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IVADAS

Pastaraisiais metais stebimas vis populiar¢jantis pacienty gydymas augalinés kilmés preparatais,
ypatingai jy veiksmingumas pastebimas sergant uzdegiminémis ligomis. Oksidacinis stresas vaidina
pagrindin] vaidmenj uzdegiminiuose procesuose, senéjimo patogenezéje ir esant degeneracinéms
ligoms, tokioms kaip aterosklerozé, Sirdies ir kraujagysliy ligos, diabetas ir vézys. Sutrikus
pusiausvyrai tarp laisvyjy radikaly susidarymo organizme ir ten veikian¢iy antioksidanty, nebelieka
organizmo apsaugos ir pasireiskia oksidacinis stresas. Antioksidacinéje apsaugoje svarby vaidmenj
atlicka nefermentiniai antioksidantai, kurie daZnai pagal Saltinj dar skirstomi j metabolinius
(endogeninius) bei gaunamus su maistu (egzogeninius). Tarp nefermentiniy antioksidanty nemazai
yra iStirta eteriniy augaly aliejy (EA), kurie pasizymi stipriu antioksidaciniu poveikiu. Nustatyta, jog
gebéjimg, pasalinti laisvuosius radikalus turi ne tik fenoliniai junginiai, bet ir terpenai bei Kiti
junginiai, kuriy gausiai aptinkama EA [1].

Augaluose yra aptikta tiikstanciai terpeny, tac¢iau kokybiskai nustatyta tik nedidelé visy terpeny
dalis. Nepaisant zinomy terpeny jvairoveés, kai kurie yra susitelke tik tam tikruose tipuose ar Seimose,
pavyzdziui, tokiose kaip Cannabaceae [2]. Vienas daugiausiai démesio sulaukiantis §ios Seimos
narys yra Cannabis sativa L. Tai svarbi Zoliné raisis, kilusi i§ Vidurinés Azijos ir nuo seniausiy laiky
naudojama liaudies medicinoje. Sis augalas labai populiarus farmacijos sektoriuose, nes jo
metabolitai pasizymi stirpiu bioaktyvumu, kuris svarbus Zmogaus sveikatai [3]. Terpenai, randami
Cannabis sativa L., tiksliau, jy eteriniuose aliejuose, didzigja jy dalj sudaro mono- ir seskviterpenai:
iki 98% visy terpeny, randamy kanapiy EA [2].

Terpenai yra vienas 1§ vaistiniy augaly eteriniy aliejy komponenty, kuris galéty biiti naudojamas
kaip maisto papildy priedas, siekiant uzkirsti kelig oksidaciniam stresui, kuris prisideda prie
degeneraciniy ligy formavimosi [1]. [rodyta, kad dél savo antioksidacinio aktyvumo terpenai teikia
tinkamg apsaugg esant oksidaciniam stresui jvairiy ligy metu, jskaitant kepeny, inksty,
neurodegeneracines ir Sirdies bei kraujagysliy ligas, véZj, diabeta, taip pat esant senéjimo procesams.
Sis antioksidacinis aktyvumas gali paaiskinti jy gebéjima moduliuoti nervinio signalo perdavima,
uzdegimo procesg ir imunologinj poveikj [4].

Nepaisant plataus terpeny profilio, esan¢io Cannabis sativa L. EA, jo antioksidacinio aktyvumo
savybés dar néra pilnai iSanalizuotos [1]. Sis darbas buvo atliktas tiriant lakiuosius junginius isskirtus
i§ Cannabis sativa L. organiniy tirpikliy pagalba. [vertinus bendrg terpeny bei kity junginiy kiekj bei
ekstrakto antioksidacinj aktyvuma, buvo nustatytas galimas rysys tarp Cannabis sativa L. ekstrakto

bei jo sudétyje esanciy komponenty antioksidacinio aktyvumo.



Sio magistro studijy baigiamojo darbo tikslas buvo isskirti ir kokybiskai bei kiekybiskai
jvertinti pluostinés kanapés C. sativa L. Futura 75 veislés sudétyje esancCius terpenus dujy
chromatografijos - masiy spektrometrijos metodu, bei istirti pluostiniy kanapiy ekstrakto

antioksidacinj aktyvumg ir jvertinti, kaip jis susijes su terpeny ar kity junginiy Kiekiu.

Siam tikslui jgyvendinti buvo iSkelti tokie uZdaviniai:

1. Parinkti optimalias ekstrakcijos salygas terpeny ekstrahavimui i§ pluoStinés
kanapés Cannabis sativa L. biozaliavos;

2. Sukurti, optimizuoti ir validuoti dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos (GC-
MS) metoda terpenams nustatyti;

3. Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu jvertinti kokybing ir
kiekybine terpeny sudétj Cannabis sativa L. zaliavy méginiuose;

4. Nustatyti Cannabis sativa L. zaliavy ekstrakty antioksidacinj aktyvuma DPPH ir
ABTS metodais;

5. Jvertinti Cannabis sativa L. zaliavy kokybinés ir kiekybinés sudéties bei jy

antioksidacinio aktyvumo rysius.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Oksidacinis stresas ir antioksidantai

Zmogaus kiine vyksta jvairiis oksidaciniai procesai. Reaktyviosios deguonies formos (ROS) ir
reaktyviosios azoto formos (RNS) fiziologiniais tikslais nuolat generuojamos in vivo, jei $is procesas
suintensyvéja ir jy koncentracija padidéja, sukeliamas oksidacinis stresas. Ultravioletiniai spinduliai,
tabako duimai ir aplinkos toksinai yra egzogeniniai veiksniai, kurie skatina in vivo ROS gamybos
procesa. Oksidacinis stresas padidina laisvyjy radikaly gamybg arba sutrikdo jy neutralizavima, dél
kurio paZzeidziamos biomolekulés (baltymai, lipidai, DNR), Iastelés ir audiniai, o tai sukelia daugybe
letiniy ligy, tokiy kaip ateroskleroze, véZys, diabetas, reumatoidinis artritas, postischeminé perfuzijos
trauma, miokardo infarktas, Sirdies ir kraujagysliy ligos, 1étinis uzdegimas, insultas ir septinis Sokas,
sen¢jimas ir kitos Zmogaus degeneracinés ligos.

Antioksidaciniy savybiy turin¢ios medziagos - antioksidantai - padeda apsisaugoti nuo zalingo
oksidacinio streso poveikio. Kaip minéta anksc¢iau, antioksidantai klasifikuojami j egzogeninius
(nattiraltis ar sintetiniai) arba endogeninius junginius, kurie atsakingi uz laisvyjy radikaly
neutralizavimg. Gamtoje yra begalé natiiraliy antioksidanty, jy aptinkama daugelyje maisto produkty,
jskaitant vaisius ir darzoves. Siais laikais didelis démesys skiriamas augalinéms Zaliavoms, kuriose
kaupiami antioksidaciniy savybiy turintys junginiai, tokie kaip karotenoidai, terpenai ir polifenoliai
[5-6]. Terpenai yra vieni i$ pladiausiai gamtoje pasitaikan¢iy struktiiriniy junginiy, kurie pasizymi
jvairiapusiu biologiniu ir farmakologiniu aktyvumu. Déka terpeny antioksidaciniy savybiy,
organizmui suteikiama tinkama apsauga tuo metu, kai pasireiskia oksidacinis stresas.

Kanapés yra vienas i$ seniausiy augaly zeméje, kuris naudojamas medicinos reikméms, pluostui,
paSarams gaminti, degalams ir kosmetikai. Cannabis sativa L. sudétyje yra jvairiy klasiy cheminiy
junginiy, pavyzdziui, kanabinoidy, terpeny, cukry, angliavandeniliy, steroidy, flavonoidy, azoto
junginiy ir amino ragsciy. Tarp lakiyjy terpeny dazniausiai dominuoja monoterpenai, bet taip pat
nemazai kanapiy ekstraktuose pasitaiko seskviterpeny. Kanapés pasizymi teigiama nauda sveikatali,
jskaitant viduriy uzkietéjimo gydyma, cholesterolio kiekio mazinima, Sirdies ir Kraujagysliy sistemos
gerinimg, imunomoduliuojantj poveikj ir dermatologiniy ligy palengvéjimg. Be to, ne viename
moksliniame tyrime yra apraSyta kaip kanapés demonstruoja stipry antioksidacinj poveikj ir galimybe
pagerinti mokymosi ir atminties sutrikimus [5, 7].

Mokslo duomeny bazése yra daug straipsniy apie kanapiy aliejaus tyrimus, o Cannabis sativa
L. augaliniy zaliavy ekstrakty antioksidacinis poveikis dar néra placiai istirtas. Todél Sio tyrimo metu

bus ne tik iStirtas pluostinés kanapés antioksidacinis aktyvumas ABTS ir DPPH metodais, bet ir bus



iSanalizuotas terpeny ir kity junginiy kiekybinés sudéties bei Cannabis sativa L. ekstrakty

antioksidacinio aktyvumo rysys.

