 200 ml PCA mitybinés terpés inokuliuojama su 2 ml gauta bakterijy suspensija, o DRBS
mitybiné terpé — su mieliy suspensija. | sterilias Petri léksteles i$pilstoma po 12—15 ml inokuliuotos
mitybinés terpés. Sukietéjus mitybinei terpei, kiekvienoje Petri 1éksteléje paruosiami trys Sulinéliai
(diametras 10 mm) ir j kiekvieng i8 jy automatine pipete pilama po 25 ul EPS-EtOH (10-50 mg/ml
(EtOH) arba EPS-H20 (10-50 mg/ml H20) arba tirpiklio (kontrolé).

Petri 1ékstelés su mikroorganizmy kultiiromis inkubuojamos termostate, bakterijos — 37 °C, o mielés
— 30 °C temperatiroje. Pra¢jus 24 valandoms, vertinamas tiriamyjy ekstrakty antimikrobinis
aktyvumas, iSmatuojant Sulin¢lius supanciy steriliy zony skersmenj (slopinimo zonos skersmuo +
Sulinélio skersmuo). Vidutiné P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ir EPS-H20 (110
°C, 15 min) ekstrakty slopinimo zona buvo apskaiciuota matuojant tris Sulinelius.
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2.6. Tirozinazés inhibicijos gebos aktyvumas

Tyrimai atlikti pagal modifikuota Grochowski ir kt. (2017) metodikg [96]. Pirmiausia pasiruoSiama
100 ml fosfatinio buferio (0,05 M, pH 6,8). Analitinémis svarstyklémis pasveriama 0,656 g NaoHPO4
ir 0,352 g NaH;POs. Sie reagentai itirpinami 80 ml distiliuoto vandens ir laginant 1 M HCI tirpala,
Agilent Technologies 3200P pH metru nustatoma tirpalo galutiné pH verté. Gautas tirpalas kolboje
praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki Zymés.

EPS-EtOH ekstraktai istirpinami 25 % DMSO vandeniniame tirpale (0,025-0,5 mg/ml), o EPS-H20
—distiliuotame vandenyje (0,5-3,0 mg/ml). Automatine pipete j 96 Sulinéliy skaidrig plokstelg pilama
po 25 ul EPS-EtOH (0,025-0,5 mg/ml) arba EPS-H.O (0,5-3,0 mg/ml) ekstrakto arba tirpiklio
(kontrolé), 40 ul 200 vnt/ml tirozinazés fermento buferinio tirpalo ir 100 pul fosfatinio buferio.
Méginiai 15 min. inkubuojami 25 °C temperatiiroje. Po inkubacijos, j kiekvieng Sulinélj jpilama 40
ul 0,01 M L-DOPA tirpalo. Méginiai vél inkubuojami 25 °C temperatiiroje, 9 minutes. Praéjus Siam
laikui, absorbcijos matavimas atliekamas FLUOstar Omega spektrofotometru, esant 475 nm bangos
ilgiui. Tyrimas pakartotas tris kartus.

Kalibraciné kreivé sudaroma naudojant jvairiy koncentracijy (0—40 pg/ml) kojo rugsties tirpalus.
Gauti rezultatai iSreiskiami kojo rugsties ekvivalento aktyvumu (mg/g E ir TP). Kalibracinés kreivés

lygtis:

y = 1,0296x + 8,8196, R? =0,9938 (5)
¢ia x — kojo riigSties koncentracija, pg/ml; y — tirozinazés inhibicijos geba, iSreikSta procentais.
2.7. Pinocembrino ir pinostrobino analizé efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu

Analitinémis svarstyklémis Scaltec SPB31 (,,Goti“, Vokietija) pasveriama 0,020+0,001 g P.
balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H.0 ekstrakty. EPS-EtOH ekstraktas itirpinamas >99,9 %
metanolyje, 0 EPS-H>O — ultra $variame vandenyje ,,Milli Q“ iki 1 mg/ml koncentracijos. Visi
méginiai prie§ analiz¢ buvo filtruojami per 0,45 pm nailoninius $virkstinius filtrus, kuriy diametras
25 mm (,,Interchim®). Dihidroksiflavanono pinocembrino ir monohidroksiflavanono pinostrobino
kiekybiné ir kokybiné analizé buvo atlikta naudojant ,,Shimadzu Nexera-i LC 2040C* efektyviosios
skys¢iy chromatografijos sistemg su fotodiody matricos detektoriumi ir automatiniu injektoriumi
(,,Shimadzu Corporation®, Tokijas, Japonija). Junginiai chromatografiskai atskirti 30 °C
temperatiiroje naudojant ,,Supelcosil® 3u, C18, 120A, 150 x 4,60 mm kolon¢le (,,Sigma-Aldrich®,
Bornemas, Belgija). Analizei naudotas tirpiklis A — ,,Milli Q* vanduo, partigstintas 0,1 % skruzdziy
ragstimi, o B tirpiklis — 0,1% acetonitrilas tiekiant j sistema pastoviu 1,0 ml/min srautu, injekcijos
taris — 10 ul. Analizés metu naudotas gradientas buvo 0-1 min (10 % B); 1-5 min (10-50 % B), 5-
15 min (50-80 % B), 15-17 min (80 % B), 17-21 min (80-10 % B) ir 21-23 min (10 % B). Gautos
chromatogramos 200-500 nm bangos ilgiuose, o tiksliniams junginiams kiekybiskai jvertinti buvo
naudojamos 288 nm chromatogramos. Kalibracinés kreivés sudarytos naudojant jvairiy koncentracijy
analitinius pinocembrino (10-100 ug/ml) ir pinostrobino (5-50 ug/ml) standartus; eksperimentai
kartoti tris kartus.

Pinocembrino kiekio kalibracinés kreivés lygtis:

y = 28001x — 266785, R? = 0,992 (6)
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¢ia x — pinocembrino kiekis, ug/ml; y — smailés plotas chromatogramoje.

Pinostrobino kiekio kalibracinés kreivés lygtis:

y = 27955x — 181841, R? =0,9916 (7)
¢ia x — pinostrobino kiekis, pg/ml; y — smailés plotas chromatogramoje.

2.8. Chlorofily a ir b bei bendro karotinoidy kiekio nustatymas

Pigmenty kiekio analizé atlikta pagal modifikuota Lichtenthaler’o ir Buschman’o (2001) metodika
[97]. Balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ekstraktai istirpinami acetone (10 mg/ml). Gauti tirpalai
laikomi 10 minuciy ,,Emag Technologies* (Vokietija) ultragarso voneléje ir centrifuguojami (10 min,
10 000 rpm) ,,Velocity 18R* centrifuga. Tirpaly optinis tankis matuojamas spektrofotometru prie
jvairiy bangos ilgiy: 470 nm, 645 nm, 662 nm ir 750 nm. Tyrimas pakartotas tris kartus.

Pigmenty (chlorofily a ir b bei karotinoidy ) kiekis apskai¢iuojamas pagal formules:

Ca (ng/ml) = 11,24 * Agez - 2,04 * Agys (8)
Cp (ng/ml) = 20,13 x Aggs — 4,19 * Age; ©)
Crarotinoidai (Mg/ml) = (1000 * A479 - 1,9 % C5 - 63,14 * Cp)/214 (10)

¢ia Ca — chlorofilo a koncentracija; Cy, — chlorofilo b koncentracija; Chkarotinoidai — karotinoidy
koncentracija; A — optinis tankis prie atitinkamy bangos ilgiy.

Praskiesti ekstrakty tirpalai turi buti visiskai skaidris, nes drumstas tirpalas sukelia didesne absorbcija
tarp 400 ir 800 nm. Drumstumas patikrinamas matuojant absorbcijg esant 750 nm (A7so) bangos ilgiui.
Paruosus skaidry tirpala, A7so turéty bati lygus nuliui, nes chlorofilas a ir b bei karotinoidai Siame
spektre neabsorbuojami [98].

2.9. Lakiujy junginiy analizé

EPS-EtOH (78 °C, 18 min) P. balsamifera ekstrakto virSerdvéje lakiyjy junginiy sudétis buvo
nustatyta kietafazés mikroekstrakcijos i$ virSerdvés-dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos
metodu. J20  ml kietafazés mikroekstrakcijos (KME) buteliukus analitinémis  svarstyklémis
pasveriama 0,100+0,001 g P. balsamifera EPS-EtOH ekstrakto. Kietafazé mikroekstrakcija
atliekama siomis sglygomis: temperatiira 60 °C, pusiausvyros trukmé 15 min, ekstrahavimo laikas 30
min, naudojant issamiosios dujy chromatografijos sistemg (GCxGC-TOF-MS) ,,LECO* Pegasus 4D,
susidedancig 1§ ,,Agilent 7890A GC* sistemos, ,,Gerstel“ daugiafunkcio méginiy paé¢mimo
jrenginio (,,Gerstel GmbH*, Miulheimas,  Vokietija) su TOF-MS  detektoriumi  (,,LECO*,
Sent Dzozefas, M1, JAV). Chromatografing sistemg sudaro pirminé kolonélé BPX-5 (30 m, 0,25 mm,
0,25 um) (,,SGE Analytical Science®, Australija) susieta su antrine kolonéle BPX-50 (,,SGE
Analytical Science”, 2,00 m, 0,0 mm, 0,1 pm). Analizés salygos: desorbcijos laikas 5 min;
temperatiira keliama Kkeliais etapais nuo 40 °C (sulaikymas 1 min) iki 130 °C (sulaikymas 10 min),
esant 4 °C/min greiciui, véliau iki 210 °C, esant 1 °C/min greic¢iui ir galiausiai iki 300 °C, esant 10
°C/min greic¢iui; moduliatoriaus poslinkio temperatiira 5 °C, su 10 sek. moduliacijos periodu (karsto
impulso trukmé 1,25 sek., vésaus laiko tarpas tarp etapy 3,75 sek.; ausSintuvo temperatira -80 °C);
perdavimo linija § MSD 250 °C; dujy chromatografijos purkstuko angos temperatiira nustatyta 150
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°C ir keliama iki 250 °C esant 20 °C/min grei¢iui; neSimo dujos (He) 1 ml/min; padalijimo santykis
1:20; TOF-MS greitis 10 spektry/sek., masés diapazonas 30—500 m/z vienetai; detektoriaus jtampa
1550 V; jony S$altinio temperatiira 250 °C.

Duomenys buvo apdoroti naudojant ,,ChromaTOF* programing jrangg v.4.22 (,,LECO*) po 400 sek.
tirpiklio smailés uzdelsimo. Lakieji junginiai nustatyti palyginus jy masés spektrus su Adams'o,
NIST, MainLib ir Replib masés spektry bibliotekomis (priimtini atitikmenys, jei signalo ir triukSmo
santykis >50, 0 panasumas >750). Linijiniai sulaikymo indeksai (LRI) buvo apskaiciuoti naudojant
C7-C30 n-alkany serijy sulaikymo laikg ir palyginus su literatiros Saltiniy duomenimis.
Eksperimentai atlikti tris kartus. LRI apsakai¢iuojami pagal formule:

LRI = 100 (n + _Rs)-Ren) )

Rt(n+1)—Rt(n)

(11)

¢ia Rt(s) — nezinomo junginio sulaikymo laikas; Rt(n) — prie$ junginj iSeinancio alkano sulaikymo
laikas; Rt(n+1) — po junginio iSeinancio alkano sulaikymo laikas; n — prie§ junginj iSeinancio alkano
anglies atomy skaicius.

2.10. P. balsamifera EPS-EtOH eksperimentinio plano sudarymas ir proceso optimizavimas

Eksperimentinis EPS-EtOH planas sudarytas taikant Design-Expert 12.0 programa, naudojant atsako-
pavirSiaus metodologija su centriSkai kompoziciniu planu. Pasirinkti ekstrakcijos proceso
nepriklausomi kintamieji yra laikas (t, min) ir temperatira (T, °C). Ekstrakcijos salygos: 40—80 °C
temperatiira, 15-45 min laikas (3 ciklai po 5-15 min). Sie kintamieji uzkoduoti trimis lygiais (—1, 0,
+1), sudarytas 13 eksperimenty, esant skirtingoms ekstrakcijos salygomis, planas (3 lentelé).

3 lentelé. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH optimizavimo eksperimentinis planas

Lyagiai ir eil. Nr. Temperatiira (T, °C) Laikas (t, min)
Min. lygis (-1) 40 15
Vid. lygis (0) 60 30
Maks. lygis (+1) 80 45
1 (faktorinis) 40 45
2 (aginis) 60 45
3 (aginis) 60 15
4 (aginis) 80 30
5 (faktorinis) 80 45
6 (centrinis) 60 30
7 (centrinis) 60 30
8 (asinis) 40 30
9 (centrinis) 60 30
10 (faktorinis) 80 15
11 (centrinis) 60 30
12 (faktorinis) 40 15
13 (centrinis) 60 30
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Pasirinkti Sie P. balsamifera EPS-EtOH optimizavimo proceso priklausomi kintamieji: (1) EPS-
EtOH ekstrakto iSeiga; BFJK (bendras fenoliniy junginiy kiekis), mg GRE/g TP; (3) TEAGorac
(deguonies radikaly sujungimo geba), mg TE/g TP; (4) BKK (bendras karotinoidy kiekis), ug/g TP,
(5) chlorofilo a kiekis, ug/g TP; (6) chlorofilo b kiekis, pg/g TP; (7) BCK (bendras chlorofily kiekis),
ug/g TP; (8) pinocembrino kiekis, mg/g TP; (9) pinostrobino kiekis, mg/g TP.

Gauty eksperimentiniy duomeny modeliy analizé atlikta Design-Expert 12.0 programa, jvertinant
regresijos keoficienty (R?) vertes, Fiserio kriterijus (F), ANOVA analizés rezultatus bei modelio
vizualizacijg (2D ir 3D atsako-pavir$iaus kreivés).

2.11. Statistiné analizé

Gauty duomeny vidutinés vertés ir standartiniai nuokrypiai apskaiciuoti naudojant ,,Microsoft Excel
2016% programg. GraphPad Prism 6.01“ programiné jranga buvo naudota nustatyti Pirsono (angl.
Pearson) koreliacijos koeficientus ir statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp vidutiniy verciy (p <
0,05) taikant vienfaktoring dispersing analiz¢ (angl. one-way ANOVA) ir Tukey’s testa.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Atlikta moksliniy tyrimy literatiiros apzvalga parodé, kad P. balsamifera pumpurai yra mazai istirti,
taip pat triksta moksliniy tyrimy apie inovatyviy ekstrakcijos procesy pritaikyma ir
optimizavimg veikliyjy medziagy iSskyrimui i§ tuopy pumpury. Ekstrakcija padidintame slégyje
(EPS) tai visiS$kai automatizuotas procesas, leidziantis tiksliai kontroliuoti proceso temperatiirg ir
slégj, o zaliava apsaugoma nuo Sviesos ir deguonies poveikio. Metodas atitinka ,,zaliosios*
ekstrakcijos reikalavimus, todél EPS technika yra tinkama bioaktyviyjy komponenty efektyviam
iSgavimui i$ tuopy pumpury. Be to, lyginant su tradiciniais metodais, sumazinamas ekstrahavimo
laikas, energijos ir tirpiklio kiekio suvartojimas [7]. Tyrimo meto atlikta P. balsamifera pumpury
pakopiné¢ ekstrakcija padidintame slégyje, naudojant aplinkai ir zmogui draugiskus tirpiklius (EtOH
ir H20) ir optimizuotos procesy sglygos (9 pav.).

1 etapas 2 etapas

Tuopu pumpurai Ekstrakcija padidintame slégyje

(EPS-H;0)
§ s Liekana po,
Proceso optimizavimas EPS-EtOH
T=40-80 °C
7=15-45 min T=110 °C
1=15-45 min

4

NK, Ekstrakto i$eiga; NK, BFJK: NK; TEAGggac:
NK, Bendras karotinoidy kiekis:

NK; Chlorofilo a kiekis; NK4 Chlorofilo b kiekis:
NK; Bendras chlorofily kiekis;

NK; Pinocembrino kiekis; NK; Pinostrobino kiekis

!

‘ EPS-H,0 ekstraktas
EPS-EtOH ekstraktas l
l *  Ekstrakto 1Seiga;
*  invitro antioksidacinis aktyvumas
Ekstrakto 1Seiga; (BFJK, TEAGogac, TEAGyp1s);
in vitro antioksidacinis aktyvumas (BFJK, TEAGozrac. *  Antimikrobinis aktyvumas
TEAGgTs); »  Tirozinazés inhibicijos geba
Antimikrobinis aktyvumas »  Fitocheminé sudétis (pinocembrino
Tirozinazés inhibicijos geba ir pinostrobino kiekis).
Fitocheminé sudétis (pinocembrino ir pinostrobino
kiekis. pigmentai, lakieji junginiat).