1.2 Pluostiniy kanapiy morfologija bei cheminis profilis

Cannabis L. gentis priklauso zydin¢iy augaly Cannabaceae Seimai. D¢l kanapiy genties rasiy
skaiciaus kyla ginCy. Kai kurie autoriai mano, kad gentis yra specifing, susidedanti i$ dviejy ar trijy
rusiy, t.y. Cannabis Sativa Linnaeus (C. Sativa L.), Cannabis Indica Lamarck (C. Indica) ir Cannabis
Ruderalis Janisch (C. Ruderalis), o kai kurie kiti yra atpazine skirtingas C. sativa riisies veisles, tokias
kaip var. mexicana, var. Americana, var. sativa ir var. indica. Iki $iy dieny néra prieita bendros
nuomongs, ar kanapiy gentis yra monotipiné ir susideda tik i§ vienos rasies (C. sativa), ar i§ daugelio
tipy rusiy, kurias galima buty suklasifikuoti j septynis tariamus taksonus, remiantis morfologinémis,
geografinémis ir genetinémis savybémis. Zvelgiant i§ morfologinés perspektyvos, sativa, indica ir
ruderalis dazniausiai aprasomos kaip trys pagrindinés kanapiy rasys. Paprastai C. sativa augalai
apibidinami kaip aukstesni ir laisvai iSsiSakoje, pagrindinis jy geografinis pasiskirstymas yra
Europoje, C. indika paprastai yra trumpesni, tankiau Sakoti ir kiigio formos, daugiausiai aptinkami
Piety Azijoje-Afrikoje, o C. ruderalis subrendg biina trumpi ir negausiai arba apskritai ne issiSakoje,
geografiskai pasiskirste centrinéje Azijoje. Taciau didzioji dalis autoriy mano, kad gentis atstovauja
tik vieng labai polimorfing Cannabis sativa L. rtsj [8-10].

Cannabis sativa L. augalai yra statts, vienmec¢iai augalai, kurie dazniausiai yra dvilyciai, retai
vienaly¢iai, uzaugantys iki 1-6 m auks$Cio. Stiebai yra zali, tu$¢iaviduriai, cilindriniai ir iSilgai
iSvagoti. Lapkociai yra iki 7 cm ilgio, cilindro formos su viduriniu grioveliu iSilgai virSutinés puses

ir padengti neliaukinémis ir liaukinémis trichomomis (1 pav.), lapkoc¢iai yra 0,5-1,5 cm ilgio.

1 pav. Lapkocio pavir$ius padengtas neliaukinémis (Ngt — angl. Non-glandular trichomes) ir
liaukinémis (Gt — angl. Glandular trichomes) trichomomis?

! Chandra, S., Lata, H., & EISohly, M. A. (2017). Cannabis sativa L. - botany and biotechnology. Cannabis Sativa L. -
Botany and Biotechnology, 1-474. https://doi.org/10.1007/978-3-319-54564-6
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Lapai (2 pav.) yra delniskai 3—-9 dalim skiautéti, jauniausi lapai kartais baina neskiautéti. Skiltys
yra siaurai pailgos, lancetiskos, 3-20 cm ilgio, iki 1,8 cm plocio, tamsiai Zalios virSuje, apacioje

blyskesnés, prie pagrindo susiauréja, vir§inéje smailéjancios ir dantytos isilgai pakrasSciy.

2 pav. Cannabis sativa L. morfologija. Lapai, turintys skil¢iy skai¢iaus kitima*

Vyriskos lyties lapai (3 pav) yra Sviesiai zali, gélés ziedynuose atsiranda pavieniui, grupémis
arba i§ 3 ziedy. Kiekvieng géle sudaro penki Ziedai, penki kuokeliai ir siauras Ziedelis. Ziedai yra
ovaliai pailgi, 2—4 cm ilgio, gelsvai arba balksvai Zali, i$siskleid¢ ir smulkiai plaukuoti. Kuokeliai yra
nukare ir susideda i§ plony gijy ir Zalsvy dulkiy?. Ziedadulkiy gridai issiskiria per dulkiy galines

poras .

3 pav. Cannabis sativa L. morfologija. Vyrisko augalo $akelé!

Moterigkos lyties augalas (4 pav., a — ) yra tamsiai Zalias ir Zemas. Ziedai glaudZiai auga
trumpy stieby ziedyny virsiingje, tankiai susiformavusiose virSutinése Saky pazastyse. Kiekviena gele
susideda i§ kiausidés, kurios baigiasi ilgomis lieknomis plunksninémis Ziotelémis vir§tnéje (4 pav.,
¢), kiauside supa membraninis periantas ir taurélapis. Periantas yra skaidrus, lygus, siek tiek su kutais

palei krastg, subrendes uzima apie du tre¢dalius kiausidés. Taurélapiai yra zalios spalvos,

2 Dulkés - tai géliy struktiira, esanti kuokelio ar vyro reprodukcinio organo galinéje dalyje.
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persidengianciais kraStais bei apgaubiantys Zieda. Tiek vyriskos, tiek moteriskos lyties Ziedai

paprastai zydi liepos-rugpjii¢io ménesiais.

4 pav. Cannabis sativa L. morfologija. A ir B — Sakelés su moteriskais ziedynais, C - moteriskos
lyties ziedynai (kur: Lf — lapai (angl. Leaf), Br — taurélapis (angl. Bract), St — Ziotelés (angl.
Stomata))*
Vaisius yra mazdaug 4—6 mm ilgio ir 3—4 mm skersmens, gyslotas, elipsoidinis arba subglobinis,

lygus, Siek tiek suspaustas, rusvai pilkas ir margas, turintis vieng séklg su kietu apvalkalu (5 pav.).

5 pav. Cannabis sativa L. séklos?

Vyriskos lyties augalai paprastai yra aukstesni, o moteriskos - tvirtesni. Auginant pasitaiko
keletas skirtingy veisliy. Morfologinéms kanapiy augaly savybéms jtakos turi s€kly padermé, taip pat
aplinkos veiksniai, tokie kaip dirvozemio tipas, Sviesa, vanduo, maistinés medziagos ir erdvé [8].
Taip pat visi Sie veiksniai turi jtakos Cannabis sativa L. cheminiam profiliui, todél pluostiniy kanapiy
augintojams yra svarbus nuoseklaus derliaus ir kokybés vienodumo palaikymas tarp gamybos cikly.
D¢l to dauguma pluostiniy kanapiy augintojy dirba kontroliuojamos aplinkos objektuose, kuriuose
galima kontroliuoti temperatiirg, drégme, Sviesos intensyvuma, Sviesos spektrg ir anglies dioksido
(CO2) lygj. Stabiliomis aplinkos salygomis augintojai gali iSauginti iki SeSiy derliy per metus, tai
padidina produktyvuma 15-30 karty lyginant su lauko kultivavimu [11].

C. sativa L. pagamina daugiau kaip 750 skirtingy cheminiy klasiy nattiraliy junginiy.
Kanabinoidai yra sugrupuoti j vieng klase, susidedancia i§ 86 antriniy terpenofenoliniy metabolity,

kurie yra identifikuoti C. sativa L. augale. Kita svarbi C. sativa L. gaminamy junginiy klasé apima
10



iki 140 nustatyty terpeny. Be kvapo, kurj suteikia terpenai, taip pat yra jrodymy, leidzian¢iy manyti,
kad jie yra lemiamas komponentas modifikuojant tam tikrg padermés fiziologinj poveikj. Kitos
junginiy klasés apima 50 identifikuoty angliavandeniliy ir kity junginiy, kurie apibendrinti 1 lenteléje
[12].

1 lentelé.
Cheminés sudedamosios dalys, nustatytos C. sativa L. pagal chemine klase®

Chemin¢ klasé Identifikuota junginiy
Terpenai 140
Kanabinoidali 86
Angliavandeniliai 50

Cukriis ir panaSis junginiai 34

Azoto junginiai 27
Nekanabinoidiniai fenoliai 25

Riebaly riigstys 23
Flavonoidai 23

Paprastos rugstys 20

Paprasti ketonai 13

Paprasti esteriai ir laktonai 13

Paprasti aldehidai 12

Baltymai, fermentai ir glikoproteinai 11

Steroidali 11

Elementai 9

Paprasti alkoholiali 7

Vitaminai 3

Kanabinoidai yra terpenofenolio junginiy grupé, randama kanapése. Siuo metu pluostinése
kanapése yra aptikta ir apibiidinta daugiau nei 100 kanabinoidy. (-)-Trans-A%-tetrahidrokanabinolis
(THC) yra laikomas pagrindine veikligja medziaga, atsakinga uz svaiginamajj ir medicininj poveik]j,
priskiriamg kanapéms. THC pasizymi antiemetiniu, neuroprotekciniu ir prieSuzdegiminiu poveikiu,
taip pat geba sumazinti tam tikras neuropatinio ir létinio skausmo formas. Kitas svarbus kanabinoidas
— kanabidiolis (CBD) - turi neuroprotekciniy, prieSuzdegiminiy, antipsichoziniy ir priestraukuliniy
savybiy (be THC svaiginancio poveikio). Kiti nedideli kanabinoidai, tokie kaip kanabigerolis (CBG),
kanabichromenas (CBC) ir tetrahidrokanabivarinas (THCV), taip pat pasizymi farmakologinémis
savybémis.

Terpenai yra dar viena jdomi biologiskai aktyviy junginiy, randamy kanapése, grupé. D¢l lakios
prigimties kanapése esantys terpenai prisideda prie augaly aromato ir skonio. Ivairiose kanapiy
veislése buvo nustatyta apie 100-150 terpeny, kuriy didelis kiekis aptinkamas ir kituose augaluose.