9 pav. Pakopinés P. balsamifera pumpury EPS eksperimentiniy tyrimy schema

Optimaliy ekstrakcijos salygy nustatymui naudota atsako-pavirSiaus metodika su centriskai
kompoziciniu planu, kuris tinkamas nuosekliems eksperimentams atlikti ir leidzia nustatyti
optimalias ekstrakcijos procesy Salygas taikant maziausig galimg eksperimenty skai¢iy [86].
Eksperimentiniai duomenys apdoroti Design-Expert 12.0 programa.

3.1. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH salygu optimizavimas

Tyrimo metu buvo optimizuoti du nepriklausomi EPS-EtOH kintamieji — temperatiira (T, °C) ir laikas
(t, min) naudojant atsako-pavir$iaus metodologija su centriSkai kompoziciniu planu. Temperatiiros
intervalas svyravo nuo 40 °C iki 80 °C, o laiko — nuo 15 min iki 45 min. Optimizavimo parametry
ribos buvo parinktos atsizvelgiant j tai, kad daugelis fenoliniy junginiy islieka stabilts iki 80-100 °C
temperattiros, o0 EPS-EtOH parametry optimizavimas daZniausiai atliekamas 40—-80 °C temperatiiroje
nevir§ijant 45-60 min ekstrakcijos trukmés [99, 100, 101]. EPS-EtOH metu iSgaunami ekstraktai,
kuriuose sukoncentruoti poliniai junginiai. Dél 1.2 skyriuje aptarty fenoliniy junginiy savybiy,
jvairiomis EPS-EtOH sglygomis (3 lentelé) gauty ekstrakty in vitro antioksidacinis atyvumas buvo
jvertintas nustatant bendrg fenoliniy junginiy kiekj Folin-Ciocalteu's metodu bei deguonies radikaly
sujungimo gebg ORAC metodu. Flavonoidams, tokiems kaip pinocembrinas ir pinostrobinas (10
pav.) biidingos antibakterinés, antivirusinés, prieSgrybelinés, antioksidacinés ir prieSuzdegimingés
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savybés. D¢l Sios priezasties yra svarbu jvertinti EPS parametry (temperatiiros ir laiko) jtaka
pinocembrino ir pinostrobino ekstrakcijai i§ tuopy pumpury siekiant iSgauti kuo didesnj Siy tiksliniy
medziagy kiekj [8].

HO\,i;g/‘ /O\Q;ng\
OH O OH O

Pinocembrinas Pinostrobinas

10 pav. Pinocembrino ir pinostrobino strukttrinés formulés

Papildomai, augalinés kilmés etanoliniuose ekstraktuose taip pat gali buti ir natiiraliy pigmenty,
pavyzdziui karotinoidy ir chlorofily, kuriems taip pat budingas antioksidacinis aktyvumas. Augaluose
sintetinami skirtingo poliSkumo karotinoidai, juos galima suskirstyti i dvi grupes: 1) ksantofilai, kuriy
molekuléje yra deguonis (pavyzdziui, astaksantinas, liuteinas ir zeaksantinas) ir 2) karotinai, turintys
tik angliavandeniling granding (pavyzdziui, a-karotinas, B-karotinas ir likopenas). D¢l hidrofobinio
pobudzio, karotinoidai paprastai ekstrahuojami naudojant organinius tirpiklius, o poliniai tirpikliai,
tokie kaip etanolis, acetonas ir etilo acetatas, naudojami poliariniams karotinoidams ekstrahuoti
[102]. Be antioksidacinio poveikio karotinoidams taip pat btidingos prie§vézinés savybés ir stiprios
prieSuzdegiminés savybés, Sie pigmentai dalyvauja moduliuojant imuning sistema, lasteliy
diferenciacijos, lasteliy ciklo ir apoptozés reguliavime, apsaugo nuo UV spinduliy poveikio ir yra
regéjimo pigmento retinolio (vitamino A) pirmtakai. D¢l fotoapsauginiy savybiy karotinoidai taip pat
placiai naudojami kosmetikos preparatuose, todél didesnis Siy pigmenty kiekis ekstraktuose galéty
didinti jy funkcionalumg bei panaudojimo galimybes [82]. Augaluose placiausiai paplitusios
chlorofily formos yra chlorofilas a ir chlorofilas b (11 pav.); Sie junginiai atlieka svarby vaidmenj
apsaugant augalus nuo fotooksidaciniy procesy [102].

HC O

Chlorofilas a Chlorofilas b
11 pav. Chlorofilo a ir chlorofilo b struktiirinés formulés

Nors sie nattrallis pigmentai suteikia ekstraktui antioksidaciniy savybiy, taciau chlorofilai daznai yra
nepageidaujami naudojant augalinés kilmés ekstraktus kosmetikos preparatuose, nes jie gali skilti |
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kitas formas (feofitinus). Siy junginiy absorbcijos spektrai yra skirtingi, galutinis produktas nestabilus
ir jo spalva laikui bégant gali kisti [103].

3.1.1. Centriskai kompozicinis planas ir modelio analizé

Naudojant Design-Expert 12.0 programg buvo sudaryta 13 bandymy skirtingomis ekstrakcijos
saglygomis (5 centriniai ir 8 faktoriniai taSkai). Eksperimentiné matrica ir gauti rezultatai pateikti 4
lenteléje ir 1 priede. Atlikus eksperimentus pagal sudarytg plang, nustatyta, kad taikant skirtingas
EPS-EtOH salygas ekstrakty iSeiga Zenkliai kinta nuo 38,0 iki 57,5 ¢/100 g TP, BFJK — nuo 59,4 iki
87,9 mg GRE/g TP (atitinka 133,5-164,5 mg GRE/g E), TEAGorac vertés — nuo 1071,2 iki 1492,3
mg TE/g TP (2197,7-2859,4 mg TE/g E), BKK —nuo 72,8 iki 125,8 ng/g TP (184,1-235,4 ng/g E) ,
chlorofilo a kiekis — nuo 24,9 iki 63,0 pug/g TP (65,6-110,6 ug/g E), chlorofilo b kiekis — nuo 15,1
iki 57,7 ug/g TP (60,8-104,4 ng/g E), o BCK — nuo 40,0 iki 120,7 pg/g TP (126,4-203,7 ng/g E),
pinocembrino kiekis —nuo 7,5 iki 31,6 mg/g TP (18,4-55,3 mg/g E), o pinostrobino kiekis — nuo 3,2
iki 8,2 mg/g TP (atitinka 8,1-16,6 mg/g E). Lyginant teorines priklausomy kintamyjy vertes Su tyrimo
metu gautais eksperimentiniais rezultatais (12 pav.) matoma, jog atsaky eksperimentinés vertés yra
nezymiai nutolusios nuo teorinio modelio. Galima teigti, kad gauti rezultatai atitinka teoriSkai
apskaiciuotus duomenis.

Sio tyrimo metu taip pat atlikta kiekvieno tiriamojo atsako modelio regresiné analizé. Rezultatai
pateikti 5 lentel¢je. Gauti duomenys rodo, kad ekstrakto iSeiga ir chlorofilo a kiekis aprasomi linijiniu
modeliu. Tai reiskia, jog didinant ekstrakcijos laika ir temperatiirg, galima iSgauti vis didesnj
ekstrakto ir chlorofilo a kiekj. BFJK, TEAGorac, BKK bei chlorofilo b, pinocembrino ir pinostrobino
kiekis apraSomi kvadratiniu (didinant proceso parametry vertes, atsako verté nusistovi), o BCK —
dviejy veiksniy saveikos (angl. 2FI, two-factor interaction) modeliu. Apskaic¢iuotos modelio p-
reikSmés (<0,05), klaidos tikimybés (>0,05) ir variacijos koeficientai (<3 %), parodé¢, jog dauguma
modeliy yra statistiskai reikSmingi. Tik apskai¢iuota pinocembrino ir pinostrobino kiekio modeliy
klaidos tikimybé buvo mazesné nei 0,05. Apskaiciuoti matematiniai modeliai atitinka gautus
rezultatus, nes regresijos koeficientai (R?) yra gana auksti ir artimi vienetui, jy vertés svyruoja nuo
0,969 iki 0,9962. Pinocembrino ir pinostrobino kiekio modeliy regresijos koeficientai Siek tiek
mazesni (0,9504 ir 0,9343, atitinkamai). Prognozuojami regresijos koeficientai yra statistiSkai
reikSmingi su koreguotais (skirtumas tarp jy ver¢iy yra mazesnés nei 0,2), i§skyrus pinocembrino ir
pinostrobino modelius, kai $is skirtumas lygus 0,3778 ir 0,5054, atitinkamai. Adekvatumo
preciziskumo santykiné reik§mé (angl. Adeq. Precision) parodo prognozuojamy verciy ir vidutiniy
prognozuojamy paklaidy palyginimg jvairiuose eksperimento taskuose. Pageidautina, jog §is santykis
bity didesnis nei 4. Taigi, gauti rezultatai rodo, jog P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto
i1Seigos, BFJK, TEAGorac, BKK, chlorofilo a, chlorofilo b bei BCK modeliai gali biiti naudojami
modeliuojant EPS-EtOH ekstrakcijos eksperimentus. Pinocembrino ir pinostobino atveju gauti
didesni variacijos koeficientai (>7 %) rodo, kad tradicinio chemometrinio atsako-pavirSiaus metodo
galimybés, sprendziant daugiatikslio bioaktyviy junginiy ekstrakcijos optimizavimo uzdavinius, gali
bati ribotos. Pastaryjy mety uZsienio mokslininky darbuose junginiy ekstrakcijy procesy
modeliavimui $alia tradicinio atsako-pavir$iaus metodo yra pasitelkiami dirbtiniai neuroniniai tinklai
[85]. Tokie dirbtinio intelekto algoritmai galéty biti taikomi ir P.balsamifera pumpury EPS-EtOH
procesui optimizuoti, ypa¢ siekiant tiksliau prognozuoti tiksliniy bioaktyviy junginiy iSskyrimo
rezultatus bei papildomai uztikrinti pastovius gauty ekstrakty kokybés rodiklius.
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4 lentelé. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH temperaturos ir laiko jtaka ekstrakty iSeigai, bendram fenoliniy junginiy kiekiui, in vitro deguonies radikaly sujungimo
gebai, pigmenty (karotinoidy ir chlorofily) bei tiksliniy fenoliniy junginiy (pinocembrino ir pinostrobino) kiekiams

EPS-EtOH Priklausomi kintamieji
parametrai
T,°C | t,min | EPS-EtOH BFJK, TEAGorac, BKK, Chlorofilo a Chlorofilo b BCK, Pinocembrino | Pinostrobino
ekstrakto iSeiga, | mg GRE/g | mg TE/g TP ng/g TP kiekis, kiekis, pg/g TP kiekis, mg/g kiekis, mg/g
/100 g TP TP ng/g TP ng/g TP TP TP
40 45 40,36+0,91 65,25+0,00 | 1154,06+118,25 | 77,61+0,03 35,46+0,26 26,85+0,11 62,31+0,37 | 20,64+1,26 6,2940,11
60 45 50,06+0,70 66,81+1,87 | 1100,18+80,43 | 92,26+0,23 47,77+0,30 37,91+0,59 85,68+0,79 | 25,58+0,00 7,77+0,00
60 15 44,91+3,63 67,80+0,82 | 1132,05+78,12 | 96,73+0,15 42,79+0,29 34,53+0,13 77,33+0,42 | 8,27+0,00 3,65+0,08
80 30 53,4242 .83 87,90+0,93 | 1419,60+68,15 | 125,76+0,17 59,09+0,06 54,99+0,63 114,08+0,56 | 28,89+0,42 8,20+0,09
80 45 57,51+4,29 86,07+2,03 | 1292,76+4,96 105,19+0,15 63,00+0,37 57,70+1,05 120,70+1,42 | 31,60+0,18 8,12+0,04
60 30 46,26+0,32 72,00+1,17 | 1071,15+33,35 | 108,82+0,03 44,29+0,05 35,38+0,47 79,66+0,42 | 22,39+1,30 7,4240,35
60 30 47,25+2,20 73,54+1,19 | 1093,85+£33,66 | 111,15+0,03 45,23+0,06 36,13+£0,48 81,37+0,43 | 21,93+0,00 7,33+0,00
40 30 41,39+0,27 64,47+0,92 | 1082,89+16,10 | 87,48+0,12 32,07+0,38 21,80+0,77 53,86+1,15 | 19,53+0,42 6,53+0,09
60 30 47,88+0,00 74,18+1,22 | 1091,42+2,63 112,63+0,03 45,84+0,06 36,62+0,49 82,45+0,43 | 23,17+1,34 7,68+0,36
80 15 52,19+1,28 80,25+0,00 | 1492,30+105,56 | 107,43+0,18 53,70+0,37 56,08+0,26 109,78+0,63 | 23,88+2,25 6,88+0,50
60 30 47,20+0,00 73,47+1,19 | 1092,70+33,63 111,03+0,03 45,19+0,06 36,10+0,48 81,28+0,43 | 22,84+1,32 7,57+0,35
40 15 37,95+0,93 59,39+1,08 | 1072,01+£23,19 | 72,7840,05 24,89+0,26 15,13+0,46 40,01£0,50 | 7,47+0,06 3,23+0,04
60 30 46,09+1,41 71,74+1,17 | 1073,22+37,22 | 108,42+0,03 44,12+0,05 35,25+0,47 79,37+0,42 | 23,22+0,00 7,63+0,00

T — temperatiira; T — laikas; EPS — ekstrakcija padidintame slégyje; TP — tuopy pumpurai; GRE — galo riigsties ekvivalentas; TE — Trolokso ekvivalentas; BFIK — bendras fenoliniy
junginiy kiekis; TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba; BKK — bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis; Vertés g/TP buvo apskai¢iuotos jvertinus

ekstrakto iSeiga.
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Teorinis chlorofilo A kiekis, pg/g TP

A — EPS-EtOH iseiga; B — TEAGorac; C — BFJK; D — bendras karotinoidy kiekis; E — chlorofilo a kiekis; F — chlorofilo b kiekis; G — bendras chlorofily kiekis; H —
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12 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH kiekvieno priklausomo kintamojo modelio teoriniy ir eksperimentiniy ver¢iy palyginimas

pinocembrino kiekis; 1 — pinostrobino kiekis
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5 lentelé. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH priklausomy kintamyjy modeliy regresiné analizé

EPS-EtOH BFJIK TEAGorac | BKK Chlorofiloa | Chlorofilob | BCK Pinocembrino | Pinostrobino

ekstrakto iSeiga kiekis kiekis kiekis kiekis
Modelis Linijinis Kvadratinis | Kvadratinis Kvadratinis | Linijinis Kvadratinis 2FI Kvadratinis Kvadratinis
p-reik§mé <0,0001" 0,0073" <0,0001" <0,0001" <0,0001" 0,0055" 0,0468" 0,0158" 0,0047*
F-kriterijus 178,72 43,79 134,69 93,44 452,97 366,30 340,34 26,85 19,92
Klaidos tikimybé 0,2417" 0,0537™ 0,0756™ 0,1551™ 0,1061™ 0,0548"™ 0,0560™ | 0,0035 0,0034"
Regresijos koeficientas, R? 0,9728 0,9690 0,9897 0,9852 0,9891 0,9962 0,9913 0,9504 0,9343
Koreguotas R? 0,9673 0,9469 0,9824 0,9747 0,9869 0,9935 0,9883 0,9151 0,8874
Prognozuojamas R? 0,9454 0,7457 0,9228 0,8889 0,9776 0,9671 0,9711 0,5373 0,3820
Adekv. prec. sant. reik§mé 39,8282 21,5734 34,2705 31,1018 63,6400 58,1051 55,9183 | 18,3086 15,9323
Standartinis nuokrypis 0,9683 1,92 18,86 2,41 1,18 1,03 2,47 1,98 0,5337
Vidurkis 47,09 72,53 1166,77 101,33 44,88 37,27 82,14 21,45 6,79
Variacijos koeficientas, % 2,06 2,64 1,62 2,37 2,63 2,76 3,01 9,23 7,86

EPS-EtOH — ekstrakcija padidintame slégyje etanoliu; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba; BKK — bendras karotinoidy
kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis; * - statistiskai reikSmingas kintamasis; ** — statistiskai nereik§mingas kintamasis; Adekv. prec. sant. reik§mé — adekvatumo preciziskumo
santykiné reik§mé (angl. Adeg. Precision).
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Kiekvieno modelio, gauto naudojant centriSkai kompozicinj plang, ANOV A analiz¢ pateikta 2 priede.
Gauti rezultatai parod¢, jog tiek temperatira (T), tiek laikas (1) yra statistiSkai reikSmingi veiksniai
balzaminiy tuopy pumpury ekstrakty iseigai (p < 0,05). Remiantis FiSerio Kriterijaus verte, kuri lygi
329,6 ir p-reik§me (<0,0001), temperatira turi daug didesn¢ jtaka ekstrakto iSeigai nei laikas (p =
0,0004; F = 27,9).