Kanabinoidai ir terpenai gaminami kanapiy trichomose, kuriy didziausias tankis yra motery

3 Hartsel, J. A., Eades, J., Hickory, B., & Makriyannis, A. (2016). Cannabis sativa and Hemp. In Nutraceuticals: Efficacy,
Safety and Toxicity. Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802147-7.00053-X.
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ziedpumpuriuose [2, 9-10]. Terpeny kanapiy Ziedpumpuriuose paprastai btina 0,5-3,5 %. Nors
bendras terpeny kiekis, gautas i§ C. Sativa L., sudaro tik deSimtajg dalj to paties augalo kanabinoidy
kiekio, net nedidelis terpeny kiekis reikSmingai veikia kanabinoidy aktyvumg. C. sativa L. yra
identifikuotos dvi pagrindinés terpeno grupés — monoterpenai ir seskviterpenai, be kuriy dar
aptinkama ir diterpeny ir triterpeny [9, 13]. Monoterpenai yra labai lakis, 0 seskviterpenai yra jautris
skilimui ir nestabilis veikiami tokiy degradacijos poveikiy kaip oras/deguonis ir aukstos
temperattiros [14]. Monoterpenai ir kiti lakieji junginiai pirmiausia lemia kanapiy padermiy kvapy
skirtumus. Seskviterpenai yra maziau lakiis nei monoterpenai, o rySkus kvapas paprastai pastebimas
tik dariniuose, kuriuose yra paprasty pakaitaly, tokiy kaip alkoholiai ar ketonai. Dar 1996 metais
mokslininkai nustaté, kad dziovinant Sviezius moteriSkos lyties pluoStiniy kanapiy Zziedynus,
monoterpenai prarandami zymiai labiau nei seskviterpenai, taciau né vienas i§ pagrindiniy eterinio
aliejaus komponenty visiskai neiSnyksta. 1997 metais buvo pranesta, kad terpeny derlius ir géliy
aromatas skiriasi atsizvelgiant j ziedyny brandos laipsnj ir j tai, ar ziedynai apdulkinami. Kai kurie
pluostiniy kanapiy eteriniame aliejuje esantys terpenai yra farmakologiS$kai aktyvis ir gali
sinergizuoti kanabinoidy poveikj [15]. Terpenai, budami biologiSkai aktyviis junginiai, gali vaidinti

svarby vaidmenj bendrame pluostiniy kanapiy poveikyje [9].

1.3 Pluostiniy kanapiy terpenai

Terminas terpenai yra kiles i$ terpentino (lot. Balsamum terebinthinae). Terpentinas, kuris dar
ver¢iamas ,,pusy sakai®, yra klampus maloniai kvepiantis balzamas, tekantis pjaunant pusies medieng.
Terpentine yra ,,dervos riigs¢iy™ ir kai kuriy angliavandeniliy, kurie i§ pradziy buvo vadinami
terpenais. TradiciSkai visi Sie nattraliis junginiai, sudaryti i§ izopreno subvienety ir didZigja dalimi
kile i§ augaly, yra vadinami terpenais [16]. Dar literatiroje daznai galime pamatyti terming
»terpenoidai®. Terpenoidai yra antriniy metabolity klasé, gaunama i8 terpeny, turin¢iy daug cikliniy
grupiy ir deguonies. Abu jie gaunami i§ izopentenilo ir dimetilalilo difosfaty [17].

Terpenai sudaro didZiausig fitocheminiy medziagy grupe, kaip minéta anks€iau, pluostinése
kanapése jy identifikuojama daugiau nei 100 junginiy, kurie yra atsakingi uz skirtingy kanapiy
padermiy kvapg ir skonj. Terpenai skirstomi ] jvairias Seimas pagal besikartojanciy 5 anglies atomy
(izopreno vienety) skaiciy, pvz., monoterpenus su C-10, seskviterpenus su C-15, diterpenus su C-20
ir triterpenus, sudarytus i§ 30-ies anglies atomy (6 pav.) [3, 13]. Terpeny iSeiga ir pasiskirstymas
augale skiriasi priklausomai nuo daugybés parametry, tokiy kaip eterinio aliejaus gavimo procesai,
aplinkos salygos ar augalo branda. Mono- ir seskviterpenai aptinkami kanapiy zieduose, Saknyse ir

lapuose, kuriy pagrindiné gamybos vieta yra sekreciniai liauky plaukeliai. Monoterpenai paprastai
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dominuoja lakiame terpeno profilyje (nuo 3,1 iki 28,3 mg g* Ziedy sausos masés) ir apima daugiausia
D-limoneng, B-mircena, a- ir B-pinena, terpinoleng ir linalolj. Taip pat kanapiy ekstraktuose
aptinkama daug seskviterpeny (nuo 0,5 iki 10,1 mg g-1 Ziedy sausos mases), ypac¢ B-kariofileno ir a-
humuleno. Triterpeny aptinkama kanapiy Saknyse — friedelinas ir epifriedelanolis, kanapiy pluostuose

— B-amirinas ir kanapiy sékly aliejuje — cikloartenolis, -amirinas ir damaradienolis [3].

)\/.5 J\/ Ciomeonoterpenas (2 izopreno vienetai)

)\/x )\/ )\/ C1s seskviterpenas (3 izopreno vienetai)

)\/‘\ )\/ ‘)\/\ )\/ Ca diterpenas (4 izopreno vienetai)

/}\/x )\/\ )\/ J\/\ /L/ /L/ Cso triterpenas (6 izopreno vienetai)

6 pav. Izopreno vienety susijungimas j terpenus®

Augaliniai EA paprastai susideda i§ lakiyjy aromatiniy terpeny ir fenilpropanoidy. Sios
lipofilinés lakiosios medziagos laisvai kerta lasteliy membranas ir atlieka jvairius ekologinius
vaidmenis, pavyzdziui, augaly ir vabzdziy sgveikos funkcija.

Monoterpenai (7 pav.) yra izopreno dimerai; jy molekuliné formulé yra CioHie. Tai yra lengvai
lakiis ir malonaus kvapo junginiai, kurie sudaro augaly eteriniy aliejy pagrinda. Pagal struktiirg
monoterpenai yra suskirstyti i dvi dideles grupes: aciklinius, turinfius atvirg anglies granding
(pavyzdziui, mirceng, ocimeng) ir ciklinius, kurivose gali biiti ir vienas ciklas (limonenas), ir keli

(pinenai) [18].

4 Hanus, L. O., & Hod, Y. (2020). Terpenes/Terpenoids in Cannabis: Are They Important? Medical Cannabis and
Cannabinoids, 3(1), 25-60. https://doi.org/10.1159/000509733
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7 pav. Monoterpeny pavyzdziai®

Seskviterpenai (8 pav.) yra Cl5-terpenai, sudaryti i§ trijy izopreno vienety. Paprastai
seskviterpenai yra angliavandeniliai arba sudaro deguonies formas, jskaitant laktonus, alkoholius,

rugstis, aldehidus ir ketonus [18].

2o 0

B-Kariofilenas Kariofileno oksidas Humulenas B-Elemenas
HO @ ij\/
OH
N
v-Kadinenas Gurjunenas Guaiolis v-Eudezmolis
=
2 2 =
= = OH
B-Farnezenas Nerolidolis

8 pav. Seskviterpeny pavyzdziai®

Seskviterpenas (E)-B-kariofilenas [(E) -BCP] yra pagrindinis lakus terpenas, kurio dideliais
kiekiais randama daugelyje ivairiy prieskoniniy ir maistiniy augaly eteriniuose aliejuose, tokiy kaip

raudonélis (Origanum vulgare L.,), cinamonas (Cinnamomum spp.) ir juodieji pipirai (Piper nigrum

5 Russo, E. B., & Marcu, J. (2017). Cannabis Pharmacology: The Usual Suspects and a Few Promising Leads. In Advances
in Pharmacology (1st ed., VVol. 80, Issue September). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/bs.apha.2017.03.004.
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L.). Gamtoje (E)-B-BCP paprastai randamas kartu su nedideliais jo izomery (Z)-p-kariofileno [(Z)-B-
BCP arba izokariofileno] ir a-humuleno (HUM) kiekiais arba miSinyje su jo oksidacijos produktu, -

kariofileno oksidu (BCPO) (9 pav.) [19].

S

5 &
6 \ 12 = e \
7 4 3
8
9 1 \ N
13 e H e H Hw Bl
11
1
0 15
14 ]
(E)-BCP (Z)-BCP BCP oksidas «a-humulenas

9 pav. Kariofilano ir humulano tipo seskviterpenai, randami C. sativa L. ir daugelyje kity augaly.
Parodytos bicikliniy seskviterpeny (E)-B-kariofileno, (Z2)-p-kariofileno, kariofileno oksido ir
izomero o-humuleno (a-kariofileno) cheminés struktiiros®

Diterpenai (10 pav) yra C20-terpenai, pagaminti i§ keturiy izopreno jungéiy, Kuriy bendra
molekuliné formulé — C1oHz16. Diterpenai gali turéti linijing, bi-, tri-, tetra- ir penta- arba makrocikling
struktiirg, atsizvelgiant j jy griauciy Serdj. Gamtoje diterpenai paprastai biina oksiduotoje formoje su
keto ir hidroksilo grupémis. Diterpenai yra biologiskai svarbiy junginiy, tokiy kaip retinolis, retinalis

ir fitolis, pagrindas [18].

Fitolis

10 pav. Diterpeny pavyzdziai’

6 Gertsch, J., Leonti, M., Raduner, S., Racz, I., Chen, J. Z., Xie, X. Q., Altmann, K. H., Karsak, M., & Zimmer, A. (2008).
Beta-caryophyllene is a dietary cannabinoid. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 105(26), 9099-9104. https://doi.org/10.1073/pnas.0803601105

", Diterpene i§  wikipedia.  [Ziliréta 2021 m. balandzio 11 d.]. Prieiga per internety:
https://www.wikiwand.com/en/Diterpene
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Triterpenai gaunami i§ C30 pirmtako skvaleno (11 pav.), kurj sudaro $esi C5 izopreno vienetai,
po kuriy seka ciklizacija ir palaipsniui susidaro triterpenoidy strukttiros, tokios kaip steroidai, sterolial,
saponinai (glikozidai) ir kt. Triterpenai vaidina svarby fiziologinj vaidmenj lgsteléje ir organizme.
Sie junginiai yra bitini lasteliy membrany formavimuisi ir funkcijai ir yra pagrindas formuojant

signalines molekules, tokias kaip steroidiniai hormonai ir receptoriai [18].

Skvalenas

11 pav. Triterpeny pavyzdys®

1.4 Terpeny terapinis poveikis

Siuo metu yra istirta labai nedidelé terpeny dalis. Pluostinés kanapés yra vienas i3 labiausiai
paplitusiy terpeny Saltiniy. Terpenai/terpenoidai turi platy biologinj ir farmakologinj aktyvuma,
pavyzdziui, prieSgrybelinj, antivirusinj, prieS§vézinj, preSuzdegiminj, antihiperglikeminj,
antiparazitinj, antioksidacinj ir antimikrobinj aktyvumg. Toliau pateiktoje 2 lenteléje iSvardytos

vienos svarbiausiy Sio augalo terpeny savybiy pavyzdziy.

2 lentelé.
Terpeny/terpenoidy farmakologinés savybés*®

Terpenas/terpenoidas | Farmakologinés savybés

Mircenas Antipsichozinés, antioksidacinés, analgetinés, prieSuzdegimings,
raminamosios, raumenis atpalaiduojancios, prieSvézinés savybés.Taip
pat apsaugo smegenis, Sirdies ir odos audinius nuo uzdegimo ir
oksidacinés Zalos.

p-kariofilenas Gastroprotekcinés, nuskausminamosios, priesvézinés, priesgrybelinés,
antibakterinés, antidepresantinés, prieSuzdegimings, antiproliferacingés,
antioksidacinés, anksiolitinés, analgetinés ir neuroprotekcinés savybés.

8  Triterpene* 1§ wikipedia. [zidréta 2021 m. balandzio 11 d.]. Priciga per internets:

https://www.wikiwand.com/en/Triterpene
 Nuutinen, T. (2018). Medicinal properties of terpenes found in Cannabis sativa and Humulus lupulus. European Journal
of Medicinal Chemistry, 157, 198-228. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2018.07.076
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2 lentelés tesinys

Terpenas/terpenoidas

Farmakologinés savybés

a-pinenas

Antibakterinés,  antioksidacinés,  prieSuzdegiminés,  bronchus
pleciancios, antiseptings ir skrandj apsaugancios savybés.

B-pinenas

Antiseptinés, antidepresantinés, raminamosios savybés. Pasizymi
antivirusiniu aktyvumu prie§ paprastaji herpeso virusa.

Limonenas

Antibakterinés, gastroprotekcinés, antiproliferacinés, prieSgrybelinés,
anksiolitinés, antidepresantinés, antimikrobinés, antispazminés arba
imunostimuliuojancios savybés. Gali sumazinti stresg, depresija,
uzdegima, oksidacinj stresg, spazmus ir virusines infekcijas.

Linalolis

Raminamosios, antipsichozinés, priestraukulinés, anksiolitings,
anestetings, antidepresantinés, analgetinés, antioksidacinés,
antimikrobinés, prieSnavikings, antiepilepsinés ir antineoplastinés
savybeés.

Terpineolis

Antioksidacinés,  kraujagysles  pleCiancios,  antibiotinés  ir
atpalaiduojancios savybeés.

Karofileno oksidas

Analgetinés, antioksidacinés, prieSvézinés, prieSgrybelinés ir
priesSuzdegimingés savybés.

Fentandrenas Priesgrybelingés ir virSkinimo gerinamosios savybés.

Ocimenas Priesgrybelinés savybés.

Kamfenas Sirdies ir kraujagysliy ligoms. Taip pat padidina antioksidaciniy
fermenty aktyvuma.

Guaiolis Prie$navikinés, antibakterinés savybés.

a-humulenas Antibakterinés, prieSuzdegimings, priesalerginés ir prieSnavikinés

savybés. Vartojamas nemigai, depresijai, nerimui ir virSkinimo
sutrikimams gydyti.

y-terpinenas

Nuskausminamasios, prieSuzdegimings, prieSgrybelinés,
antimikrobinés, prieSvezinés ir antioksidacinés savybés.

p-elemenas Priesvézinés, prieSuzdegiminés savybes.

Nerolidolis PrieSparazitinés ir antileishmanialinio, antioksidacinio, antibakterinio
aktyvumo, prieSgrybelinés ir prieuzdegiminés savybés.

Citralis PrieSgrybelinés, antimikrobinés, antiproliferacinés, citotoksings,

prieSvézinés ir raminamosios savybes.
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Kovojant su oksidaciniu stresu svarbiausios savybeés yra antioksidacings ir prieSuzdegimineés.
Ypatingai literatiiroje, kaip prieSuzdegiminémis bei antioksidacinémis Savybémis pasiZymintys
junginiai, démesio sulaukia seskviterpeny klasé.

Seskviterpenai, turintys chemine formulg C1s5H24, yra daug didesni junginiai nei monoterpenai
ir yra daug stabilesni, palyginti su jais. Seskviterpenai yra natiiraliai randami augaluose, grybuose ir
vabzdziuose, jie veikia kaip gynybinis mechanizmas arba pritraukia vabzdziy porininkus su
feromonais. Seskviterpenai taip pat atlicka svarby vaidmen; tradicinéje bei vakarietiskoje medicinoje,
nes pasiZymi prieSvézinémis, antiplazminémis ir prieSuzdegiminémis savybémis. Seskviterpeny
laktonai gali padéti gydant skrandzio opas, taip pat yra aptinkami stipriy vaisty nuo maliarijos
sudétyje [20].

Pastaruoju metu keli seskviterpenai susilauké didelio susidoméjimo dél savo stipriy
farmakologiniy savybiy, jskaitant prieSuzdegiminj ir antioksidacinj aktyvuma. Tarp keliy
seskviterpeny biitent B-kariofilenas yra laikomas perspektyviu déka savo terapinio potencialo sergant
daugeliu létiniy degeneraciniy ligy. Cheminiu pozitriu BCP yra biciklinis seskviterpenas (12 pav.)
Sis seskviterpenas yra farmakologiskai selektyvus CB2 receptoriy agonistas, gausiai randamas
jvairiuose ZydinCiuose augaluose ir prieskoniuose. BCP turi palankias fizikines, chemines bei
farmakokinetines savybes prasiskverbimui pro smegenis. Neseniai BCP buvo patvirtintas
reguliavimo agentiiry, jskaitant JAV maisto ir vaisty administracijos (FDA), kurios reikalavimuose
nurodyta B-kariofileno paskirtis — komerciniam naudojimui (kaip maisto priedas ir kvapiosios
medziagos) [21]. Dél daugybés terapiniy pranaSumy ir psichotropinio poveikio nebuvimo, BCP
atkreipia démesj j galimg terapinj panaudojimg. PraneSama, kad BCP pasiZymi stipriu farmakologiniu
poveikiu, jskaitant prieSuzdegiminj, antioksidacinj ir analgezinj poveikius [22-23]. Yra jrodyta, kad
BCP pasizymi terapine nauda sergant endometrioze, opiniu Kkolitu, hepatotoksiSkumu ir
lipotoksiSkumu. Be §iy veiksmy, taip pat buvo pranesta apie BCP neuroprotekcinj poveikj smegeny
iSemijai, epilepsijai, hipoksiniam-neurouzdegimui, Alzheimerio ligai, depresijai ir nerimui [23-24].
B-kariofilenas pasiZymi antioksidacinémis savybémis, uzkerta kelig lipidiniams oksidaciniams
pazeidimams ir pagerina GPx aktyvuma, kuris yra svarbus fermentas, susijes su aterosklerozés

prevencija [2, 25].
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12 pav. BCP cheminé struktiira (raudoni apskritimai rodo antioksidacinio poveikio vietas)®

HUM taip pat yra pladiai gamtoje paplites seskviterpenas. Sis junginys pasizymi jvairiomis
biologinémis savybémis, Kurios gali buti naudingos zmogaus sveikatai [26]. TradiciSkai HUM
turintys augalai buvo naudojami nemigai, depresijai, kliedesiui, nerimui ir vir§kinimo sutrikimams
gydyti. Siuolaikinio mokslo tyrimo rezultatai rodo, jog HUM ir jo dariniai pasizymi antialerginiu,
prieSuzdegiminiu ir pries§véziniu poveikiu [2]. Taip pat jrodyta, kad HUM slopina lIgsteliy augima
kriities ir storosios zarnos vézio lgsteliy linijose. Kitas tyrimas parod¢, kad HUM sukélé véziniy
lasteliy apoptoze ir kartu sumazino lasteliy glutationo kiekj, taip pat padidino ROS gamyba. Sie
rezultatai rodo, kad HUM prooksidacinis poveikis gali biti susijes su HUM citotoksiskumu vézio
lastelése [26].

BCP oksiduota forma yra p-kariofileno oksidas (BCPO). Sio seskviterpeno aptinkama tokiuose
augaluose kaip: melisa, kmynai, gvazdikéliai, apyniai, bazilikai, raudonélis, levandos, rozmarinas,
cinamonas ir kt. [26]. Skirtingai nuo BCP, BCPO, taip pat kaip ir HUM, neturi afiniskumo CB2
receptoriams; bet Sis junginys zinomas dél savo prieSvéziniy ir analgetiniy savybiy, tai yra ir
antioksidantas ir baktericidas. Be to, jis gali turéti jtakos kontroliuojant 1 ir 2 tipo diabeta, Sirdies ir
kraujagysliy ligas, hipertenzijg, inksty ligas ir neurologines salygas, tokias kaip Alzheimerio ir
Parkinsono, slopinant 15-LOX [2]. Su BCPO atlikti tyrimai demonstruoja stipry priesgrybelin;j ir
insekticidinj aktyvuma. Be to, literatiroje BCPO apibiidinamas kaip potencialus kandidatas tiek vézio
prevencijai, tiek gydymui. BCPO slopina lasteliy migracija, generuodamas reaktyvias deguonies riisis
bei sukeldamas véziniy Igsteliy apoptoze. Tyrimuose su laboratoriniais gyviinais nustatyta, kad
BCPO yra reikSmingas centrinis ir periferinis analgetikas, kuris pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu.