Ekstrahavimo temperatiira (T), temperatiiros ir laiko kvadratiniai poveikiai (T2 ir t%) turéjo statistiskai
reik§minga itaka BFJK vertéms ir i§sidésto $ia tvarka: T (p < 0,0001; F = 192,3), 7% (p = 0,005; F =
15,9) ir T2 (p = 0,0076; F = 13,8). Parametrai T, 1, tiesiné Tt saveika ir T? yra statistiskai reik§mingi
veiksniai TEAGorac vertéms ir issidésto $ia tvarka: T (p < 0,0001; F = 376,1), T? (p < 0,0001; F =
180,4), Tt (p = 0,0001; F =55,5) ir T (p = 0,0146; F = 10,4).

Toliau analizuojami pigmenty kokybinés ir kiekybinés sudéties modeliai. Nustatyta, jog T, T? ir 72
yra statistiSkai reikSmingi veiksniai bendram karotinoidy kiekiui ir i§sidésto Sia tvarka: T (p < 0,0001;
F=290,7), 7% (p<0,0001; F=120,4) ir T?(p = 0,0354; F = 6,8). Chlorofilo a kiekis tiesiogiai priklauso
nuo T (p < 0,0001; F =832,0) ir T (p < 0,0001; F = 73,9). Chlorofilo b kiekiui reik§mingi veiksniai
iSsidésto Sia tvarka: T (p < 0,0001; F = 1739,3), T (p = 0,0003; F = 44,1), Tt (p = 0,0017; F =24,1) ir
T2 (p = 0,004; F = 17,8). BCK priklauso nuo T (p < 0,0001; F = 968,5), t (p < 0,0001; F = 47,2) ir Tt
(p = 0,0468; F = 5,3) parametry.

EPS parametrai temperatiira (T), laikas ir laiko kvadratiné sgveika (t ir 12) buvo reik§mingi veiksniai
pinocembrino kiekiui ir i§sidésto $ia tvarka: T (p = 0,0001; F = 60,4), T (p = 0,0001; F =55,7) ir t (p
= 0,0058; F = 15,3). Sie veiksniai taip pat turéjo statistiskai reik§minga jtaka pinostrobino kiekiui ir
issidésto tokia pat tvarka: T (p = 0,0004; F = 41,5), T (p = 0,0009; F = 29,9) ir 72 (p = 0,0020; F =
22,9).

ISanalizavus matematinius modelius (2 priedas), nustatyta, kad EPS temperatiira turéjo didziausig
jtaka priklausomiems kintamiesiems. Sig reik§minga jtaka tiriamiesiems atsakams patvirtina ir Pareto
grafikai (13 pav.). 13A pav. matoma, kad ~80 % ekstrakto iSeigos priklauso nuo temperatiiros
poveikio. EPS-EtOH ekstrakty in vitro antioksidacinis aktyvumas taip pat labiausiai priklauso nuo
temperatiiros poveikio. BFJK temperatira lemia ~57 %, likusiy veiksniy poveikis pastebimai
mazZesnis (13B pav.), o parametrai T ir T? lemia net ~75 % TEAGorac (13C pav.). 13D paveiksle
pateiktame Pareto grafike matoma, kad BKK priklauso ne tik nuo temperatiiros poveikio, bet ir nuo
laiko kvadratinés saveikos (T ir t2), abu $ie parametrai lemia net ~85 % BKK. P. balsamifera pumpury
EPS-EtOH nepriklausomy kintamyjy jtaka chlorofily kiekiui pateikta 13E-G paveiksluose.
Chlorofilo a ir b kiekj bei BCK daugiausia lemia temperatiiros pokytis (~78 %, ~74 % ir ~81 %,
atitinkamai), o likusiy veiksniy poveikis chlorofily kiekiui Zymiai mazesnis. Pareto grafikuose
matoma, kad tiksliniy junginiy kiekiui ekstrakcijos laikas turéjo Siek tiek didesne jtaka nei
temperatira. Pinocembrino kiekis ~35 % priklauso nuo ekstrakcijos laiko pokycio, o ~67 % iSgauto
pinocembrino kiekio priklauso nuo laiko ir temperatiiros pokycio (13H pav.). Ekstrakcijos laiko
pokytis taip pat ~35 % lemia iSgauto pinostrobino kiekio, o parametrai laikas ir temperatiira kartu —
~65 % (131 pav.). ReikSminga temperatiiros jtaka EPS ekstrakty iSeigoms bei in vitro antioksidacinio
aktyvumo vertéms buvo anksciau aptarta ir kity mokslininky, ekstrahuojant jvairios kilmés augalines

zaliavas ar Salutinius jy perdirbimo produktus, pavyzdziui vaistinius augalus, uogy iSspaudas ir kt.
[84, 99].

Prognozuojant atsako vertg, naudojama antrosios eilés polinomo regresijos lygtis pagal uzkoduotus
veiksnius. Tokia uzkoduota lygtis apibudina rysj tarp priklausomy (T ir t) bei nepriklausomy
kintamyjy (tiriamyjy atsaky). Naudojant uzkoduotus veiksnius, sudarytos 12-20 lygtys, atsaky
vertéms prognozuoti.
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EPS-ELOH iSeiga (2/100 g TP) BFJK (mg GRE/g TP) TEAGqpsc (mg TE/g TP)
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13 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH parametry jtaka priklausomiems kintamiesiems pagal Pareto diagramas

A — EPS-EtOH iseiga; B — TEAGorac; C — BFJK; D — bendras karotinoidy kiekis; E — chlorofilo a kiekis; F — chlorofilo b kiekis; G — bendras chlorofily kiekis; H —
pinocembrino Kiekis; I — pinostrobino kiekis
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I3eigagps_pron = 47,09 + 7,18 * T + 2,09 % T (12)

TEAGorac = 1088,59 + 149,33 x T — 24,83 T — 70,25 x T » T + 152,45 * T2 + 16,95 = 2 (13)

BFJK = 72,68 + 10,85+« T + 1,78 * T — 0,01 * T * T + 4,28 T? — 4,60 12 (14)
BKK = 110,40 + 16,75 * T—0,3133t— 1,77 * T*t— 3,77 * T? — 15,89 * T2 (15)
Chlorofilo a kiekis = 44,88 + 13,89 « T + 4,14 1 (16)

Chlorofilo b kiekis = 35,87 + 17,50 * T + 2,79 t — 2,52« T xt+ 2,61 * T? + 0,4307 * t2 (17)
BCK=82,14+31,40*T+6931t—2,84* Tx*xt (18)
Pinocembrino kiekis = 22,39 + 6,03 * T+ 6,28 * T — 1,50 * T* T+ 2,63 * T? — 4,66 x 1%(19)
Pinostrobino kiekis = 7,45+ 1,19 * T + 1,40 * T — 0,455 * T+t + 0,12 * T2 — 1,54 * t2 (20)

¢ia EPS-EtOH — ekstrakcija padidintame slégyje etanoliu; TEAG — Trolokso ekvivalento
antioksidaciné geba; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; BKK — bendras karotinoidy kiekis;
BCK — bendras chlorofily kiekis.

Remiantis koreliacijos matrica, kuri pateikta 3 priede, nustatyta stipri koreliacija (p < 0,0001) tarp
ekstrakto iSeigos ir bendro chlorofily kiekio (R? = 0,9759) bei BFIK (R? = 0,9049), tat¢iau TEAGorac
koreliacija su pinocembrino ir pinostrobino kiekiu bei BKK buvo nereiskminga, o su BCK (R? =
0,7453) — vidutiné (p = 0,001-0,01). P. balsamifera pumpury EPS-EtOH Kkoreliacija tarp
nepriklausomy kintamyjy verCiy, iSreikSty gramui ekstrakto daugeliu atvejy buvo statistiSkai
nereik§minga dél rezultaty isibarstymo (4 priedas). Sie rezultatai parodé¢, kad P. balsamifera
pumpury EPS-EtOH ekstrakty auksta in vitro TEAGorac antioksidacinj aktyvumg lemia ekstrakte
esantys jvairiis poliniai junginiai bei galimos jy sintergistinés ar antagonistinés sgveikos, todel tesiant
Siuos tyrimus biity tikslinga nustatyti ir kitus P. balsamifera pumpury antioksidaciniu aktyvumu
pasizymincius junginius (pavyzdziui, p-kumaro rtigstis, pinobanksinas, chrizinas bei galanginas) [8],
bei jvertinti EPS parametry jtaka Siy junginiy ekstrakcijai i$ tuopy pumpury.

3.1.2. Atsako-pavirsiaus grafiky analizé

Optimizuojant EPS-EtOH procesa taip pat buvo gauti atsako-pavirSiaus 2D ir 3D grafikai, kurie
vaizduoja nepriklausomy kintamyjy tarpusavio priklausomybés jtakg tiriamiesiems atsakams (14, 15
ir 16 pav.).

Remiantis 14A paveiksle pateiktu grafiku, matoma, jog temperatiirai padidéjus du kartus, ekstrakto
1Seiga padid¢ja 52 %, taciau dél linijinés priklausomybés, maksimali verté¢ pasiekiama esant
ilgiausiam ekstrakcijos laikui. Tuopy pumpury in vitro antioksidacinei gebai temperatiira turi Siek
tiek mazesnj poveikj. Didinant §j kintamajj nuo 40 °C iki 80 °C, BFJK padidéja — 48 % (14B pav.),
0 TEAGorac — 33 % (14C pav.). PrieSingai nei ekstrakto iSeiga, TEAGorac verté mazéja didéjant
ekstrakcijos laikui, kai T > 65 °C. Tiriant ekstrakcijos laiko poveikj BFJK ir BKK, 3D grafikuose
matomas aiSkus balno tipo iSlinkimas.
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BFJK, mg GRE/g TP

o EPS-EtOH iseiga, g/100 g TP
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14 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH 2D bei 3D atsako-pavirSiaus plotai, parodantys ekstrakto iSeigos, BFJK ir TEAGorac priklausomybe nuo ekstrakcijos

parametry

A — EPS-EtOH iseiga; B — BFJK; C — TEAGorac
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15 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH 2D bei 3D atsako-pavirsiaus plotai, parodantys pigmenty kiekio priklausomybe nuo ekstrakcijos parametry

D — bendras karotinoidy kiekis; E — chlorofilo a kiekis; F — chlorofilo b kiekis; G — bendras chlorofily kiekis
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16 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH 2D bei 3D atsako-pavirSiaus plotai, parodantys pinocembrino ir pinostrobino kiekio priklausomybe nuo ekstrakcijos

parametry

H — pinocembrino kiekis; | — pinostrobino kiekis
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IS visy tiriamyjy atsaky, iSgauty pigmenty kiekis labiausiai priklauso nuo temperatiros pokycio.
Remiantis 15 paveiksle pateiktais grafikais, nustatyta, jog temperattrai padidéjus 2 kartus, BKK
padidéja 73 % (15D pav.), chlorofilo a kiekis — 2,5 karto (15E pav.), chlorofilo b — net 3,8 karto (15F
pav.), 0 BCK — 3 kartus (15G pav.). Chlorofilo a kiekis, kaip ir P. balsamifera EPS-EtOH ekstrakto
iSeiga, yra aprasomas linijiniu modeliu. IS 15E paveiksle pateikto grafiko matoma, jog didziausiam
jo kiekiui iSgauti, ekstrakcija reikia vykdyti bent 35 min ir >75 °C temperatiiroje. Chlorofilo b kiekis
maziau priklauso nuo ekstrakcijos laiko. 15F paveiksle pateiktuose 2D ir 3D grafikuose matoma, jog
didziausias jo kiekis pasiekiamas esant auksSciausiai temperatiirai (>75 °C) per 15 min, o tesiant
ekstrakcijos procesa, chlorofilo b kiekis nekinta.

16 paveiksle pateiktuose grafikuose, matoma, kad pinocembrino ir pinostrobino kiekis daugiausia
priklauso nuo ekstrakcijos laiko pokycio. Didziausias pinocembrino kiekis iSgaunamas ekstrakcijg
atliekant daugiau nei 27 min (>75 °C) (16H pav.), o pinostrobino — esant >65 °C temperatirai ir >25
min ekstrakcijos laikui (161 pav.)

3.1.3. Optimaliy proceso salygu nustatymas ir ekstrakty charakterizavimas

I$analizavus gautus rezultatus ir sudarytus matematinius modelius, buvo nustatytos optimalios P.
balsamifera pumpury EPS-EtOH proceso salygos taikant daugiatikslio optimizavimo funkcija (angl.
multi-response desirability function). Optimizavimo kriterijai: taikant Zemiausig galimg ekstrakcijos
temperatiirg ir laikg, iSgauti kuo didesnj ekstrakto kiekj, daugiau nei 1400,0 mg TE/g TP TEAGorac
verte ir daugiau nei 80,0 mg GRE/g TP BFJK (92-94 % nuo maksimalios vertés), taip pat iSgauti kuo
didesnj karotinoidy, pinocembrino bei pinostrobino kiekj ir sumazinti nepageidaujama zalig spalva
ekstraktams suteikian¢iy chlorofily kiekj. Naudojant Design-Expert 12.0 programg buvo nustatytos
78 °C temperatiiros ir 18 min laiko P. balsamifera pumpury EPS-EtOH optimalios salygos ir istirta
Sio ekstrakto fitocheminé sudétis ir in vitro antioksidacinis aktyvumas. Gauti rezultatai pateikti 6
lenteléje.

Palyginus 6 lenteléje gautus duomenis su 4 lentelés duomenimis, matoma, kad optimaliomis
ekstrakcijos salygomis iSgaunamas didziausias P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto kiekis
(53,5 g/100 g TP), in vitro antioksidacine geba pasizyminéiy junginiy (BFJK — 79,7 mg GRE/g TP
(148,5 mg GRE/g E), TEAGorac — 1459,9 mg TE/g TP (2820,6 mg TE/g TP), TEAGasTs — 530,9
mg TE/g TP (993,2 mg TE/g E)) kiekis. Optimaliomis EPS-EtOH ekstrakcijos salygomis buvo
pasiekta didziausia karotinoidy iSeiga (107,4 ug/g TP, atitinkamai 205,9 pg/g E) bei sumazintas
nepageidaujamg zalig spalva ekstraktams suteikianciy chlorofily kiekis. Siekiant dar labiau sumazinti
chlorofily kiekj, tuopy pumpury ekstrakcijg reikéty atlikti Zemesnéje temperatiiroje, taciau tokiu
atveju sumazéty ir ekstrakto antioksidaciné geba. Tikslinio fenolinio junginio pinocembrino kiekis P.
balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakte buvo 50,1 mg/g E, atitinkantis 27,3 mg i§gautus i§ 1 gramo
tuopy pumpury, o pinostrobino — 13,1 mg/g E, atitinkamai 7,0 mg/g TP. Remiantis 5 priede
pateiktomis pasikliautinio intervalo ribomis, matoma, kad visos P. balsamifera EPS-EtOH (78 °C,
18 min) ekstrakto priklausomy kintamyjy vertés, iSreikstos 1 gramui TP atitinka matematinj modelj
ir pasikliautinio intervalo ribas.
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6 lentelé. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto, iSgauto optimaliomis ekstrakcijos saglygomis,
priklausomy kintamyjy vertés

Rodikliai EPS-EtOH (78 °C, 18 min)

EPS-EtOH ekstrakto iseiga g/100g TP 53,46+0,56

In vitro antioksidacinis aktyvumas:

BFJK mg GRE/g E 148,52+2,00
mg GRE/g TP 79,74+1,07

TEAGorAC mg TE/g E 2820,62+220,38
mg TE/g TP 1459,85+114,06

TEAGasTs mg TE/g E 993,15+29,40
mg TE/g TP 530,93+15,72

Pigmentu kokybiné ir kiekybiné sudétis:

BKK nglg E 205,85+0,34
ug/g TP 107,43+0,18

Chlorofilo a kiekis ng/g E 97,71+0,00
ng/g TP 52,24+0,00

Chlorofilo b kiekis ng/g E 103,04-+0,00
ng/g TP 53,82+0,00

BCK ng/g E 200,75+0,00
ng/g TP 106,06+0,00

Tiksliniy fenoliniy junginiy kiekybiné sudétis:

Pinocembrinas mg/g E 50,12+0,51
mg/g TP 27,29+0,28

Pinostrobinas mg/g E 13,12+0,53
mg/g TP 7,01+0,28

EPS-EtOH — ekstrakcija padidintame slégyje etanoliu; GRE — galo riigsties ekvivalentas; TE — Trolokso ekvivalentas; TP
— tuopy pumpurai; E — ekstraktas; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné
geba; BKK — bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis; Vertés g/TP buvo apskai¢iuotos jvertinus
ekstrakto iSeiga.

Lyginant etanoliniy ekstrakty iSeigas su anksciau publikuotais duomenimis, Bondar’o ir kt. atlikto
tyrimo metu naudojant klasikinj perkoliacijos metodg buvo ekstrahuojami juodyjy tuopy (P. nigra)
pumpurai. I§gauto ekstrakto iSeiga kinta nuo 49 iki 74 g/100 g TP naudojant 70-96 % etanolj, ta¢iau
procesas vykdomas kelias paras, o tirpiklis nuolat tiekiamas j sistema, todé¢l procesas néra efektyvus
laiko ir tirpikliy sanaudy aspektu [66].

Kai kuriy risiy tuopy pumpury in vitro antioksidacinis aktyvumas buvo tirtas anksciau kity
mokslininky. Pavyzdziui, juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury etanoliniame ekstrakte, iSgautame
maceracijos metodu (24 val., 25-28 °C), BFJK siekia net 675 mg GRE/g E, t.y., net 4,5 karto daugiau
nei $iy tyrimy metu gauto P. balsamifera EPS-EtOH (78 °C, 18 min) BFJK verté (148,5 mg GRE/g
E) [104]. Havlik’as ir kt. taip pat iStyré juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury ekstraktus, kurie buvo
1Sgauti maceracijos metodu (24 val.). Atlikti tyrimai rodo, jog juodyjy tuopy pumpury hidroetanoliniy
ekstrakty (20-80 % v/v) BFJK yra zZymiai mazesnis (142-149 mg GRE/g E) ir labai panaSus j 6
lenteléje nustatytg P. balsamifera EPS-EtOH ekstrakto BFJK [105]. Taip pat mokslinéje literatiiroje
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apraSomas dar vienas tyrimas, kai juodyjy tuopy (P. nigra) pumpurai buvo ekstrahuoti etanoliu,
maceracijos metodu. Nustatytas BFJK 52 mg KE/g E, kateching naudojant kaip standartg [54]. Kito
tyrimo metu buvo palyginti P. balsamifera ir P. nigra pumpury etanoliniai ekstraktai. Balzaminiy
tuopy pumpury ekstrakte nustatytas didesnis BFIK (197 ir 95 mg p-kumaro rugsties ekv./g,
atitinkamai) [75]. Palyginti bendra fenoliniy junginiy kiekj augalingje zaliavoje sunku, nes néra
tarptautinio fenoliniy junginiy matavimo standarto, o tyrimuose naudojami skirtingi rugsciy
ekvivalentai (pavyzdziui, galo rugsties, p-kumaro riigsties, kavos riigsties ir kt.) [106]. Zhang’as ir
kt. tyré tuopy (Populus x canadensis) pumpury etanolinio ekstrakto, iSgauto pramoniniu badu, in
vitro antioksidacinj aktyvuma. Nustatyta ABTS"" sujungimo geba ICso = 55 ug/ml E, 0 TEAGorac —
1609 mg TE/g E, kuri yra 1,8 karto mazesné nei Siuose tyrimuose naudoto P. baslamifera pumpury
EPS-EtOH ekstrakto deguonies radikaly sujungimo geba (2820,6 mg TE/g E), kuri pateikta 6 lenteléje
[107].

Duomeny apie balzaminés tuopos pumpury pigmenty kokybing ir kiekybing sudétj kol kas néra.
Istyrus didZiosios tuopos (P. deltoides) pumpury ekstrakta (tirpiklis 80 % acetonas) nustatytas 1 mg/g
bendras karotinoidy kiekis, chlorofilo a — 2 mg/g, chlorofilo b — 1 mg/g, o bendras chlorofily kiekis
—2 mg/g [108].

Tiksliniy junginiy kiekis ekstrakte priklauso nuo tiriamosios tuopos rusies, pasirinkto ekstrakcijos
proceso bei tirpiklio. Pavyzdziui, Poblocka-Olech ir kt., ekstrahuojant zaliava maceracijos budu
(metanoliu), juodyjy tuopy (P. nigra) pumpuruose nustaté 11 mg/g TP pinocembrino ir 2 mg/g TP
pinostrobino, o berlyniniy tuopy (P. x berolinensis) pumpuruose — net 20 mg/g TP pinocembrino ir
25 mg/g TP pinostrobino [25]. Siuose tyrimuose gauto P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C,
18 min) ekstrakto tiksliniy junginiy kiekis, iSreikStas gramui TP (6 lentel¢), yra Zymiai didesnis nei
Poblocka-Olech ir kt. tirtuose P. nigra pumpuruose (2,5 karto daugiau pinocembrino ir 3,5 karto
daugiau pinostrobino), o berlyniniy tuopy (P. x berolinensis) pumpuruose kaupiamas panasus
pinocembrino kiekis, ta¢iau pinostrobino aptikta net 3,6 karto daugiau nei P. balsamifera
pumpuruose. Kus’as ir kt. atliko juodyjy tuopy pumpury ekstrakcijg superkriziniu anglies dioksidu
(SKE-COy). Ekstrahavimas buvo atliekamas esant skirtingam slégiui (8—34 MPa) ir temperatirai (36—
64 °C). Pinocembrino kiekis pumpuruose svyruoja nuo 21 iki 47 ug/mg E, o pinostrobino — nuo 49
iki 80 pug/mg E [8]. Junginiy kiekis yra Zymiai mazesnis lyginant su §iuose tyrimuose gauto P.
balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ekstrakto pinocembrino (50,1 mg/g E) ir
pinostrobino (13,1 mg/g E) kiekiu, kuris pateiktas 6 lenteléje. Poblocka-Olech ir kt. nustaté aStuoniy
tuopy risiy ir jy hibridy pumpury fitochemine sudétj. Zaliava ekstrahuota metanoliu, maceracijos
budu (60 °C, 45 min). Pinocembrino ir pinostrobino daugiausia rasta Populus * canadensis risies
pumpuruose (18 ir 22 mg/g TP, atitinkamai) ir balzaminés tuopos pumpuruose (12 ir 22 mg/g TP,
atitinkamai) [109].

Literatiiroje nerasta tyrimy, kuriy metu biity atliktas balzaminiy tuopy pumpury EPS proceso
parametry optimizavimas. Analizuojant mokslinéje literatiroje pateiktus duomenis apie inovatyviy
metody taikyma kity rasiy tuopy pumpurams ekstrahuoti, Kus’as ir kt. atliko juodyjy tuopy pumpury
ekstrakcijos superkriziniu anglies dvideginiu (SKE-CQO;) parametry optimizavima, naudojant atsako-
pavirSiaus metodologija. Nustatyti optimallis ekstrakcijos parametrai buvo 30 MPa slégis ir 60 °C
temperatiira, iSgaunant didziausig ekstrakto, bendrg fenoliniy ir tiksliniy junginiy kiekj bei FRAP
(trivalentés gelezies jony redukavimo antioksidaciné galia) pajéguma. Nepaisant to, tuopy pumpury
liekana po SKE-CO; toliau nebuvo ekstrahuojama poliskesniu tirpikliu siekiant i§gauti kuo daugiau
poliniy komponenty i§ augalinés zaliavos [8].
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3.2. P. balsamifera EPS-EtOH ekstrakty virSerdvés lakiyjy junginiy analizé

Gauti EPS-EtOH tuopy pumpury ekstraktai pasiZyméjo intensyviu ir aromatingu, tuopoms ir
propoliui budingu kvapu. Lakieji Sio ekstrakto, iSgauto optimaliomis ekstrakcijos sglygomis (78 °C,
18 min), junginiai buvo nustatyti kietafazés mikroekstrakcijos i§ virSerdvés-dujy chromatografijos-
masiy spektrometrijos metodu. Kietafazés mikroekstrakcijos (KME) metu ekstraktas veikiamas
termiskai, o iSsiskyre lakieji junginiai absorbuojami i§ ekstrakto virSerdvés ant adatos, padengtos
PDMS (polidimetisilaksano) sorbentu (17 pav.). Tada KME adata perkeliama j chromatografa
desorbcijai ir atlieckama lakiyjy junginiy analiz¢. Tai placiai naudojamas greitas, automatizuotas ir

jautrus aromatiniy junginiy analizés metodas [110].

PDMS
sorbentas
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[ ]
S— » -
L]
-l )
® Lakicji junginiai Kaitinimas

Y Nelakieji junginiai
17 pav. Kietafazés mikroekstrakcijos schema [110]

Lakieji junginiai identifikuoti pagal smailés sulaikymo laika, linijinj sulaikymo indeksa (LSI), tikslig
junginiy masg ir palyginti su anks¢iau paskelbtais literatiiros duomenimis. Gauti rezultatai pateikti 6
priede ir apibendrinti 18 paveiksle.
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18 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto virSerdvéje indentifikuotos lakiyjy junginiy klasés

Balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ekstrakto (78 °C, 18 min) virSerdvéje nustatyta 154 lakieji
junginiai, 18 kuriy 99 identifikuoti pilnai, o like, atsizvelgiant j jy tikslig masg, priskirti atitinkamai
junginiy grupei. Pagrindiné EPS-EtOH ekstrakto virSerdvéje nustatyta lakiyjy junginiy dalis
priklauso angliavandeniliniams seskviterpenams, kurie sudaro net 83,2 % (19 pav.). Dominuojantys
junginiai $ioje klaséje yra a-murolenas (8,6 %), suteikiantis ekstraktui medienos tipo aromata, y-
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kurkumenas (7,3 %), p-kurkumenas (4,4 %) ir trans-a-bergamotenas (3,6 %), kuriam budingas
zoleliy kvapas (6 priedas). Mazesng¢ junginiy dalj sudaro oksiduoti seskviterpenai (10,4 %), i$ kuriy
nustatytas didziausias a-bisabololio (4,2 %) ir a-eudesmolio (1,6 %) kiekis. Sie junginiai suteikia
gaivy, saldy, citrusy bei géliy aromatg. Ekstrakto virSerdvéje taip pat identifikuota angliavandeniliniy
bei oksiduoty monoterpeny, alkoholiy, riebaly rugsc¢iy, esteriy ir ketony klasés junginiy, kurie sudaro
iki 0,7 % bendro virSerdvés lakiyjy junginiy kiekio (6 priedas). Pagrindinis junginys
angliavandeniliniy monoterpeny klas¢je nustatytas kogeirenas (0,1 %), oksiduoty monoterpeny —
linalolis (0,2 %), kuriam budingas citriny bei géliy aromatas. Alkoholiy klaséje pagrindinis junginys
buvo benzilo alkoholis (0,1 %), 0 esteriy — prenilo benzoatas (0,5 %). Sie junginiai ekstraktui suteikia
géliy, balzamo ir vaisiy aromatg. Riebaly rtigsciy ir ketony ekstrakto virSerdvéje aptikta <0,05 %, o
pagrindiniai junginai indentifikuoti Siose klasése buvo 2-metilbut-2-enoiné riigstis ir acetofenonas,
kuriems buidingas karamelés, géliy ir migdoly kvapas (19 pav.).

CH3
/
S H |
PN
a-murolenas v-kurkumenas B-kurkumenas
H3C
H—O
—
trans-a-bergamotenas a-bisabololis a-eudesmolis
O—H O—H
Kogeirenas Linalolis Benzilo alkoholis
0]
H
— 0
0]
O OH
Prenilo benzoatas Acetofenonas 2-metilbut-2-enoiné rtigstis

19 pav. Pagrindiniai P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto virSerdvéje indentifikuoti lakieji junginiai

Anksciau atlikty tyrimy metu Piochon-Gauthier ir kt. balzaminiy tuopy pumpury eteriniame aliejuje,
gautame tradiciniu hidrodistiliacijos budu (4 val., 60-240 min) identifikavo 50 junginiy, o pagrindinis
junginys nustatytas a-bisabololis (18-68 %). Seskviterpeny kasés junginiai sudaré net 98-99 %
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lakiyjy junginiy, o monoterpenai — 1 % [111]. Taip pat ir Siuose tyrimuose naudoto P. balsamifera
pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ekstrakto virSerdvéje didzigja dalj lakiyjy junginiy sudaré
seskviterpenai (93,5 %) (19 pav.). Juodyjy tuopy pumpury eteriniame aliejuje Jerkovi¢’ius ir
Masteli¢’ius nustaté 48 lakiuosius junginius. Oksiduoti seskviterpenai B-eudesmolis ir a-eudesmolis
sudaré¢ 26-29 % eterinio aliejaus. Kiti nustatyti pagrindiniai seskviterpeny klasés junginiai: vy-
selinenas (8-9 %), 6-kadinenas (8-9 %), a-elemenas (3-5 %) ir y-kadinenas (4 %). Monoterpeny
aptikta 2-6 %, o alifatiniy ir aromatiniy alkoholiy, alifatiniy rags¢iy identifikuota 10-14 % [19].
Juodyjy tuopy pumpury ekstraktuose, iSgautuose SKE-CO2 metodu (36-64 °C, 12—-34 MPa), nustatyti
88 junginiai. Siuose ekstraktuose dominuoja pinostrobino chalkonas (14-21 %), p-eudesmolis (7—10
%), a-eudesmolis (7-9 %), 2-metil-2-butenil-p-kumaratas (3-8 %), pentil-p-kumaratas (46 %), vy-
eudesmolis (4-5 %) ir benzilsalicilatas (4-5 %) [3].

Be budingy aromato savybiy daugeliui seskviterpeny budingas ir farmakologinis poveikis,
pavyzdziui, antimaliarinis,  citotoksinis,  prieSgrybelinis,  antibakterinis,  antivirusinis,
prieSuzdegiminis ir kt. [22]. Duomeny apie a-muroleno savybes literatiiroje néra, taciau §io junginio
izomeras y-murolenas, kurio balzaminiy tuopy pumpury ekstrakte rasta 1,0 % (6 priedas), pasizymi
antibakteriniu aktyvumu prie§ Staphylococcus aureus bakterijas [112]. Seskviterpenas y-kurkumenas
apibiidinamas kaip antioksidacinémis savybémis pasizymintis junginys, o B-kurkumenui badingas
antiproliferacinis poveikis vézinéms lasteléms [113, 114]. Duomeny apie trans-a-bergamoteno
savybes literatliroje nepateikiama, taciau cis-a-bergamotenas, kurio ekstrakte aptikta 1,8 % (6
priedas), prisideda prie antioksidaciniy ir antimikrobiniy balzaminiy tuopy pumpury ekstrakto
savybiy [114]. a-Bisabololis gerai zinomas oksiduotas seskviterpenas, kuris placiai naudojamas
kosmetikos gaminiuose dél prieSuzdegiminio poveikio. Be to, bisabololis padidina veikliyjy
medziagy absorbcija per odg daugiau nei 20 karty [115]. Piochon-Gauthier ir kt. atlikto tyrimo metu
nustatytas a-bisabololio citotoksinis aktyvumas in vitro salygomis prie§ zmogaus plauc¢iy karcinomos
(A549) ir kolorektalinés adenokarcinomos (DLD-1) lasteliy linijas. Sis junginys pasizymi ryskiu
aktyvumu (ICso= 14 pg/ml) pries abi véziniy lasteliy linijas [111]. Costa ir kt. nustaté trijy eudesmolio
izomery (a-, B- ir y-) antimikrobinj poveikj. Maziausia a- ir B-eudesmolio slopinanti koncentracija
nustatyta Rhodococcus equi gramneigiamoms bakterijoms (MSK 100 ir 125 ug/ml, atitinkamai) ir
Candida albicans mieléms (MSK 125 pg/ml) [116]. Monoterpenui linaloliui biidingas géliy tipo
aromatas (6 priedas), tod¢l jis daznai naudojamas kosmetikos pramongje, kaip kvapg suteikiantis
ingredientas. Linalolis taip pat biidingas prieSuzdegiminis, antiproliferacinis ir prie$vézinis,
antimikrobinis, analgetinis bei neuroprotekcinis poveikis [117]. Naujausiy tyrimy duomenimis,
nustatyta, kad sinergetiné linalolio, a-eudesmolio ir y-eudesmolio veikla slopina AKF2 (angiotenzing
konvertuojantis fermentas) ir PDB6LU7 baltymus. AKF2 yra daugelyje lasteliy tipy ir audiniy,
jskaitant plaucius, Sirdj, kraujagysles, inkstus, kepenis ir virSkinamajj trakta. Virusas pries§
patekdamas | lasteles jungiasi su AKF2 receptoriumi, 0 PDB6LU7 yra pagrindiné SARS-CoV2
proteazeé, todél Siy baltymy slopinimas gali uzkirsti SARS-CoV-2 patekimg j zmogaus kiing [118].