Kartu BCP, BCPO ir HUM pasizymi daug zadan¢iomis biologinémis savybémis, kurios ateityje
gali biiti panaudotos gydant jvairias ligas. Be to, Zmogaus organizmas daznai kontaktuoja su Siais
seskviterpenais, nes jy yra prieskoniuose, gérimuose ir kosmetikoje. Jie lengvai patenka j Zmogaus
kiing per burna, taip pat prasiskverbiant per oda ar jkvépus, kiekvienu biidu nustatant iSmatuojamag

koncentracija kraujyje [26].
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1.5 Terpeny i§ pluostiniy kanapiy Zaliavoes iSgavimo metodai

Pradinis vaistiniy augaly tyrimo etapas yra augaly méginiy paruoSimas. Siekiant kiek
jmanoma labiau i§saugoti biomolekules augale, svarbu pasirinkti tinkamg ekstrakcijos biidg [10]. Dél
nejtikétino struktiiry, kurias gali sudaryti terpenai, asortimento, gryninimo metodai gali skirtis.
Zaliavos i§gavimas priklauso nuo terpeno cheminiy savybiy, pradinés augalinés medziagos kiekio ir
fiziniy savybiy, taip pat nuo naudojamy priemoniy ir reagenty [27]. Fitocheminiy ir antioksidaciniy
medziagy ekstrahavimui i§ augalinés medziagos jtakos turi jvairlis veiksniai, jskaitant laika,
temperatiirg, tirpiklio koncentracija ir tirpiklio poliskuma [28]. Tokie iSankstiniai augaliniy medziagy
paruosimai, kaip malimas ir dziovinimas, taip pat turi jtakos fitocheminiy medziagy iSsaugojimui
galutiniuose ekstraktuose. Ekstrakcija yra farmakologiSkai aktyviy junginiy iSskyrimas i§ augalo,
kurio metu svarbu pasirinkti tinkamas procediiras ir selektyvius tirpiklius. Ekstrakcijos tikslas yra
atskirti tirpius augaly metabolitus, paliekant netirpius likucius. Vieni pagrindiniy terpeny ekstrakcijos
metody yra ekstrakcija organiniais tirpikliais, maceracija, soksleto ekstrakcija, mikrobangy
ekstrakcija, taip pat ekstrakcija ultragarsu ir kt.

Tradicinis terpeny augalinése medziagose tyrimo metodas apima ekstrahavimg tirpikliais,
tac¢iau méginiy paruoSimo metody poveikis, ypa¢ naudojamy ekstrahenty poliSkumas, dazniausiai turi

jitakos galutinei skirtingy kanapiy ekstrakty sudéciai (3 lentelé) [10].

3 lentelé.
Fitocheminiy medziagy, ekstrahuoty jvairiais tirpikliais, tipai?
Poliskumas | Tirpiklis ISekstrahuota cheminé klasé
n-Heksanas Vaskai Riebalai Nelakieji Lakieji
. junginiai junginiai
Zemas Chloroformas | Alkaloidai Aglikonai Lakieji
junginiai
Dichlormetanas | Alkaloidai Aglikonai Lakieji
junginiai
Dietileteris Alkaloidai Aglikonai
Vidutinis e otatas Alkaloidai | Aglikonai Glikozidai
Acetonas Alkaloidai Aglikonai Glikozidai

10 Masoko, P. (2007). Chapter 2 Extraction of plant material. 40-57.
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3 lentelés tesinys.

Poliskumas | Tirpiklis ISekstrahuota cheminé klasé
Etanolis Glikozidai
Vidutinis Metanolis Cukral Aminortigstys | Glikozidai
Vanduo Cukrai Aminortigstys | Glikozidai
Vandeninis Cukrai Aminorugstys Sarmai
Aukitas rugsties tirpalas
Vandeninis Cukrai Aminorugstys Rugstys
rugsties tirpalas

Dauguma pirminiy terpeny (linijinius ir ciklizuotus terpenus) sudaro tik angliavandeniliai, todél
Sios molekulés yra nepolinés. Terpenai, turintys 15 arba maZiau anglies atomy, gali buti lakiis del
savo mazo dydzio ir mazo poliSkumo. Lakis terpenai gali biiti ekstrahuojami naudojant labai nepolinj
organinj tirpiklj, pavyzdziui, heksang [27]. IS naftos gautas n-heksanas Siuo metu yra labai daznai
pasirenkamas lakiyjy junginiy ekstrahavimui. Jo cheminés savybés suteikia idealy aliejaus
ekstrahavimo funkcionalumga. n-heksanas yra lengva parafininé naftos frakcija, kuri, atsizvelgiant j
tirpuma aliejuje ir lengva regeneravima, pasizymi puikiomis tirpiklio savybémis. Taciau Sis tirpiklis
turi ir didel; triikuma, jis buvo identifikuotas kaip oro terSalas, nes i8siskirdamas ekstrahavimo metu,
jis gali reaguoti su kitais terSalais, gamindamas ozong ir fotocheminius oksidatorius [29].
Maceracijos metu augalinés medziagos mirkomos uzkimstuose konteineriuose su tirpikliu ir
palaikant dazna mai$yma laikomos kambario temperatiiroje maziausiai 3 dienas. Sio proceso tikslas
yra suminkStinti ir suardyti augalo lgsteliy sienele, kad iSsiskirty tirpi fitocheminé medziaga. Po 3
dieny misSinys spaudziamas arba perkoSiamas filtruojant. Taikant §j jprasta metoda, Siluma
perduodama konvekcijos ir laidumo biidu, o tirpikliy pasirinkimas lemia kokie junginiai i§ méginio
bus i3skirti. Si technika yra viena lengviausiy ir papras¢iausiy, tadiau islicka organiniy atlicky
problema, nes naudojamas didelis tirpikliy kiekis, kurj po procedirus reikia tinkamai utilizuoti.
Taikant Soksleto ekstrakcijos metoda, smulkiai sumaltas méginys suberiamas j specialy
poréta ekstrakcijos indelj, pagamintg i§ storesnio filtrinio popieriaus arba celiuliozés, kuris
patalpinamas tam skirtoje Soksleto aparato kameroje. Ekstrahentai kaitinami apatinéje kolboje,
garuoja ] méginio antgalj, kondensatoriuje kondensuojasi ir lasa atgal. Kai skyscio kiekis pasiekia
sifono svirtj, skys¢io turinys vél iStustinamas j apating kolba ir procesas tesiamas. Sis metodas
reikalauja mazesnio tirpiklio kiekio, palyginti su maceracija. Taciau Soksleto ekstrakcijos metodas
turi ir savy tritkumy, tai pavojingy ir degiy skysty organiniy tirpikliy toksinis poveikis. Ekstrakcijos
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sistemoje naudojami tirpikliai turi bati labai gryni, o tai gali padidinti ilaidas. Si procediira yra
laikoma kenksminga aplinkai ir gali sukelti tarSos problemg. Idealus Soksleto ekstrakcijos méginys
turi pasizymeéti sausomis ir smulkiai suskaidytomis kietosiomis medziagy savybémis, tod¢l taikant §j
metoda reikia atsizvelgti | daugelj veiksniy, tokiy kaip temperatiira, tirpiklio ir méginio santykis bei
maiSymo greitis.

Mikrobangy ekstrakcijos (MAE) metu yra naudojama mikrobangy energija, ko tikslas yra
pagerinti analités judéjimg i§ méginio matricos ] tirpiklj. Mikrobangy spinduliuoté sgveikauja su
poliniy ir poliarizuojamy medziagy (pvz., tirpiklio ir méginio) dipoliais, ko pasekoje medziagy
pavir$ius jkaista ir Siluma perduodama laidumo biidu. Molekuliy dipolio sukimas, kurj sukelia
mikrobangy elektromagnetiniai spinduliai, suardo vandenilinj rys$j; kas padidina iStirpusiy jony
iSsiskyrimg ir skatina tirpiklio jsiskverbimg j matricg. Nepoliniuose tirpikliuose pastebimas silpnas
kaitinimas, nes energija perduodama tik dielektrinés absorbcijos déka. Sios technikos privalumas yra
trumpesnis ekstrakcijos laikas ir tirpiklio tiiris, lyginant su jprastais maceravimo ir Soksleto
ekstrakcijos metodais.

Ekstrakcija ultragarsu (UAE) apima ultragarso naudojimg nuo 20 iki 2000 kHz. Mechaninis
ultragarso akustinés kavitacijos poveikis padidina tirpikliy ir méginiy pavirSiaus kontaktg ir Iasteliy
sieneliy pralaidumg. Ultragarsu veikiamy medziagy fizinés ir cheminés savybés pakinta ir pazeidzia
augaly lasteliy sienele; palengvinant junginiy iSsiskyrimg ir didinant tirpikliy masinj pernesimg i
augaly lasteles. Procediira yra paprasta, o technologija nebrangi, ja galima pritaikyti tiek mazoje, tiek
didesnéje fitocheminés ekstrakcijos skaléje . UAE pranaSumai daugiausia susij¢ su ekstrakcijos laiko
ir tirpiklio suvartojimo sumazéjimu. Taciau naudojant ultragarso energija, didesne nei 20 kHz, gali
susidaryti laisvieji radikalai, veikiantys aktyvius fitocheminius junginius.