3.3. P. balsamifera pumpury EPS-H20 salyguy optimizavimas

Remiantis literatiiros Saltiniy duomenimis, po pirmojo ekstrakcijos etanoliu etapo, augalinés Zaliavos
liekanose lieka sukoncentruoty bioaktyviyjy komponenty [119]. Todél atlikus EPS-EtOH
optimaliomis saglygomis, balzaminiy tuopy pumpury liekana buvo dar kartg ekstrahuota subkriziniu
vandeniu (EPS-H20). Vanduo zinomas kaip pigus, ,,zalias* ir idealus tirpiklis jvairiems bioakyviems
junginiams iSskirti, veikiant slégiui pasiekiantis subkrizing biiseng aukStesnéje nei 100 °C
temperatiiroje [120]. Sios biisenos vanduo pasizymi didesne bioaktyviy junginiy tirpinimo geba,
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mazesne klampa ir pavir§iaus jtempiu, todél zaliavos ekstrahavimo laikas sutrumpéja. Ekstrakcijos
temperattra (110 °C) ir laikas (15—45 min) buvo parinkti remiantis anks¢iau publikuotais duomenimis
apie jvairios kilmés augaliniy zaliavy EPS-H20 proceso optimizavimg [84, 99]. Aukstesnéje nei 110
°C temperatiiroje bioaktyvieji junginiai gali skilti, ekstraktas gali jgauti degintos karamelés kvapa ir
gelsva atspalvj dél nefermentinio rudavimo reakcijos (Mailard’o reakcija) [121].

[$gavus tuopy pumpury EPS-H20 ekstraktus buvo nustatyta jy iSeiga, in vitro antioksidaciné geba
(BFJK, TEAGorac iIr TEAGagTs) bei tiksliniy junginiy (pinocembrinas ir pinostrobinas) kiekis. Gauti
rezultatai pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé. P. balsamifera pumpury EPS-H,0 ekstrakty nustatytos priklausomy kintamyjy vertés

EPS-H20 parametrai EPS-H20 | EPS-H20 11 EPS-H:0 111
110 °C, 15 min 110 °C, 30 min 110 °C, 45 min
Rodikliai
EPS-H,0 ekstrakto | g/100 liekanos po EPS-EtOH 14,76+0,25 2 17,05+1,78°2 15,66+0,13 2
iSeiga /100 g TP 6,87+0,12 7,94+0,83 @ 7,29+0,06 2
In vitro antioksidacinis aktyvumas:
BFJK mg GRE/g E 106,85+2,91 " 90,99+3,89 @ 87,50+2,20 2
mg GRE/g TP 7,34+0,20 P 7,22+0,31° 6,38+0,16 2
TEAGorac mg TE/g E 1036,24+50,51 @ 967,88+41,54 2 996,89+185,86 2
mg TE/g TP 71,1943,47 @ 77,89+3,34 2 72,64+13,54
TEAGaeTs mg TE/g E 560,84+14,98 _n _n
mg TE/g TP 38,53+1,03 _n _n
Tiksliniy fenoliniy junginiy kiekybiné sudétis:
Pinocembrinas mg/g E 2,59+0,14 ¢ 1,42+0,03 ° 1,36+0,00 @
mg/g TP 0,18+0,01¢ 0,11+0,00® 0,10+0,00 2
Pinostrobinas mg/g E N N N
mg/g TP N N N

- _ neistirta; —N — nenustatyta; EPS-H,0 — ekstrakcija padidintame slégyje subkriziniu vandeniu; GRE — galo riigsties
ekvivalentas; TE — Trolokso ekvivalentas; TP — tuopy pumpurai; E — ekstraktas; TEAG — Trolokso ekvivalento
antioksidaciné geba; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; Vertés g/TP buvo apskai¢iuotos jvertinus ekstrakto iSeiga;
Skirtingos vir§utinio indekso raidés Zymi reik§mingus skirtumus tarp veréiy eilutéje (vienfaktoriné dispersiné analizé
ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05).

I$ 7 lenteléje pateikty duomeny matoma, jog keic¢iant EPS-H.0 salygas, gautos atsaky vertés Kinta
nezymiai. Ekstrahuojant balzaminiy tuopy pumpury liku¢ius subkriziniu vandeniu (EPS-H20) buvo
papildomai i$skirta 6,9-7,9 g/100 g TP poliniy komponenty. Sis kiekis yra 5,5-7,3 kartus mazesnis
nei P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakty iSeiga (38,0-57,5 g/100 g TP). EPS-H20 ekstrakty
BFJK sieké 87,5-106,9 mg GRE/g E (atitinkamai 6,4—7,3 mg GRE/g TP), tai yra 1,5 karto mazesnis
kiekis nei EPS-EtOH ekstrakty (133,5-164,5 mg GRE/g E, atitinkamai 59,4-87,9 mg GRE/g TP).
EPS-H,0 ekstrakty TEAGorac aktyvumas (967,9-1036,2 mg TE/g E, atitinkamai 71,2—77,9 mg TE/g
TP) sumazéjo 2,3-2,8 karto lyginant su EPS-EtOH ekstraktais (2197,7-2859,4 mg TE/g E,
atitinkamai 1071,2-1492,3 mg TE/g TP). EPS-H2O ekstraktuose tikslinio junginio pinocembrino
nustatytas kiekis buvo net 13,5-21,4 kartus mazesnis nei EPS-EtOH (1,4-2,6 mg/g E, atitinkantys
0,10-0,18 mg/g TP), o pinostrobino neaptikta.
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Keiciant P. balsamifera pumpury EPS-H20 salygas, iSgauty ekstrakty priklausomy kintamyjy vertés
Kito nezymiai, o skirtumai tarp vidutiniy ver¢iy daugeliu atvejy buvo statistiSkai nereikSmingi.
Reik$mingas skirtumas nustatytas tik tarp EPS-H2O ekstrakty, iSgauty skirtingomis saglygomis, BFIK
ir pinocembino kiekio verc¢iy, o daugiausia $iy komponenty sukoncentruojama EPS-H,0 (110 °C, 15
min) ekstrakte (7 lentelé). Dél $iy priezaséiy nustatytos optimalios P. balsamifera pumpury EPS-H20
salygos: 110 °C temperatira ir 15 min laikas. Nustatytomis optimaliomis EPS-H20 salygomis (110
°C, 15 min) iskirto ekstrakto papildomai iSmatuota ABTS"" sujungimo geba sieké 560,8 mg TE/g E,
0 jvertinus ekstrakto iSeigg — 38,5 mg TE/g TP.

Moksliniy duomeny kiekis apie tuopy pumpury vandeniniy ekstrakty savybes literatiiroje ribotas.
Placiau iStirtas tik in vitro antioksidacinis ekstrakty aktyvumas, o duomeny apie tiksliniy junginiy
Kiekj nerasta. Dudonne ir kt. atliktas tyrimas rodo, jog juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury vandeninio
ekstrakto TEAGorac aktyvumas siekia 676 mg TE/g E, o BFJK — 180 mg kavos rigsties ekv./g E
[23]. Lyginant minétus rezultatus su $iuose moksliniuose tyrimuose gautais duomenimis (7 lentelé),
galima matyti, jog P.balsamifera pumpury EPS-H>O ekstrakty deguonies radikaly sujungimo geba
yra iki 1,5 karto didesné nei aptarto P. nigra bandinio (968-1036 mg TE/g E lyginant su 676 mg TE/g
E). Taip pat literattiroje pateikiama juodyjy tuopy (P. nigra) pumpury vandeninés etilacetato ir
vandeninés chloroformo frakcijos, iSgauty tradiciniu maceracijos metodu, BFJK (44 ir 114 mg
katechino ekv./g E, atitinkamai), taciau Siuos rezultatus palyginti su 7-oje lenteléje pateiktais
duomenimis yra sudétinga dél skirtingy standartiniy junginiy naudoty BFJK kiekiui apskaic¢iuoti [54].

Gauti rezultatai rodo (6 ir 7 lentelés), jog sickiant iSgauti kuo didesnj poliniy junginiy kiekj i$
balzaminiy tuopy pumpury, tikslinga taikyti zaliavos pakoping EPS skirtingo poliSkumo tirpikliais.
Nustatytomis optimaliomis salygomis dviejy pakopy EPS i§ P. balsamifera pumpury galima isskirti
1§ viso 60,3 g/100 g poliniy komponenty: 88 % Sio kiekio gaunami ekstrahuojant pumpurus etanoliu
(78 °C, 18 min), like 22 % — apdorojant lickang po EPS-EtOH subkriziniu vandeniu (110 °C, 15 min).
BFJK i$ viso iSgaunama 87,1 mg GRE/g TP (92 % ekstrahuojant etanoliu), TEAGorac — 1531,0 mg
TE/g TP (net 95 % ekstrahuojant etanoliu), TEAGagTs — 569,5 mg TE/g TP (93 % ekstrahuojant P.
balsamifera pumpurus etanoliu). Optimaliomis EPS salygomis i§ P. balsamifera pumpury i§ viso
galima isskirti 27,47 mg/g TP pinocembrino, net 99 % ekstrahuojant pumpurus etanoliu, pinostrobino
— 7,0 mg/g TP; visas §is kiekis i§gaunamas pirmojo etapo metu atliekant EPS-EtOH.

3.4. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H20 ekstrakty antimikrobinio aktyvumo
nustatymas

Optimaliomis salygomis gauty P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) bei EPS-H.O
(110 °C, 15 min) ekstrakty antimikrobinis aktyvumas buvo iStirtas naudojant keturias
mikroorganizmy rtsis: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATTC 8739,
Escherichia coli NTC 12900 ir Candida albicans ATCC 90028. Gauti rezultatai pateikti 8 lentel¢je
ir 20 paveiksle.

Tyrimams pasirinkti mikroorganizmy tipai yra susij¢ su jvairiomis odos ir gleiviniy infekcijomis.
Pavyzdziui gramteigiamos Staphylococcus aureus bakterijos gali sukelti infekcijas, pradedant
pavirS§ine oda ir lokalizuotais abscesais, iki ypa¢ sunkiy infekcijy, tokiy kaip osteomielitas,
endokarditas, impetigo, ar kitas infekcines odos ligas [122, 123]. Spuogy ir aknés atsiradima lemia
C. acnes bakterijy kolonizacija ir uzdegiminé reakcija, kurig sukelia S. aureus bakterijos [124].
Gramneigiamos Escherichia coli yra fiziologiné Zzarnyno floros dalis, taciau uz Zarnyno riby Si
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padermé gali sukelti Zaizdy infekcijas ir sepsj [122]. Asmenims, turintiems sveikg imuning sistema,
Candida albicans mielés daznai yra nekenksmingos, taciau dél jvairiy pokyciy gali kilti infekcijos,
kurios pasireiSkia nuo pavirSiniy gleiviniy ir odos infekcijy, tokiy kaip pienligé, maksties mieliy
infekcijos, iki hematogeniskai i$plitusios infekcijos [123].

20 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H,0 ekstrakty antimikrobinis aktyvumas

8 lentelé. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H,0 ekstrakty antimikrobinis aktyvumas

Mikroorganizmy Gramteigiamos Gramneigiamos bakterijos Mielés

tipas bakterijos

Mikroorganizmy Staphylococcus aureus | Escherichia coli Escherichia coli Candida albicans

risis ATCC 25923 ATTC 8739 NTC 12900 ATCC 90028
Sterilios zonos diametras, mm

EPS-EtOH 10 mg/ml 21,11£0,19° - N 15,56+0,38 @

EPS-EtOH 25 mg/ml 23,44+0,19 ¢ - N 15,89+0,19 @

EPS-EtOH 50 mg/ml 25,00+0,58 ¢ 11,67+0,33 - 16,78+0,38 ®

EPS-H20 10 mg/ml = " " =~

EPS-H20 25 mg/ml = " " =~

EPS-H.0 50 mg/ml 11,56+0,51 @ N N N

—"— nenustatyta; EPS — ekstrakcija padidintame slégyje; Skirtingos virSutinio indekso raidés Zymi reikSmingus skirtumus
tarp ver¢iy stulpelyje (vienfaktoriné dispersiné analizé ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05).

Gauti rezultatai, kurie pateikti 8 lenteléje rodo, jog balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ekstraktas
pasizymi antimikrobiniu aktyvumu prie§ gamteigiamas Staphylococcus aureus bakterijas (sterilios
zonos diametras 21,1-25,0 mm) ir Candida albicans mieles (15,6-16,8 mm). Matoma, jog uztenka
maziausios naudotos (10 mg/ml) ekstrakto koncentracijos antimikrobiniam aktyvumui pasireiksti, o
didinant ekstrakto koncentracija iki 50 mg/ml, sterilios zonos diametras statistiskai reikSmingai
padidéja tik 1,2—3,9 mm. Gramneigiamy Escherichia coli ATTC 8739 bakterijy augimg inhibuoja tik
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aukstesnés koncentracijos (50 mg/ml) EPS-EtOH ekstraktas. EPS-H20 $ios koncentracijos ekstraktas
slopina tik gramtegiamy Staphylococcus aureus bakterijy augima (11,6 mm), taciau efektyvumas yra
dvigubai mazesnis nei EPS-EtOH ekstrakto. ISanalizavus 8 lenteléje gautus duomenis paaiskéjo, kad
balzaminiy tuopy pumpury ekstraktai buvo veiksmingesni prie$ gramteigiamas bakterijas ir mieles
lyginant su gramneigiamomis bakterijomis. Balzaminiy tuopy pumpury ekstraktuose randamas platus
veikliyjy junginiy spektras (flavonoidai, fenolinés ragstys ir balzakonai), kuris gali biiti siejamas su
antibakteriniu ekstrakto aktyvumu [6, 75]. Gramteigiamos bakterijos yra jautresnés ir maziau
apsaugotos nuo polifenoliniy junginiy poveikio, nes jas gaubia iSorinis porétas peptidoglikany
sluoksnis, kuris gali uzkirsti difuzijos kelig tik molekuléms, kuriy moliné masé didesné kaip 50 000
D. Gramneigiamos bakterijos atsparesnés, nes jos turi papildomg tanky iSorinj membranos ir plong
peptidoglikano sluoksnj [125].

Anks¢iau publikuoti moksliniy tyrimy rezultatai taip pat patvirtina hipoteze, kad gramteigiamos
bakterijos ir mielés yra jautresnés tuopy pumpury ekstraktams nei gramneigiamos bakterijos.
Pavyzdziui, skirtingy tuopy rasiy (P. nigra, P. alba, P. tremula) pumpury metanoliniai ekstraktai,
iSgauti maceracijos biidu, pasizyméjo placiu antibakterinio aktyvumo spektru. Jautriausios Siems
ekstraktams buvo gramteigiamos bakterijos, tokios kaip Staphylococcus aureus (MSK (maZiausia
slopinamoji koncentracija) 0,25-0,5 mg/ml), Streptococcus pyogenes (MSK 0,5-1,0 mg/ml) ir
Enterococus faecium (MSK 0,5-1,0 mg/ml). Ekstraktai pasizyméjo ir aktyvumu prie§ Candida
albicans mieles (MSK 0,5-1,0 mg/ml), ta¢iau gramneigiamy bakterijy taip pat neveiké, kaip ir Siuose
tyrimuose naudoti P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H,0 bandiniai [15]. Benedec ir kt. tyré
maceracijos biidu pagamintos juodyjy tuopy pumpury (P. nigra) tinktiiros antibakterines savybes.
Nustatyta, kad 25 mg/ml koncentracijos tinktiira silpnai veikia gramteigiamas Staphylococcus aureus
(sterilios zonos diametras 13 mm) ir Listeria monocytogenes (15 mm) bakterijas, taciau neturi
poveikio gramneigiamy bakterijy Escherichia coli ir Salmonella typhimurium augimui [76]. Nassima
ir kt. istyré baltyjy tuopy (P. alba) pumpury antibakterinj aktyvuma ir nustaté, kad maceruojant
pumpurus su etanoliu gaunamas ekstraktas efektyviau, kaip ir Siuose tyrimuose naudotas P.
balsamifera EPS-EtOH ekstraktas, slopina gramteigiamy Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, meticilinui atspariy Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, ir Listeria innocua Clip 74915 bakterijy augima (Sterilios zonos
diametras 11-13 mm, kai koncentracija yra 20 mg/ml) nei gramneigiamy Escherichia coli ATCC
9029, Escherichia coli ATCC 25922 ir Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterijy (sterilios
zonos diametras 8-9 mm) [6]. Taip pat literatiiroje rasta duomeny, susijusiy su juodyjy tuopy (P.
nigra) pumpury vandeninio ekstrakto, i§gauto maceracijos metodu, antibakterinémis savybémis.
Nustatyta, kad 185 mg/ml koncentracijos ekstraktas slopina mieliy Candida albicans augima
(sterilios zonos diametras 26-43 mm) [104]. Vandeniné baltyjy tuopy pumpury frakcija pasizymi
antibakteriniu aktyvumu prie§ gramteigiamy Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, meticilinui atspariy Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, ir Listeria innocua Clip 74915 bakterijy (sterilios zonos diametras 8-12 mm, kai
koncentracija yra 20 mg/ml) augima, Siek tiek silpniau veikia Bacillus subtilis ATCC 6633
gramteigiamy ir gramneigiamy Pseudomonas aeruginosa bakterijy augima (sterilios zonos diametras
7 mm). Kaip ir Siuose tyrimuose naudotas P. balsamifera pumpury EPS-H,O ekstraktas, vandeninis
baltyjy tuopy (P. alba) pumpury ekstraktas (20 mg/ml) neinhibuoja Candida albicans ir
Saccharomyces cerevisiae mieliy augimo [6].
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3.5. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ir EPS-H20 ekstrakty tirozinazés inhibicijos gebos
nustatymas

Fermentas tirozinazé atlicka svarby vaidmenj melanino sintezéje ir lemia plauky, odos bei akiy
pigmentacija. Sis vario turintis fermentas katalizuoja pirmasias dvi melanino sintezés reakcijas: L-
tirozino hidroksilinimg iki 3,4-dihidroksifenilalanino (L-DOPA) ir L-DOPA oksidavimg iki
dopakvinono. Padidéjgs tirozinazés aktyvumas sukelia odos sutrikimus, pavyzdziui, pigmenting
dilgéline, strazdanas ar su amziumi susijusig odos hiperpigmentacija. Tirozinazés inhibitoriai, tokie
kaip hidrochinonas, kojo ragstis, arbutinas, azelaino rugstis, retinoidai, kortikosteroidai bei vitaminas
C, dazniausiai naudojami jvairiy oda $viesinanéiy kosmetikos preparaty sudétyje. Sios veikliosios
medziagos stabdo tirozino virtimg melaninu,be to, pasizymi antioksidacinémis ir prieSuzdegiminémis
savybémis [126]. Daugelis tirozinazés inhibitoriy sukelia $alutinius poveikius (pavyzdziui, alergija,
niez¢éjimas, patinimas) arba yra nepakankamai veiksmingi ar toksiski, todél nuolat ieSkoma natiiraliy
tirozinazés Saltiniy ir tikimasi, kad jie neturi zalingo $alutinio poveikio [127]. Maack ir Pegard’o
atlikto tyrimo rezultatai parodé, kad juodyjy tuopy pumpurams budingos tirozinazés inhibicinés
savybés [4]. Atsizvelgiant | tai, Siame tyrime buvo jvertinta balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH
(78 °C, 18 min) ir EPS-H20 (110 °C, 15 min) ekstrakty tirozinazés inhibicijos geba.

Remiantis 21 ir 22 paveiksluose pateiktais grafikais matoma, kad EPS-EtOH balzaminiy tuopy
pumpury ekstraktas efektyviau slopina tirozinazés veikla, lyginant su EPS-H.0O. EPS-EtOH 0,3
mg/ml koncentracijos ekstraktas inhibuoja 51,2 % tirozinazés fermento. Didinant ekstrakto
koncentracija iki 0,5 mg/ml, inhibicija padidéja iki 57,3 %. EPS-H20 ekstraktas inhibuoja 27,6-28,4
% tirozinazés fermento, esant 2,5-3,0 mg/ml koncentracijai. Grafikuose matoma, kad tirozinazés
slopinimo geba néra tiesiSkai priklausoma nuo ekstrakto koncentracijos: didinant EPS-EtOH
ekstrakto koncentracijg nuo 0,2 mg/ml iki 0,5 mg/ml inhibicijos geba padidéja nuo 44,8 % iki 57,3
%. EPS-EtOH ekstrakto tirozinazés inhibicijos geba, iSreiksta kojo rtgsties ekvivalentais, siekia
108,2 mg KRE/g TP (202,3 mg KRE/g E), 0 EPS-H,0 ekstrakto aktyvumas yra zymiai mazesnis ir
siekia 0,4 mg KRE/g TP (5,2 mg KRE/g E).

EPS-EtOH ekstraktas

=

Tirozinazés surisimo geba, %

0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5
Ekstrakto koncentracija, mg/ml

Skirtingos virSutinio indekso raidés zymi reikSmingus skirtumus tarp verciy eilutéje (vienfaktoriné dispersiné analizé
ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05)

21 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ekstrakto tirozinazés inhibicijos geba
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Skirtingos virSutinio indekso raidés zymi reik§mingus skirtumus tarp verciy eilutéje (vienfaktoriné dispersiné analizé
ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05)

22 pav. P. balsamifera pumpury EPS-H,0 (110 °C, 15 min) ekstrakto tirozinazés inhibicijos geba

Fermenty inhibitoriai skirstomi i dvi pagrindines grupes, t.y., griZtamuosius ir negriztamuosius
inhibitorius, atsizvelgiant j tai, ar yra sukeliama negrjztama fermento inaktyvacija. Padidéjus
griztamojo inhibitoriaus koncentracijai, fermento aktyvumas sumazéja, taciau inhibitorius tik slopina
fermento aktyvuma, o ne visam laikui inaktyvina fermentg. Kai inhibitoriaus koncentracija sumazéja,
tirozinazés aktyvumas vél padidéja [128]. Stebint balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ir EPS-H.O
ekstrakty bei kojo riigsties tirozinazés inhibicijos gebos priklausomybg nuo laiko, nustatyta, kad Sie
inhibitoriai veikia kaip griztamieji (23-25 pav.). Remiantis 23-25 paveiksluose pateiktais grafikais
matoma, kad balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ekstraktas yra stabiliausias. Per 20 min, po
inkubacijos, EPS-EtOH ekstrakto tirozinazés inhibicija sumazéja nuo 15 % (0,5 mg/ml) iki 75 %
(0,025 mg/ml), EPS-H,0O ekstrakto — nuo 30 % (2,5 mg/ml) iki 70 % (1,5 mg/ml), o naudojant
maziausig koncentracija (0,5 mg/ml), po 9 min ekstraktas nebeslopina tirozinazés. Tuo tarpu kojo
rugsties efektyvumas per §j laikg sumazéja net nuo 40 % (40 pg/ml) iki 90 % (10 pg/ml), 0 naudojant
5 ng/ml koncentracijg, po 14 min riigStis nebeslopina tirozinazes.

Kojo rugstis
50

45

5 ug/ml
—— 10 pg/ml

——20 pg/ml

Tirozinazés surisimo geba, %

30 pg/ml

40 pg/ml

30

Laikas t, min

Laikas t (min) pateiktas po 9 min inkubacijos; Skirtingos virSutinio indekso raidés zymi reik§mingus skirtumus tarp veréiy
eilutéje (vienfaktoriné dispersiné analizé¢ ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05)

23 pav. Kojo ruigsties tirozinazés inhibicijos gebos priklausomybé nuo laiko
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EPS-EtOH ekstraktas

——0.025 mg/ml
—— 0,05 mg/ml
0,1 mg/ml
0.2 mg/ml

—— 0.3 mg/ml
0.5 mg/ml

Tirozinazés surisimo geba, %

10 15 20 25 30
Laikas ©, min

Laikas t (min) pateiktas po 9 min inkubacijos; Skirtingos virSutinio indekso raidés zymi reik§mingus skirtumus tarp verciy
eilutéje (vienfaktoriné dispersiné analizé¢ ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05)

24 pav. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ekstrakto tirozinazés inhibicijos gebos
priklausomybé nuo laiko

EPS-H,0 ekstraktas

0,5 mg/ml
1 mg/ml

2.0 mg/ml
3.0 mg/ml

Tirozinazés surisimo geba, %

Laikas 1, min

Laikas T (min) pateiktas po 9 min inkubacijos; Skirtingos vir§utinio indekso raidés zymi reik§mingus skirtumus tarp verciy
eilutéje (vienfaktoriné dispersiné analizé ANOVA ir Tukey testas, p < 0,05)

25 pav. P. balsamifera pumpury EPS-H,0 (110 °C, 15 min) ekstrakto tirozinazés inhibicijos gebos
priklausomybé nuo laiko

Literatiros duomenimis teigiama, jog antioksidacinés tuopy pumpury savybés padidina
depigmentacijos potencialg, 0 daugelis tirozinazes inhibitoriy, kaip ir balzaminiy tuopy pumpurai,
pasizymi antibakteriniu poveikiu [4, 129]. Maack ir Pegard istyré juodyjy tuopy pumpury absoliutg
ir palygino su etaloniniu tirozinazés inhibitoriumi — kojo roigstimi. Nustatyta, kad tuopy pumpury
absoliutas yra stiprus Agaricus bisporus tirozinazés inhibitorius, kurio 1Cso = 0,1 mg/g [4]. Daugelio
junginiy (pavyzdziui, hidrochinonas, kojo riigstis, azelaino riigstis, kortikosteroidai, retinoidai,
arbutinas), kurie slopina tirozinazés fermentinj aktyvuma, naudojimas kosmetikos pramonéje yra
priestaringai vertinamas, kadangi Sios veikliosios medziagos gali pakenkti odos biklei. Pavyzdziui
kojo rugstis kai kuriems Zmonéms, ypac turintiems jautrig oda, gali sukelti kontaktin} alerginj
dermatitg, pasireiskiantj bérimu, patinimu, niezéjimu ir puslelémis [4]. Sio tyrimo metu nustatyta,
kad balzaminiy tuopy pumpury EPS-EtOH ekstraktas, iSgautas optimaliomis ekstrakcijos saglygomis,
efektyviai slopina tirozinaze ir gali tapti alternatyva kojo riigsciai, kuri naudojama kosmetikos
preparatuose odos pigmentacijai mazinti.
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1.2

ISvados

EPS-EtOH optimizavimo rezultatai rodo, kad:

Visi nepriklausomy kintamyjy modeliai buvo statistiSkai reikSmingi su Siomis FiSerio kriterijaus
reikSmémis: ekstrakty iSeiga — 178,7, BFJK — 43,8, TEAGorac — 134,7, BKK — 93,4, chlorofilo
a kiekis — 453,0, chlorofilo b kiekis — 366,3, BCK — 340,3, pinocembrino kiekis — 26,85, o
pinostrobino — 19,9. Nustatyta, kad ~80 % ekstrakto iSeigos priklausé nuo temperatiiros poveikio.
BFJK temperatiira 1émé ~57 %, o parametrai T ir T? kartu 1émé net ~75 % TEAGorac. BKK
priklausé ne tik nuo temperatiiros poveikio, bet ir nuo laiko kvadratinés saveikos (T ir t2), abu
Sie parametrai 1émé net ~85 % BKK. Chlorofilo a ir b kiekis bei BCK taip pat daugiausia
priklausé nuo temperatiros pokycio (~78 %, ~74 % ir ~81 %, atitinkamai). Tiksliniy fenoliniy
junginiy kiekiui ekstrakcijos laikas ir temperatura turéjo didziausig jtaka, abu Sie veiksniai lémé
~67 % iSgauto pinocembrino kiekio, o pinostrobino — ~65 %.

Vykdant P. balsamifera pumpury EPS-EtOH 78 °C temperatiiroje 18 min, galima iSgauti
didziausig bendra ekstrakto (53,5 g/100 g TP), in vitro antioksidacine geba pasizyminciy junginiy
(BFJK — 79,7 mg GRE/g TP, TEAGorac — 1459,9 mg TE/g TP, TEAGaeTs — 530,9 mg TE/g
TP) ir tiksliniy fenoliniy junginiy kiekj (pinocembrino — 27,3 mg/g TP, pinostrobino — 7,0 mg/g
TP). Optimaliomis ekstrakcijos salygomis buvo pasiekta didziausia karotinoidy iseiga (107,4
ng/g TP) bei sumazintas nepageidaujamg zalig spalva ekstraktams suteikianciy chlorofily kiekis.
P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto (78 °C, 18 min) virSerdvéje buvo nustatyti 154
lakieji  junginiai. Pagrindiné lakiyjy junginiy dalis priklausé angliavandeniliniams
seskviterpenams, kurie sudaré net 83,2 %. Angliavandeniliniai seskviterpenai a-murolenas (8,6
%), y-kurkumenas (7,3 %), B-kurkumenas (4,4 %) ir trans-a-bergamotenas (3,6 %) buvo
pagrindiniai identifikuoti lakieji junginiai P. balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto
virSerdvéje, kurie suteike ekstraktui balzamo, Zoleliy, prieskoniy bei medienos aromata.
Vykdant P. balsamifera pumpury EPS-H>0 (110 °C, 15 min) papildomai buvo i$skirta 6,9 g/100
g TP poliniy komponenty. BFJK buvo 7,3 mg TE/g TP, in vitro antioksidacinis aktyvumas
TEAGorac sieké 71,2 mg TE/g TP, o TEAGagts— 38,5 mg TE/g TP. P. balsamifera pumpury
liekanoje nustatyta 0,2 mg/g TP pinocembrino, o pinostrobino neaptikta.

Nustatytomis optimaliomis sglygomis dviejy pakopy EPS i$ P. balsamifera pumpury is viso buvo
i§skirta 60,3 g/100 g TP poliniy komponenty, o BFJK — 87,1 mg GRE/g TP, TEAGorac —1531,0
mg TE/g TP, TEAGagTs — 569,5 mg TE/g TP. Optimaliomis EPS sglygomis i§ viso buvo i§gauta
27,47 mg/g TP pinocembrino, o pinostrobino — 7,0 mg/g TP; visas pinostrobino Kkiekis
iSgaunamas pirmojo etapo metu atlickant EPS-EtOH (78 °C, 18 min).

P. balsamifera EPS-EtOH ekstraktas (78 °C, 18 min) pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu pries
gramteigiamas Staphylococcus aureus bakterijas (sterilios zonos diametras 21,1-25,0 mm) bei
slopino Candida albicans mieliy (sterilios zonos diametras 15,6-16,8 mm) augima, o EPS-H>0
(110 °C, 15 min) ekstraktas buvo efektyvus tik pries Staphylococcus aureus gramteigiamas
bakterijas (sterilios zonos diametras 11,6 mm), esant 50 mg/ml ekstrakto koncentracijai.

P. balsamifera pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ekstrakto tirozinazés inhibicijos geba buvo
202,3 mg KRE/g E, atitinkamai 108,2 mg KRE/g TP, o EPS-H,0O (110 °C, 15 min) — 5,2 mg
KRE/g E, atitinkamai 0,4 mg KRE/g TP. Lyginant kojo rugsties, EPS-EtOH ir EPS-H20
ekstrakty tirozinazés inhibicijos gebos priklausomybe nuo laiko, nustatyta, kad P. balsamifera
pumpury EPS-EtOH (78 °C, 18 min) ekstraktas buvo stabiliausias ir efektyviausiai islaiké surista
tirozinazés ferments.
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Publikacijuy sarasas

Moksliniy tyrimy rezultaty skelbimas konferencijose

Greta Kvietkuté, Michail Syrpas, Petras Rimantas Venskutonis, Vaida Kitryté. AukStesnés
pridétinés vertés komponenty iSskyrimas i§ balzaminiy tuopy (Populus balsamifera L.) pumpury:
ekstrakcijos auksto slégio tirpikliais proceso optimizavimas ir ekstrakty charakterizavimas. Tezés ir
zodinis praneSimas pristatytas Respublikinéje studenty mokslin¢je konferencijoje ,,Chemija ir
cheming¢ technologija 2021, Kaunas, 2021-05-15.