Augalinéms medziagoms ekstrahuoti taip pat naudojami kiti metodai, tokie kaip pagreitinta
ekstrakcija tirpikliais (ASE) ir superkritinio skyscio ekstrakcija (SFE). Nepaisant metody didelio
efektyvumo, Sie metodai yra maziau populiarts dél dideliy kasty. ASE lyginant su maceracija ir
Soksleto ekstrakcija, yra efektyvi skysty tirpikliy ekstrakcijos forma, nes metodas naudoja minimaly
tirpiklio kiekj. Nertidijancio plieno iStraukimo kameroje méginys supakuotas su inertine medziaga,
pavyzdziui, sméliu, kad méginys nesikaupty ir neuzblokuoty sistemos vamzdeliy. Sumontuotoje ASE
kameroje yra smélio ir méginio mi$inio sluoksniai tarp celiuliozés filtro popieriaus ir smélio sluoksniy.
Si automatizuota ekstrakcijos technologija gali kontroliuoti kiekvieno atskiro méginio temperatiirg ir
slégj, o ekstrakcijai reikia maziau nei valandos, taciau ASE kritiskai priklauso nuo tirpiklio tipo. Kitas
metodas yra superkritinio skyscio ekstrakcija (SFE). Superkritinis skystis (SF) yra medziaga, kuri
kritiniame taske pasizymi fiziniy dujy ir skys¢io savybémis. Siuose taskuose skystis yra mazo
klampumo ir pasizymi didelémis difuzinémis savybémis, kad iStirpty chemines molekules i§ augaly
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matricos. Tokie veiksniai kaip temperatiira ir slégis stumia medZiagg } jos kritinj taska. SF elgiasi
labiau kaip dujos, taciau turi ir skysCio savybiy. SF pavyzdys yra COy, kuris tampa SF esant
aukstesnei nei 31,1 °C ir 7380 kPa. CO; paprastai naudojamas, nes jis yra nedegus, palyginti
nebrangus ir netoksiskas. Nors SC-CO> blogai tirpina polinius junginius, tokios modifikacijos, kaip
nedidelis papildomas etanolio ir metanolio kiekis, leidzia iSgauti polinius junginius. SC tirpikliy
stiprumg galima lengvai pakeisti keiCiant temperatiirg, slég] arba pridedant modifikatoriy, kurie
sumazina ekstrakcijos laikg. Pagrindinis Sio metodo trukumas yra tai, kad pradiné jrangos kaina yra
labai didelé. Nepaisant Siy trikumy, mokslingje literatiiroje yra pateikiama informacija, kad taikant
§] metoda buvo gautas didelis terpeno ingredienty kiekis (t.y. lyginant su jprastais metodais,

kariofileno, humuleno ir limoneno gauta iSgava siekia atitinkamai iki 50%, 20% ir 10%) [30-31].

1.6 Terpeny i§ pluosStiniy kanapiy Zaliavos analizés metodai

Po ekstrakcijos atlickama iSskirty terpeny analizé. Dél didelio lakumo terpenai paprastai
analizuojami dujy chromatografijos (GC) metodu, kuris biina sujungtas su tam tikrais detektoriais,
dazniausiai su liepsnos jonizacijos detektoriumi (FID) arba masiy spektrometru (MS) [32-33].
Tradicinis terpeny analizés metodas yra dujy chromatografija naudojant liepsnos jonizacijos
detektoriy. Siuo metodu pirmiausia reikia atlikti ekstrakcijg tirpikliy pagrindu, paprastai kanapiy
augaling medziagg dedant j tam tikra skysto tirpiklio formg (paprastai metanolj ar etanol}), kad i$skirti
dominangius junginius j tirpiklj. Sis ekstraktas jpurskiamas j dujy chromatografijos aparata, kur
terpenai, esantys ekstrahentiniame tirpiklyje, yra atskiriami judant chromatografine kolonéle.
Galiausial atskirti junginiai iseina i§ kolonélés ir pasiekia liepsnos jonizacijos detektoriy, kur jie yra
sudeginami vir§ karStos vandenilio-oro liepsnos, kad susidaryty organiniai jonai. Tada FID esantys
elektrodai matuoja srove i§ jony, kurie, naudojant junginio sulaikymo laikg dujy chromatografe, gali
biiti naudojami terpeny kokybiniam ir kiekybiniam jvertinimui. Daugybéje straipsniy terpeny sudétis
Cannabis sativa L. méginiuose aprasoma kaip santykiné procentiné sudétis pagal vidinés smailés
ploto normalizavima. Kiekybiné analiz¢é taip pat atliekama sudarant kalibravimo kreives, kai tiriamos
analités yra prieinamos kaip standartai. Remiantis Sia analize, lietratiiroje yra pateikiamas pavyzdys
kaip naudojamas tik vienas terpeno standartas - y-terpinenas. Sio parinkto standarto déka buvo
kiekybiSkai jvertinti visi 20 meginio komponentai, nes gaunamas labai panasus monoterpeny ir
seskviterpeny FID atsakas. Taciau autoriai pareiSke, kad pateiktas metodas gali turéti nedideliy
nukrypimy nuo realios anali¢iy koncentracijos. Tod¢l atliekant kiekybinj jvertinima,
rekomenduojama sudaryti kalibracinj grafikg Kiekvienai analitei atskirai, taciau tai reikalauja daugiau

iSlaidy. Analizé su GC-FID daznai naudojama dél mazy sanaudy ir paprastumo [10].
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Kitas kanapése esanciy terpeny analizés metodas yra GC-MS, §i technika suteikia papildoma
spektro smailés autentifikavimo nauda, kad buty galima garantuoti, jog identifikavimas yra tikslus.
MS yra brangesnis ir sudétingesnis nei FID, tadiau suteikia daug gery kiekybiniy galimybiy.
Pavyzdziui, yra galimybé¢ pateikti kiekvieno junginio masés spektra taip jj charakterizuojant. Taciau
norint atlikti terpeny analizg, jis vis dar gali biiti ne pats geriausias detektorius. To priezastis yra
terpeny klasés molekuléms budingi struktiiriniai ir funkciniai panasumai, net jy fragmentacija ir
nuoseklus identifikavimas MS gali sukelti nenusp¢jamus rezultatus ir turéty biiti paremti kitais
chromatografijos identifikavimo metodais. Nepaisant galimo sudétingo rezultaty interpretavimo, MS
yra laikoma geresné kokybinés analizés priemoné nei FID, ypac i$skirin¢jant ne izobarinius terpenus

[34]. Taip pat jis pagerina metodo atrankumag ir jautrj [35].

1.7 Terpeny antioksidacinis aktyvumas ir jo nustatymo metodai

Augaly lakiosios medziagos sudaro jvairiy metabolity grupe, kuri pasizymi jvairiomis
biologinémis savybémis. Deja, Siandieng §i grupé néra pilnai iSnaudojama kaip potencialiy vaistiniy
medziagy Saltinis. Yra jrodyta, kad lakieji junginiai, jskaitant terpenus, atlieka jvairias biologines
funkcijas: antioksidacines, antimikrobines, citotoksiSkumo, tam tikry fermenty slopinimo ir kitas.
Naturaltis antioksidantai yra objektas daugelio moksliniy tyrimy, Kuriais siekiama nustatyti saugius
ir efektyvius laisvyjy radikaly neutralizatorius, kurie gali bati naudojami kaip maisto ir kosmetikos
priedai ar netgi nauji vaistiniai preparatai. Laisvieji radikalai, kuriy susidaro perteklius, gali atakuoti
beveik visas biologines molekules, jskaitant RNR, DNR, fermentus ir nesoCiuosius lasteliy
membrany lipidus. Organizmas sukiiré jvairias apsaugines sistemas, neutralizuojancias oksidacijg ir
zalingg oksidacinio streso poveikj. Nepaisant to, daugeliu atvejy si apsauga yra nepakankama, todél
reikalinga papildoma iSoriné apsauga. Gyvosiose sistemose laisvyjy radikaly neutralizatoriai gali
atlikti potencialy vaidmenj uzkertant kelig neurodegeneracinéms ligoms, véZiui, DNR mutacijoms ar
prieslaikiniam senéjimui. Todél stengiamasi nustatyti naujus nattiralius antioksidantus, kurie daugeliu
atvejy taip pat atskleidzia kitas reikSmingas funkcijas, tokias kaip priesgrybelinis, antimikrobinis,
fermenty slopinamasis ar prieSuzdegiminis poveikis. Daugybéje moksliniy Saltiniy rasoma, kad
eteriniai aliejai gali biiti natiiraliy antioksidanty Saltinis. Remiantis turimais duomenimis, galima
teigti, kad eteriniai aliejai pasizymi pakankamu laisvyjy radikaly neutralizavimo aktyvumu, kad juos
buty galima laikyti potencialiais maisto priedy ar vaisty Saltiniais [36].

Siuo metu augaliniy ekstrakty antioksidaciniam aktyvumui jvertinti yra naudojami keli tyrimai.

Nepaisant neseniai atlikty daugybés antioksidacinio aktyvumo matavimo apzvalgy bei sistemingai
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pateilktos Siy metodiky literattiros, iSlieka klausimas kaip tinkamai pasirinkti metoda savo analizei,
nes né vienas i$ sukurty metody néra pripazjstamas universaliu. Taciau visgi atlikti tyrimai rodo, kad
vienas dazniausiai pasirenkamy metody yra 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonrtigstis)
(ABTYS) radikaly — katijony surisimo metodas. Remiantis Igor R. Ilyasov 2020 mety straipsnio ir 2018
mety surinktais citavimo duomenimis, ABTS metodas yra tarp trijy populiariausiy metody kartu su
fotometriniu laisvojo radikalo 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) sujungimo metodu ir gelezies

antioksidacinés gebos (FRAP) nustatymo metodu (13 pav.)

FoIin~Ciocalte,u.

ABTS 181%
26.3% '

citavimas

2018 m. FRAP

23.8%
DPPH ORAC

241% 4.5%
CUPRAC

3.2%

13 pav. Labiausiai naudojamy antioksidacinio aktyvumo metody pagrindiniy publikacijy citavimo
rodikliai. Duomenys yra i$ ,,Scopus® duomeny bazés!!

Visi trys metodai yra labiausiai pripazjstami ir praktikuojami moksliniy tyrimy laboratorijose
visame pasaulyje [37].