Priedai

1 priedas. P. balsamifera pumpury EPS-EtOH temperatiiros ir laiko jtaka bendram ekstrakty fenoliniy junginiy kiekiui, in vitro deguonies
radikaly sujungimo gebai, pigmenty (karotinoidy ir chlorofily) bei tiksliniy fenoliniy junginiy (pinocembrino ir pinostrobino) kiekiams

EPS-EtOH Priklausomi kintamieji

parametrai
T,°C | 1,min | BFJK, mg TEAGorac, BKK, pg/g E Chlorofilo a Chlorofilo b BCK, pg/g E Pinocembrino | Pinostrobino

GRE/g E mg TE/g E kiekis, ng/g E kiekis, ng/g E kiekis, mg/g E kiekis, mg/g E

40 45 161,66+0,00 2859,36+202,26 | 192,30+0,07 87,86+0,65 75,72+0,24 163,58+0,41 51,15+3,11 15,57+£0,26
60 45 133,45+3,73 2197,73+160,67 | 184,31+0,47 95,43+0,60 79,35+1,06 174,78+1,30 44,77+0,00 13,59+0,00
60 15 150,96+1,81 2521,70+20,25 215,38+0,34 95,29+0,65 80,70+0,24 175,99+0,41 18,42+0,00 8,12+0,18
80 30 164,54+1,73 2657,43+127,57 | 235,42+0,31 110,62+0,12 93,06+1,16 203,68+1,04 54,08+0,79 15,35+0,16
80 45 150,60+3,55 2262,24+8,68 184,06+0,26 110,23+0,65 91,59+1,13 201,82+1,78 55,29+0,31 14,21+0,06
60 30 155,65+2,53 2315,03+71,25 235,24+0,07 95,73+0,12 79,89+1,16 175,62+1,04 48,39+2,80 16,03+0,75
60 30 155,65+2,53 2315,03+71,25 235,24+0,07 95,73+0,12 79,89+1,16 175,62+1,04 46,41+0,00 15,50+0,00
40 30 155,77£2,23 2616,30+38,91 211,35+0,28 77,47+0,92 67,97+1,59 145,44+2,51 47,19+1,01 15,78+0,22
60 30 154,93+2,54 2315,03+71,25 235,24+0,07 95,73+0,12 79,89+1,16 175,62+1,04 50,37+0,00 16,56+0,00
80 15 150,12+0,00 2859,40+293,00 | 205,85+0,34 93,97+0,65 104,43+0,24 198,40+0,41 46,65+4,39 13,44+0,98
60 30 155,65+2,53 2315,03+71,25 235,24+0,07 95,73+0,12 79,89+1,16 175,62+1,04 48,39+2,80 16,03+0,75
40 15 156,49+2,84 2824,58+61,12 | 191,77+0,14 65,58+0,68 60,78+2,03 126,36+1,85 19,67+0,15 8,5120,11
60 30 155,65+2,53 2315,03+71,25 235,24+0,07 95,73+0,12 79,89+1,16 175,62+1,04 48,39+2,80 16,03%0,75

EPS-EtOH - ekstrakcija padidintame slégyje etanoliu; E — ekstraktas; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; GRE — galo riigsties ekvivalentas; TEAG — Trolokso ekvivalento
antioksidaciné geba; TE— Trolokso ekvivalentas; BKK — bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis.




2 priedas. Centriskai kompoziciniy 7. balsamifera pumpury EPS-EtOH modeliy dispersiné analizé

pagal kintamasias vertes

Kintamieji Kvadraty suma Kvadraty vidurkis F — kriterijus p — reik§mé
EPS-EtOH ekstrakty iSeiga, g/100 g TP

Modelis 335,15 167,58 178,72 <0,0001"
T — Temperatiira 309,03 309,03 329,58 <0,0001"
T — Laikas 26,13 26,13 27,86 0,0004"
Liekana (angl. residual) 9,38 0,9376 - -
Klaidos tikimybé 7,14 1,19 2,13 0,2417™
BFJK, mg GRE/g TP

Modelis 804,69 160,94 43,79 <0,0001"
T — Temperatiira 706,55 706,55 192,26 <0,0001"
T — Laikas 19,05 19,05 5,18 0,0569**
Tt 0,0004 0,0004 0,0001 0,9920**
T? 50,56 50,56 13,76 0,0076"
7 58,48 58,48 1591 0,0053"
Liekana (angl. residual) 25,73 3,68 - -
Klaidos tikimybé 21,23 7,08 6,30 0,0537™
TEAGorac, mg TE/g TP

Modelis 2,396E+05 47923,14 134,69 <0,0001"
T — Temperatiira 1,338E+05 1,338E+05 376,06 <0,0001"
T — Laikas 3700,17 3700,17 10,40 0,0146"
Tt 19740,25 19740,25 55,48 0,0001"
T? 64187,98 64187,98 180,40 <0,0001"
7 793,34 793,34 2,23 0,1790™
Liekana (angl. residual) 2490,62 355,80 - -
Klaidos tikimybé 1971,42 657,14 5,06 0,0756™
BKK, ng/g TP

Modelis 2705,96 541,19 93,44 <0,0001"
T — Temperatiira 1683,71 1683,71 290,72 <0,0001"
T — Laikas 0,5891 0,5891 0,1017 0,7591™
Tt 12,50 12,50 2,16 0,1853™
T2 39,19 39,19 6,77 0,0354"
2 697,54 697,54 120,44 <0,0001"
Liekana (angl. residual) 40,54 5,79 - -
Klaidos tikimybé 28,19 9,40 3,04 0,1551™
Chlorofilo a kiekis, pg/g TP

Modelis 1261,35 630,67 452,97 <0,0001"
T — Temperatiira 1158,43 1158,43 832,02 <0,0001"
T — Laikas 102,92 102,92 73,92 <0,0001"




2 priedas. Tesinys

Kintamieji Kvadraty suma Kvadraty vidurkis F — kriterijus p — reik§mé
Liekana (angl. residual) 13,92 1,39 - -
Klaidos tikimybé 11,87 1,98 3,86 0,1061™
Chlorofilo b kiekis, ng/g TP

Modelis 1934,54 386,91 366,30 <0,0001"
T — Temperatiira 1837,15 1837,15 1739,29 <0,0001"
17— Laikas 46,59 46,59 44,11 0,0003"
Tt 25,50 25,50 24,14 0,0017"
T2 18,75 18,75 17,75 0,0040"
7 0,5123 0,5123 0,4850 0,5086™
Liekana (angl. residual) 7,39 1,06 - -
Klaidos tikimybé 6,09 2,03 6,23 0,0548"™
BCK, ng/g TP

Modelis 6234,89 2078,30 340,34 <0,0001"
T — Temperatiira 5914,50 5914,50 968,54 <0,0001"
7 Laikas 288,01 288,01 47,16 <0,0001"
Tt 32,38 32,38 5,30 0,0468"
Liekana (angl. residual) 54,96 6,11 - -
Klaidos tikimybé 48,34 9,67 5,84 0,0560™
Pinocembrino kiekis, mg/g TP

Modelis 525,88 105,18 26,85 0,0002"
T — Temperatiira 218,29 218,29 55,73 0,0001"
T — Laikas 236,38 236,38 60,35 0,0001"
Tt 8,97 8,97 2,29 0,1740™
T2 19,08 19,08 4,87 0,0631™
7 59,89 59,89 15,29 0,0058"
Liekana (angl. residual) 27,42 3,92 - -
Klaidos tikimybé 26,22 8,74 29,15 0,0035"
Pinostrobino kiekis, mg/g TP

Modelis 28,38 5,68 19,92 0,0005"
T — Temperatiira 8,52 8,52 29,91 0,0009"
T — Laikas 11,82 11,82 41,48 0,0004"
Tt 0,8281 0,8281 2,91 0,1320™
T? 0,0394 0,0394 0,1384 0,7209™
7 6,51 6,51 22,86 0,0020"
Liekana (angl. residual) 1,99 0,2849 - -
Klaidos tikimybé 1,91 0,6360 29,54 0,0034"

* - statistiSkai reik§mingas kintamasis; ** — statistiskai nereik§mingas kintamasis; EPS-EtOH — ekstrakcija padidintame
slégyje etanoliu; BFIJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba; BKK —
bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis.



3 priedas. Koreliacijos matrica tarp P. balsamifera pumpury EPS-EtOH priklausomy kintamyjy ver¢iy, iSreik§ty gramams tuopy pumpury

Priklausomi kintamieji EPS-EtOH | BFJK, mg | TEAGorac, BKK, Chlorofiloa | Chlorofilob | BCK, pg/g | Pinocembrino | Pinostrobino
iSeiga, g/100 | GRE/g TP | mg TE/g TP pg/g TP kiekis, pg/g kiekis, pg/g | TP kiekis, mg/g kiekis, mg/g
gTP TP TP TP TP

EPS-EtOH iSeiga, g/100 g TP | 1 0,9049**** | 0,6495* 0,7252** | 0,9830**** 0,9596**** | 0,9759**** | 0,7796** 0,6786*

BFJK, mg GRE/g TP 1 0,7426** 0,8185*** | 0,9356**** 0,9404**** | 0,9439**** | (,7520** 0,6542*

TEAGorac, mg TE/g TP 1 0,3848" 0,6675* 0,8003** 0,7453** 0,4356" 0,2434"

BKK, pg/g TP 1 0,7659** 0,7224** 0,7463** 0,6157* 0,6800*

Chlorofilo a kiekis, pg/g TP 1 0,9758**** | 0,9926**** | 0,7771** 0,6799*

Chlorofilo b kiekis, pg/g TP 1 0,9951**** | (,7251** 0,6017*

BCK, pg/g TP 1 0,7528** 0,6405*

Pinocembrino kiekis, mg/g TP 1 0,9608****

Pinostrobino kiekis, mg/g TP 1

TP — tuopy pumpurai; EPS-EtOH — ekstrakcija padidintame slégyje etanoliu; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba; BKK —
bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis; GRE — Galo riigsties ekvivalentai; TE — Trolokso ekvivalentai; ****: reik§minga koreliacija, p < 0,0001; ***: reik§minga
koreliacija, p = 0,0001-0,001; **: reik§minga koreliacija, p = 0,001-0,01; *: reik§minga koreliacija, p = 0,01-0,05; ": nereik§minga koreliacija, p > 0,05.



4 priedas. Koreliacijos matrica tarp P. balsamifera pumpury EPS-EtOH tarp priklausomy kintamuyju ver¢iy, iSreik§ty gramui ekstrakto

Priklausomi kintamieji BFJK, mg TEAGoRAC, BKK, pg/g E | Chlorofilo a Chlorofilo b BCK, ng/g E | Pinocembrino | Pinostrobino

GRE/g E mg TE/g E kiekis, ng/g E | kiekis, pg/g E kiekis, mg/g E | kiekis, mg/g E
BFJK, mg GRE/g E 1 0,4372" 0,4756 " -0,0457" -0,0907 " -0,0717" 0,1466" 0,2381"
TEAGorac, Mg TE/g E 1 -0,2986 " -0,4789" -0,0197" -0,2752" -0,2906 " -0,3613"™
BKK, ng/g E 1 0,2732" 0,0998 ™ 0,2022 ™ 0,21034™ 0,4559 ™
Chlorofilo a kiekis, pg/g E 1 0,7661** 0,944 7**** 0,5759* 0,3889™
Chlorofilo b kiekis, pg/g E 1 0,9345%**** 0,4563 ™ 0,2089 ™
BCK, ug/g E 1 0,5518"™ 0,3219"™
Pinocembrino kiekis, mg g/ E 1 0,9197****
Pinostrobino kiekis, mg/g E 1

E — ekstraktas; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis; TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba; BKK — bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis;
GRE - Galo rugsties ekvivalentai; TE — Trolokso ekvivalentai; ****: reik§minga koreliacija, p < 0,0001; ***: reik§minga koreliacija, p = 0,0001-0,001; **: reik§minga koreliacija, p
=0,001-0,01; *: reikSminga koreliacija, p = 0,01-0,05; ™: nereik§minga koreliacija, p > 0,05.



5 priedas. P.balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto (78 °C, 18 min) priklausomy kintamuyju ver¢iy atitikimas modeliui

Priklausomi kintamieji Prognozuojama Prognozuojama Zemas pasikliautinasis | Eksperimentiné verté Aukstas

vidutiné verté standartiné paklaida intervalas, 95 % pasikliautinasis
intervalas, 95 %

EPS-EtOH ekstrakto iSeiga, g/100 g TP | 51,88+0,97 1,11 49,40 53,46+0,56 54,35

BFJK, mg GRE/g TP 81,55+1,92 2,34 76,02 79,74+1,07 87,07

TEAGorac,mg TE/g TP 1427,76+18,86 23,00 1373,38 1459,85+114,06 1482,14

BKK, pg/g TP 113,78+2,41 2,93 106,84 107,43+0,18 120,72

Chlorofilo a kiekis, ug/g TP 54,07+1,18 1,36 51,05 52,24+0,00 57,09

Chlorofilo b kiekis, pg/g TP 53,59+1,03 1,25 50,63 53,82+0,00 56,55

BCK, pg/g TP 106,91+2,47 2,97 100,18 106,06+0,00 113,64

Pinocembrino kiekis, mg g/ TP 23,02+1,98 2,41 17,32 27,49+0,28 28,73

Pinostrobino kiekis, mg/g TP 6,84+0,53 0,65 5,30 7,01+0,28 8,38

EPS-EtOH - ekstrakcija padidintame slégyje etanoliu; GRE — galo riigsties ekvivalentas; TE — Trolokso ekvivalentas; TP — tuopy pumpurai; BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis;
TEAG — Trolokso ekvivalento antioksidaciné geba; BKK — bendras karotinoidy kiekis; BCK — bendras chlorofily kiekis; Vertés g/TP buvo apskaiciuotos jvertinus ekstrakto iSeiga.



6 priedas. P.balsamifera pumpury EPS-EtOH ekstrakto (78 °C, 18 min) virSerdvés lakiyjy junginiy kokybiné ir kiekybiné sudétis

Junginys Tiksli masé LSTapsk L STt DC imailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas &)
x 10
Angliavandeniliniai monoterpenai
Limonenas 136,1252 1039 1036 1301 | 321+1,08 <0,05 Citrusy: gaivus, saldus, apelsiny
Kogeirenas 162,1409 1302 12850131 | 67,94+8,78 0,10+0,01
NI! 162,1409 1319 57,57+4,62 0,09+0,01
1,8-dimetiltetralinas 160,1252 1343 1344 A 61,15+8,79 0,09+0,01
NI! 162,1409 1345 7,41+0,96 <0,05
NI! 160,1252 1683 42,71+3,61 0,06+0,00
IS viso: 239,99 0,35 %
Oksiduoti monoterpenai
Cis-linalolio oksidas (furanoidinis) | 170,1307 1082 1067 31| 30,49+0,17 <0,05 Zemés: zemés, geéliy, saldus, medienos
Trans-linalolio oksidas 170,1307 1099 10841131 | 72441,81 <0,05 Geliy
(furanoidinis)
Linalolis 154,1358 1106 11031301 | 131,96+15,20 0,19+£0,03 | Géliy: citrusy, géliy, saldus, roziy, mélyniy, medienos
NI 170,1307 1139 20,34+0,55 <0,05
NI 170,1307 1144 45,47+0,18 0,07+0,00
Cis-linalolio oksidas (piranoidinis) | 170,1307 1172 1170 331 | 13,45+0,14 <0,05
a-terpineolis 154,1358 1201 11950301 | 2. 21+0,43 <0,05 Terpeny: pusy, terpeny, alyvy, citrusy, medienos, géliy
B-ciklocitralis 152,1201 1226 1225 [230] 17,48+6,76 <0,05 Tropinis: Safrano, roziy, Zoleliy, tabako, saldus, vaisiy
NI 154,1358 1280 20,54+1,99 <0,05

IS viso: 289,18 0,43 %




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P)
x 10
Angliavandeniliniai seskviterpenai
Pregeirenas B 162,1409 1273 12741810 | 6,7140,61 <0,05
NE™ 204,1878 1340 20,44+1,75 <0,05
a-kubebenas 204,1878 1354 13550801 | 352+1,16 <0,05 Zoleliy: zoleliy, vasko
Longiciklenas 204,1878 1367 137411301 | 33 5944 65 <0,05
B-elemenas 204,1878 1378 1390031 | 20,67+1,93 <0,05 Zoleliy: Zoleliy, vasko, gaivus
a-ilangenas 204,1878 1382 13711301 | 953 66+56,98 1,40+0,05 | Vaisiy
a-kopaenas 204,1878 1388 1378 1130] 688,52+7,05 1,01+£0,01 | Medienos: medienos, atrus, medaus
NE™ 204,1878 1393 64,68+6,58 0,10+0,01
NE™ 202,1722 1397 31,50+2,84 <0,05
NE™ 204,1878 1399 96,93+2,53 0,14+0,00
Sativenas 204,1878 1408 1390 31 | 335,85+0,65 0,49+0,01
a-neoklovenas 204,1878 1412 1454 [131] 117,08+21,44 0,17+0,03
NE™ 200,1565 1420 111,35+4,03 0,16+0,01
Cis-o-bergamotenas 204,1878 1421 1414 B 1206,234251,07 1,78+0,41
a-kedrenas 204,1878 1432 1409 B 802,84+114,19 1,1840,14 | Medienos: medienos, kedro, saldus, gaivus
B-kariofilenas 204,1878 1432 1417 B 585,16£55,70 0,86+0,06 | Astrus: saldus, medienos, prieskoniy, gvazdikéliy
Trans-a-bergamotenas 204,1878 1441 14350301 | 2462,09+191,13 3,62+0,20 | Medienos: zoleliy
a-humulenas 204,1878 1452 1452 B 707,92+8,84 1,04+0,04 | Medienos
B-(E)-farnezenas 204,1878 1458 1462111 1649,68+9,09 2,43+0,04 | Medienos: medienos, citrusy, Zoleliy, saldus
Np™ 202,172; 204,1878 | 1461 242,47445,18 0,36+0,07
Aromandendrenas 204,1878 1466 1463 1301 | 240,90+36,97 0,36+0,06 | Saldus




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P)
x 10

NI 204,1878 1470 2052,60+0,00 3,02+0,07

NE™ 202,1722 1474 1164,80+97,54 1,71+0,11

10-epi-p-akoradienas 204,1878 1481 1474 131 | 96,85+2,67 0,14+0,00

Trans-kadina-1(6),4-dienas 204,1878 1483 147501 173,5240,00 0,11=0,00

a-amorfenas 204,1878 1485 1479 [130] 820,36+0,00 1,21+0,03 Medienos

v-kurkumenas 204,1878 1490 1479 B 5008,46+1336,80 7,34+1,80

y-murolenas 204,1878 1491 1479 1] 683,74+7,77 1,01£0,02 | Medienos: Zoleliy, medienos, prieskoniy

Ar-kurkumenas 202,1722 1496 1482 Bl 2312,14+875,62 3,3841,21

a-murolenas 204,1878 1497 1503 [111] 5868,19+1060,11 8,61+1,37 | Medienos

Eremofilenas 204,1878 1506 15031321 | 954944780 1,40+0,04

y-amorfenas 204,1878 1508 1497 11] 2394,11+£519,95 3,51+0,69

Epizonarenas 204,1878 1510 1502 1111 1221,42441,43 1,80+0,02

NE™ 204,1878 1513 862,23+0,00 1,27+0,03

y-gurjunenas 204,1878 1515 1490031 | 627,52+13,07 0,92+0,00 | Pelésiy, saldus, roziy, medienos

NI 200,1565 1516 836,70+33,50 1,23+0,08

Trans-kalamenenas 202,1722 1518 15221311 | 434,60+20,02 0,64+0,04

Np™ 202,1722 1520 1307,79+0,00 1,92+0,04

B-bisabolenas 204,1878 1520 151314 | 657,83+40,18 0,97+0,08 | Balzamiko: balzamiko, medienos, Zoleliy

B-kurkumenas 204,1878 1521 1516 [111] 2955,83+960,47 4,36+1,51

Np™ 202,1722 1532 597,26+429,13 0,89+0,65

d-kadinenas 204,1878 1533 1522 B 1985,98+0,00 2.9240,07 | Zoleliy: &iobreliy, Zoleliy, medienos

Np™ 204,1878 1535 789,27+0,00 1,16+0,03




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P)
x 10
Cis-kalamenenas 202,1722 1537 1525 [130] 1551,16+50,92 2,28+0,13
Trans-kadina-1,4-dienas 204,1878 1539 1535111 | 882 07+2,84 1,30+0,03
NE™ 202,1722 1540 429,11+0,00 0,63+0,01
a-kadinenas 204,1878 1546 1538 [111] 969,88+34,60 1,43+0,08 | Medienos
Trans-a-bisabolenas 204,1878 1549 1543 B 760,65+37,99 1,1240,08
NE™ 204,1878 1553 1715,73£74,13 2,52+0,05
NE™ 202,1722 1556 233,81+£111,01 0,35+0,17
Selina-3,7(11)-dienas 204,1878 1558 1541 (111 1171,02+130,12 1,72+0,23
NI 198,1409 1559 487,37+£25,83 0,72+0,05
Np v 202,1722; 1559 891,83+136,41 1,31+0,17
204,1878
a-kalakorenas 200,1565 1560 154611300 | 853 54+8,77 1,26+0,04 | Medienos
Np v 202,1722; 1570 95,22+17,57 0,14+0,03
204,1878
NE™ 204,1878 1574 70,79£3,75 0,10+0,00
Np v 198,14009; 1575 45,59+25,30 0,07+0,04
202,1722
NI 200,1565 1577 48,55+6,07 0,07+0,01
Np v 202,1722; 1579 70,79+3,75 0,11+0,01
204,1878
Np 200,1565 1582 32,80+10,35 <0,05
Np 202,1722, 1592 22,98+5,69 <0,05
206,0943
NI 202,1722 1625 24,05+8,69 <0,05




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P)
x 10

NI 200,1565 1630 104,59+20,39 0,15+0,03

NE™ 204,1878 1646 663,63+20,46 0,98+0,05

NE™ 204,1878 1655 184,25+6,91 0,27+0,02

NE™ 202,1722 1666 95,40+1,18 0,14+0,00

NE™ 204,1878 1672 997,20+24,65 1,47+0,07

NE™ 204,1878 1683 66,56+0,00 0,10+0,00

Kadalenas 198,1409 1688 16881341 | 34,014+4,06 <0,05

IS viso: 56590,51 83,16 %

Oksiduoti seskviterpenai

NIV 222,1984 1502 252,08+6,58 0,37+0,02

10,11-epoksi kalamenenas 216,1514 1505 1491181 | 615,06+29,62 0,9140,06

Seskvicineolas 222,1984 1525 1512 B 981,21+£139,49 1,44+0,17

NIV 222,1984 1599 8,43+1,89 <0,05

t-kadinolis 222,1984 1606 1636 [111] 107,34+3,04 0,16+0,00 | Balzamiko: balzamiko, Zemés, medienos

Kariofileno oksidas 220,1827 1614 1582 121 6,86+0,55 <0,05 Medienos: saldus, gaivus, medienos, vaisiy, pjuveny, Zoleliy

NIV 222,1984 1620 25,6445,13 <0,05

NIV 222,1984 1625 40,87+19,40 0,06+0,03

Ledeno oksidas-(I1) 220,1827 1627 16311331 | 53,09+7,96 0,08+0,01

Kubenolis 222,1984 1639 16450131 | 151,98+23.42 0,22+0,04 | Zemés, atrus, Zoleliy, Zaliosios arbatos

Cis-guaia-3,9-dien-11-olis 220,1827 1665 16521331 | 221,44446,34 0,33+0,08

a-bisabololio oksidas B 238,1933 1666 164814 | 1252444447 0,18+0,06

a-eudesmolis 222,1984 1672 1652 B 1066,76+175,07 1,57+0,29 | Saldus




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé L Slapsk LShit DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢:P)
x 10
B-bisabololis 222,1984 1681 1672 (111 448,29+149,22 0,66+0,23 | Citrusy: citrusy, géliy, astrus, citriny, gaivus, saldus, Zoleliy
Kuzinolas 220,1827 1689 1680 31 | 27,91+3,19 <0,05
a-bisabololis 222,1984 1698 168511 | 2866,48+477,98 4,22+0,80 | Geliy: Svelnus geéliy, pipiry, balzamiko, saldus, vasko,
apelsiny Zievelés
Eudesm-7(11)-en-4-olis 222,1984 1714 1700 [(r34 34,23+7,08 <0,05
Kriptomeridiolis 240,2089 1793 1809 [2 4,46+0,78 <0,05
IS viso: 7037,37 10,36 %
Alkoholiai
3-metil-1-butanolis 88,0888 767 760134 3,86+1,05 <0,05 Fermentuotas: fuzelio, viskio, vaisiy, banany
2-metil-2-buten-1-olis 86,0732 793 77212381 3,22+0,09 <0,05 Zalias
Benzilo alkoholis 108,0575 1052 1046 1301 | 44,58+6,81 0,07£0,01 | Géeliy: géliy, roZiy, fenolio, balzamiko, saldus, vaisiy
2-feniletanolis 122,0732 1128 1127 301 2,46+0,25 <0,05 Geliy: géliy, roziy, saldus, atrus, medaus, mieliy, Zoleliy
Cinamilo alkoholis 134,0732 1328 13271371 | 3,81+0,26 <0,05 Balzamiko: saldus, balzamiko, hiacinty, astrus
IS viso: 57,93 0,09 %
Riebaly ragstys
3-metilbutanoiné riigitis 102,0681 843 843 [138] 6,82+0,45 <0,05 Sario: nemalonus, prakaito, siirio, pieno, astrus, riebaly,
vaisiy
2-metilbutanoiné riigstis 102,0681 852 839138l 4,07+0,00 <0,05 Riigstus: atrus, riigstus, siirio, vaisiy
2-metilbut-2-enoiné riigstis 100,0524 925 942 11301 8,95+0,11 <0,05 Astrus: saldus, adtrus, medienos, karamelés
Heksano riigstis 116,0837 979 970 [138] 2,54+0,87 <0,05 Riebaly: rigstus, riebaly, prakaito, siirio, aitrus
IS viso: 22,38 0,03 %
Esteriai
Pentilo acetatas 130,0994 882 893 [139] 3,94+0,60 <0,05 Vaisiy: Zoleliy, vaisiy, banany, kriausiy, obuoliy




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P)

x 10
2-metilpropilo 3-metilbutanoatas 158,1307 1009 101340 | 3,92+0,72 <0,05 Vaisiy: saldus, vaisiy, obuoliy, avie¢iy, banany
Izopentilo 2-metilbutanoatas 172,1463 1103 1107 B41] 7,54+2,44 <0,05 Vaisiy: saldus, vaisiy, citrusy, vy$niy, mélyniy, obuoliy
Benzilo acetatas 150,0681 1166 11700301 | 24 08+3,97 <0,05 Géliy: saldus, géliy, vaisiy, gaivus, jazminy
Metil-4-metiloktanoatas 172,1463 1171 1187 1421 | 529+0,14 <0,05
Etilo benzoatas 150,0681 1175 11710431 | 598+1,74 <0,05 Meétinis: vaisiy, pelésiy, saldus, ziemkenciy, vySniy,

vynuogiy, ramunéliy, géliy, arbatos

(E)-izopentil-2-metilbut-2-enoatas 170,1307 1186 11788 6,55+1,12 <0,05 Geliy: geliy, vaisiy, ramunéliy
Cis-3-heksenil-izovaleratas 184,1463 1201 1238 144 1,71+£0,21 <0,05 Zalias: gaivus, obuoliy, vaisiy, tropinis, ananasy
Metilo salicilatas 152,0473 1201 11956 1,40+0,06 <0,05 Meétinis: métinis, saldus, Ziemken&iy, vyno, uogy
Metil-4,6-dimetiloktanoatas 186,1620 1277 1256 A 11,13+0,25 <0,05
Trans-linalolio oksido acetatas 212,1412 1284 1287 [131] 13,7145,83 <0,05
(piranoidinis)
Metil-4,8-dimetilnonanoatas 200,1776 1336 13361451 | 2.24+0,10 <0,05
Metil-2-metoksibenzoatas 166,0630 1350 1342 [130] 3,21+0.45 <0,05 Zoleliy: Zoleliy, géliy, hiacinty, vaisiy, juodyjy serbenty
Metilo benzoilformatas 164,0473 1358 133501461 | 3 25+2 78 <0,05
Etilo hidrocinamatas 178,0994 1360 1360 [147] 2,57+1,09 <0,05 Geliy: hiacinty, roziy, medaus, vaisiy
Benzilo 2-metilbutanoatas 192,1150 1400 1392041 | 7,79+2,10 <0,05
Benzilo 3-metilbutanoatas 192,1150 1409 13951411 45,5+0,00 0,07£0,00 | Vaisiy: saldus, vaisiy, obuoliy, ananasy, Zoleliy
Etilo cinamatas 176,0837 1462 146324 2,64=+0,06 <0,05 Balzamiko: saldus, balzamiko, vaisiy, astrus, uogy, slyvy
Prenilo benzoatas 190,0994 1504 1486 (31| 319,09+9,26 0,47+0,02 | Balzamiko: balzamiko, vaisiy, Sokolado
Benzilo benzoatas 212,0837 1787 1762 B 14,18+8.20 <0,05 Balzamiko: saldus, balzaminis, Zoleliy
Benzilo salicilatas 228,0786 1890 1865 [ 16,00+0,44 <0,05 Balzamiko: balzamiko, Zoleliy, saldus
IS viso: 501,72 0,74 %




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC 2mailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P)
x 10
Ketonai
Acetofenonas 120,0575 1086 1073 1301 | 15,85+5,45 <0,05 Geliy: saldus, aitrus, gudobeliy, mimozos, migdoly, akacijy
Benzilacetonas 148,0888 1255 1234 481 | 13,93+3,34 <0,05 Geliy: géliy, balzamo
4-metoksiacetofenonas 150,0681 1376 13501431 | 2.41+0,34 <0,05 AnyZinis: saldus, gudobeliy, anyZinis, akacijy, vanilés,
vy3niy
IS viso: 32,19 0,05 %
Kiti
Dihidrofuran-2(3H)-onas 86,0368 937 938 [149] 1,14+0,36 <0,05 Creamy: creamy, riebaly, karamelés
Benzaldehidas 106,0419 984 968 1471 1,61+0,83 <0,05 Vaisiy: saldus, migdoly, vy3niy, vaisiy, deginto cukraus,
medienos
o-metilanizolas 122,0732 1022 1013 3501 | 4,63+0,43 <0,05 Naftaleno: saldus, rieSuty, géliy
NI 193,9341 1044 1,71£0,56 <0,05
1,2-dimetoksibenzenas 138,0681 1150 1149 151 | 3.27+40,59 <0,05 Vanilés: saldus, vanilés
NI 312,3028 1153 16,02+0,73 <0,05
NIV 182,1307; 1234 14,45+0,05 <0,05
168,1150; 84,0575
3,9-dodekadiynas 162,1409 1259 1249 A 10,49+0,63 <0,05
NI 190,1358 1383 606,87+118,27 0,89+0,19
NI 158,1096 1403 186,32+134,95 0,27+0,19
NI 111,0684 1412 62,76+5,67 0,09+0,01
NI 158,1096 1412 64,49+5,79 0,10+0,01
2,6-dimetilnaftalenas 156,0939 1445 140911521 | 59 75+1,14 0,09+0,00
NI 158,1096 1513 776,62+0,00 1,14+0,03




6 priedas. Tesinys

Junginys Tiksli masé LSlapsk LSt DC smailés plotas | Kiekis, % | Kvapo tipas: apibiidinimas (¢ P
x 108

NI 190,1358 1538 451,25+0,00 0,66+0,02

NI 264,2089 1643 43,93+2,11 0,07+0,01

NI 196,1252 1647 552,26+0,00 0,81+0,02

NI v 190,1358; 1649 363,776+30,83 0,54+0,06

422,1260

NI 258,1984 1688 35,96+3,85 <0,05

IS viso: 3257,306 4,79 %

Bendras DC smailiy plotas x 10°: 68049,46+1525,79
LSI — linijinis sulaikymo indeksas; NI — neidentifikuota; A — chemspider.com; B — pubchem.ncbi.nim.nih.gov; C — thegoodscentscompany.com; D — pherobase.com; | —
angliavandeniliniai monoterpenai; 11 — oksiduoti monoterpenai; I11 —angliavandenilinii seskviterpenai; IV — junginiy misinys; V — oksiduoti seskviterpenai; [130-152] — LSl;;y nurodyti

literatiiros sarase