ABTS radikaly — katijony suriSimo metodas pagristas ABTSe+ reagento Zzalios spalvos
pasikeitimu dél antioksidaciniu aktyvumu pasizyminéiy junginiy sudéties. Absorbcijos pokyciai
matuojami esant 734 nm bangos ilgiui. Terpeny antioksidacinis aktyvumas isreiSkiamas inaktyvuoto
ABTSe+ kiekio procentais. Mokslinéje literatiiroje pateikiama, kad dazniausiai Siame metode
naudojami tirpikliai yra metanolis ir etanolis.

DPPH yra stabilus violetinés spalvos laisvasis radikalas, kurio absorbcijos pokyciai stebimi ties
515 nm. Jei laisvuosius radikalus neutralizuoja antiradikalinis junginys, DPPH spalva pasikeicia |
geltong spalvg arba net tampa bespalviu ir jo absorbcija sumazéja. DPPH tyrimo naudojimas suteikia
lengva ir greitg budg jvertinti antioksidantus taikant specialig tropotometrija, todél gali biiti naudinga

jvertinti jvairius produktus vienu metu [38]. DPPH dazniausiai taikomi parametrai: tirpikliai —

Y lyasov, I. R., Beloborodov, V. L., Selivanova, I. A., & Terekhov, R. P. (2020). ABTS/PP decolorization assay of
antioxidant  capacity  reaction pathways. International Journal of Molecular Sciences, 21(3).
https://doi.org/10.3390/ijms21031131.
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metanolis ir etanolis, laikas — 20 arba 30 min, matuojama — 517, 515 nm bangos ilgyje, naudojami
standartai: askorbo rugstis, troloksas ir a-tokoferolis [39].

Svarbu atkreipti démesj | terpeny, antioksidacinj aktyvumg, naudojant DPPHe metoda. K. A.
Wojtunik-Kulesza ir bendrautoriy pateikti rezultatai rodo didelj terpeny su konjuguotais dvigubais
rySiais antioksidacinj aktyvuma. Gauty terpeny rezultaty palyginimas su DPPHe radikaly ir ABTSe+
laisvyjy radikaly katijonais vienodoje koncentracijoje (1 mM) parodé panaSy tiriamy medziagy
antioksidacinj aktyvumg abiem metodais. Tik keliais atvejais buvo pastebétas nedidelis neatitikimas,
nes ABTSe+ atveju rodé didesnj laisvyjy radikaly neutralizavimo gebéjima nei DPPH+ metodu. Tokie
skirtingi rezultatai gauti naudojant ABTSe+ ir DPPH metodus gali buti paaiskinami tuo, kad skirtingi
radikalai ir jvairi reakcijos aplinka gali lemti nevienodg natiiraliy metabolity elgesj. Tai yra terpeno
antioksidacinio aktyvumo poky¢iai gali atsirasti dél DPPHe ir ABTSe+ strukttiry skirtumy, kurie yra
katijoninio pobiidzio. Siam klausimui reikalingi papildomi, pazangesni tyrimai, skirti paaiskinti
pastebétus gauty iSvady skirtumus [36]. Taip pat literatliroje yra pateikiama daugiau pavyzdziy kaip
bendras pluostinés kanapés ekstrakto AOA su ABTS yra aukstesnis negu su DPPH ar FRAP radikaly

suriS$imo metodais [40].

1.8 Kity C. sativa L. junginiy antioksidacinis aktyvumas ir sinerginis efektas

Vaistiniy augaly ir jy produkty bioaktyvi nauda siejama su antioksidaciniy savybiy turinciy
fitocheminiy junginiy, tokiy kaip fenoliai ir alkaloidai, buvimu. Sios augalinés kilmés natiralios
fitocheminés medZziagos sugeba kontroliuoti oksidacinj stresa, atsirandantj dél pernelyg didelés
laisvyjy radikaly gamybos. Antioksidacinis polifenoliy poveikis pasireiSkia skirtingais mechanizmais.
Jie sugeba redukuoti radikaly junginius ar jonus, neutralizuoti laisvuosius radikalus ir chelato metalo
jonus. Augaliniy fenoliniy junginiy kiekis jvairiose augaly rusSyse skiriasi atsizvelgiant j aplinkos
salygas ir ty paciy augaly skirtingus tirpikliy ekstraktus. Jrodyta, kad vaistiniai augalai, pasizymintys
geru antioksidaciniu poveikiu in vitro, yra geri nataraliy antioksidanty Saltiniai. Cannabis sativa L.
yra populiarus komercinio ir medicininio naudojimo augalas visame pasaulyje. Siame augale yra vir§
86 kanabinoidy, i§ kuriy antioksidaciniu aktyvumu labiausiai pasizymi tetrahidrokanabinolis ir
kanabidiolis [41]. Literatiiroje minima, kad CBD veikia redokso pusiausvyra, modifikuodamas tiek
oksidanty, tiek antioksidanty lygj ir aktyvuma. CBD, kaip ir kiti antioksidantai, nutraukia laisvyjy
radikaly grandinés reakcijas, gaudydamas laisvuosius radikalus arba paversdamas juos maziau
aktyviomis formomis, taip pat jis pasizymi didesniu antioksidaciniu poveikiu nei tokie antioksidantai,

kaip a-tokoferolis ar vitaminas C [42-44]. Taip pat buvo jrodyta, kad dél polifenolinio CBD pobtidzio
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jis tampa galingu antioksidantu [45]. Taciau literatiiroje ir buvo tokiy pavyzdziy, kuriuose teigiama,
jog pats CBD nepasizymi antioksidaciniu aktyvumu, minima, kad CBD neapsaugo riebaly rugsciy
nuo oksidacijos, todél galimybe, kad CBD tiesiogiai dalyvauja antioksidaciniuose mechanizmuose C.
Cantele ir kiti jos kolegos (2020) atmeta. Jie mini, kad yra tikimybé, jog CBD padidina biitent terpeny
ir (arba) polifenoliy antioksidacinj aktyvuma dél sinerginio efekto, nes pranesta apie kanapiy
ekstrakty antioksidacinio aktyvumo sustipréjima, kai kartu su kanabinoidais buvo didelis polifenoliy
Kiekis [46].

Be to, pluostinés kanapés yra turtingas daugelio kity veikliyjy medziagy Saltinis. Didelé
junginiy grupé yra anks¢iau minéti terpenai, kurie yra atsakingi uz buidingg kanapiy kvapa. Be to, dar
viename literatiiros Saltinyje minima, kad kanapiy terpeno komponentai gali turéti sinerginiy savybiy
su fitokanabinoidais ir sustiprinti jy sveikata stiprinantj poveikj. Na o polifenoliniai junginiai, tarp
kuriy yra flavonoidy (flavony ir flavonoliy), stilbenai ir lignanai, i§ esmés ir yra atsakingi uz augalinés

medziagos antioksidacinj aktyvuma [45].
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2. TYRIMO METODIKA

2.1 Tyrimo objektas

Tyrimo metu buvo analizuojamos pluostinés kanapés (Cannabis sativa L.) jvairiy augaliniy

daliy misiniai, kurie buvo surinkti i§ Siauliy rajono tkininko trijy skirtingy paséliy lauky. Augaliné

zaliava (biomasé) buvo gauta jau iSdziovinta, prie§ tyrimus susmulkinta elektriniu malunéliu ir

laitkoma maiSeliuose, kambario temperatiiroje. Prie§ atliekant ekstrakcija buvo iStirta pluostinés

kanapés Zaliavy drégmé (%) (4 lentelé).

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

4 lentelé.
Tyrimo objektai ir jy dregmé
Bandinio Rajonas Paséliy laukas Veislé Dregmé (%)
vidinis
Zymuo
B 1 Siauliy Baltoji | Futura 75 3,5
B 2 Siauliy Berzyné 11 Futura 75 8,6
N 1 Siauliy Nuklonas | Futura 75 8,4

2.2 Aparatira, jrenginiai ir sanaudinés medziagos

Tiriamojo darbo metu buvo naudotos §ios matavimo priemonés ir jrenginiai:

Perkin Elmer Austosystem XL dujy chromatografiné sistema su Perkin Elmer TurboMass

Upgrade masiy spektrometru (Perkin Elmer, JAV)

Agilent DB-5MS 30m x 0,250 mm, 0,25 pm kolonélé (Agilent Techn., JAV)

Drégmés analizatorius KERN DBS (KERN, Vokietija);

Meéginiy homogenizavimo maliinas;

Agilent Series 1100 skysc¢iy chromatografiné sistema (Agilent Techn., JAV);
Agilent PoroShell 120 EC-C18 S5cm, 2,7 um kolonélé (Agilent Techn., JAV);
Analitinés svarstyklés Kern Sohn 770-60, Nr. 18302850, svérimo ribos 0,00001 g - 210 g,
(KERN, Vokietija);
Automatinés pipetés 1) 500 — 5000 pl, 2) 100 — 1000 pl, 3) 50 — 200 ul, 4) 2 — 20 pl su

vienkartiniais antgaliais (Eppendorf, Vokietija);

Chromatografiniai buteliukai (2 ml);
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10) Svirkstiniai filtrai;

11) Plastikiniai §virkstai (5ml);

12) 50 ml plastikiniai uzsukami buteliukai;

13) Perkin Elmer UV/VIS spektrofotometras Lambda 25 (Perkin Elmer, JAV)
14) Analitinés svarstyklés GR -200 — EC (A&D instruments LTD, Japonija).

2.3 Medziagos ir tirpikliai

Tiriamojo darbo metu buvo naudotos Sios etaloninés medziagos ir tirpikliai:

1) n-Heksanas, > 97 % (Honeywell, Vokietija)

2) Metanolis (MeOH), > 99,9 % (Sigma-Aldrich, Prancizija),

3) Metanolis, > 99,9 % (Honeywell, VVokietija);

4) Etilacetatas, > 99,9 % (Carl Roth, Vokietija)

5) Acetonas, > 99,8 % (Sigma-Aldrich, Izraelis);

6) Acetonitrilas, > 100 % (VWR BDH Prolabo Chemicals, Pranciizija)

7) (%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchromano-2-karboksiliné riigstis (Trolox), 97 % grynumo,
(Sigma-Aldrich, Rusija);

8) 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH), (Sigma-Aldrich, VVokietija);

9) 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis) (ABTS) (>98%, Sigma-Aldrich,
Vokietija)

10) Kanabidiolis (CBD), koncentracija 1000 pg/mL metanolyje (Dr. Ehrenstorfer, JAV);

11) Kanabidiolio ragstis (CBDA), koncentracija 1000 pg/mL acetonitrile (Dr. Ehrenstorfer, JAV);

12) B-Kariofilenas, >80% (Sigma-Aldrich, JAV);

13) (+)-a-Pinenas, >99% (Sigma-Aldrich, JAV).

2.4 Etaloniniy tirpaly, eliuenty ir ekstrakty paruoSimo procediiros

Pradinis etaloninis kariofileno tirpalas buvo ruoSiamas atsveriant tikslig etaloninés medziagos
masg ir tirpinant j ame n-heksane. Pasigaminto tirpalo tiksli perskai¢iuota koncentracija buvo:
¢ ir tirpinant jg gryn hek Pasig to tirpalo tiksli persk: ta k tracija b

2841 ppm.
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Eksperimentuose tirti ekstraktai buvo gaminami i§ pluostinés kanapés jvairiy augaliniy daliy
misiniy, kurie buvo gauti i§ Siauliy rajono tikininko. Sie ekstraktai buvo ruosiami:

Pluostinés kanapés zaliavos ekstraktas tyrimams ruostas atsveriant 1,00£0,03 g kanapés
zaliavos ir uzpilant 10,00£0,30 ml ekstrahuojancio tirpiklio, ekstrakcija buvo tirta esant skirtingai
tirpikliy sudéciai, turiui, temperatiirai bei ekstrakcijos trukmei.

Ekstrakcijos buvo atlickamos vienkartiniuose 50 ml talpos plastikiniuose mégintuvéliuose
ultragarsinéje voneléje. Po ekstrakcijos misiniai buvo nufiltruoti per vienkartinius 0,45 um PTFE
filtrus, ir analizuojami GC-MS sistema.

Kalibravimo grafikas sudarytas i§ kariofileno standarto 6-iy tasky, gauty pagaminus serija
tirpaly, skiedziant pradinj etaloninj tirpalg koncentracijy intervale nuo 33 iki 750 ppm, vidinis
standartas (IS) buvo (+)- a-pinenas (266 ppm).

2.5 Duju chromatografijos - masiu spektrometrijos metodo salygos

Terpeny identifikavimas ir kiekybiné analizé buvo atlickama naudojant Perkin Elmer
Austosystem XL dujy chromatografing sistemg su Perkin Elmer TurboMass Upgrade masiy
spektrometru - kolonélé — Agilent DB-5MS 30 m x 0,250 mm, 0,25 pm. Kaip dujos nes¢jos buvo
naudojamas helis.

Analizés sglygos: injektoriaus temperatiira 300 °C, kolonélés temperatira 60 °C, injekuojamojo
bandinio kiekis — 2 pl. Temperatiira dujy chromatografe programuojant buvo keliama palaipsniui:
nuo 60 °C (1 min) iki 300 °C, 10 °C/min grei¢iu. Bendras analizés laikas 30 min. Masiy

spektrometrijos detektoriaus salygos pateiktos 5 lenteléje:

5 lentelé.
Masiy spektrometrijos detektoriaus salygos
Jonizacijos Pernasos Analizés | Skenavimo | PradZia Pabaiga
Saltinio linijos laikas greitis (s) (m/z) (m/z)
temperatiira | temperatiira (min)
(°C) (°C)
300 300 30 0,1 50 350

Gauty bandiniy chromatogramos buvo analizuojamos MassLynx programa. ldentifikuojant
pluostinés kanapés ekstrakto chromatogramose rastus junginius, chromatogramy smailiy duomenys

buvo lyginami su junginiy masiy spektry bibliotekos NIST 2008 duomenimis.
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2.6 Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodo salygos

Analizei atlikti naudojama Agilent 1100 skys¢iy chromatografiné sistema su diody matricos
detektoriumi. Naudota chromatografiné Agilent PoroShell 120 EC-C18 5 cm, 2,7 um kolonélé.
Eksperimento metu naudojamas mobilios fazés gradientas:

0 min A40 % - B 60 %
1 min A40 % - B 60 %
8mMiNA23%-B77%
9,2mMin A5% -B 95 %

Kolonélés temperatira — 50 °C, mobilios fazés greitis — 1ml/min, injekcijos tiris — 5 pl,
detekcija — 228 nm.

Kanabidiolis ir kanabidiolio ruigstis kiekybiskai jvertintos kalibracinio grafiko metodu ir
kokybiskai nustatytas pagal sulaikymo laika kolonéléje bei spektrinius duomenis, gautos tiesinés
regresijos lygtys:

CBD -y = 5,009 + 8,729 (R? = 0,9999);

CBDA -y = 10,241 + 11,760 (R? = 0,9999).

Sis metodas buvo sukurtas ir optimizuotas laboratorijoje.

2.7 Cannabis sativa L. zaliavy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimai

2.7.1 Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

DPPHe radikalo paruoSimui buvo atsverta 0,0235 g DPPH reagento, tirpinama ir skiedziama
iki 100 ml 100 % MeOH. Kolbut¢ izoliuojama nuo $viesos ir 30 min laikoma ultragarsinéje voneléje.
Darbinis DPPHe tirpalas paruoSiamas, skiedziant pirminj DPPHe tirpala 100 % MeOH. Darbinio
tirpalo absorbcija iSmatuojama spektrofotometru prie 515 nm turi buti lygi 0,730,022 santykiniy
absorbcijos vienety. Tiriamasis tirpalas ruosiamas ] kiuvetg pilant 100 ul meéginio ir 3,9 ml Svieziai
paruosto DPPHe darbinio tirpalo, miSinys iki matavimy palickamas stovéti 30 min tamsoje.
Absorbcija matuojama 515 nm bangos ilgyje. AOA nustatomas pagal trolokso kalibracinés tiesés
lygtj, koncentracijy 6,25-100 % intervale (14 pav.). Matavimai buvo kartojami tris kartus.

Trolokso kalibraciné tiesé nustatoma tokia seka: paruoSiamas pirminis trolokso etaloninis
tirpalas — istirpiname 5 mg Trolokso reagento 100 ml MeOH/H20 (70/30, % v/v) miSinyje. Skiedimo
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biidu pagaminame penkis kalibracinius tirpalus (100, 50, 25, 12,5, 6,25 % trolokso). I matavimo
kiuvetes jneSama 100 ul kiekvieno kalibracinio tirpalo, pridedama 3,9 ml darbinio DPPH?« tirpalo.
Absorbcija matuojama kiekvienam kalibracinés tiesés taskui 515 nm bangos ilgyje su
spektrofotometru. Remiantis matavimais, gaunama kalibraciné tiesé, kuri naudojama tolimesniuose
AOA skai¢iavimuose. Visi méginiai matuojami po tris kartus, palyginamasis tirpalas 70% (V/V)
metanolis, o tuS¢ias bandinys ruoSiamas j kiuvete pilant 4 ml darbinio DPPHe tirpalo.

AOA yra isreiskiamas standartinio antioksidanto trolokso procentine dalimi, remiantis trolokso
kalibracinio grafiko tiesinés regresijos lygtimi: y= 0,001 x + 0,0199, (a= 0,001, b = 0,0184), nustatyta
gera koreliacija — R? = 0,9991 (14 pav.).
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0.12 2

0.1
0.08

0.06 /
0.04 ‘/.//

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Koncentracija, %

515 nm)

Absorbcija (A

0.02

14 pav. Trolokso kalibraciné ties¢ DPPHe radikaly suriSimo metodui (n=3)

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvelj pilant 100 pl meéginio, 3,9 ml $vieziai paruosto
DPPHe etaloninio tirpalo. SumaiSoma ir laikoma tamsioje vietoje 30 min. Tirtamyjy tirpaly
aborbcijos dydis matuojamas spektrofotometriniu metodu esant 515 nm bangos ilgiui.

Antioksidacinis pluostinés kanapés ekstrakty aktyvumas skaiCiuojamas pagal formule ir

isreiSkiamas inaktyvuoto DPPH procentais:

Meéginio absorbcija + b
g ] (%) D

TE (DPPH) = a

¢ia: TE(pprH)— AOA iSreikstas procentine trolokso dalimi, %

a ir b yra i§ trolokso kalibracingés tiesinés lygties (y = ax + b).
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2.7.2 Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu

ParuoSiamas ABTSe+ reagentas: analitinémis svarstyklémis atsveriama 0,0676 g K2S;0s ir
0,3602 g ABTS reagento ir iStirpinama kolboje 100 ml metanoliu (100 %). Gautas ABTSe+ tirpalas
laikomas tamsoje apie 24 valandas. Darbinis ABTSe+ tirpalas paruoSiamas, skiedziant pirminj
ABTSe+ tirpalg 100 % MeOH. Darbinio tirpalo absorbcija iSmatuojama spektrofotometru prie 734
nm turi biti lygi 0,73+0,02 santykiniy absorbcijos vienety. Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j kiuvete
pilant 100 pl méginio ir 3,9 ml ABTSe+ darbinio tirpalo, miSinys iki matavimy paliekamas stovéti 15
min tamsoje. Absorbcija matuojama 734 nm bangos ilgyje. AOA nustatomas pagal Trolokso
kalibracinés tiesés lygtj, koncentracijy 6,25-100 % intervale (2 pav.). Matavimai buvo kartojami tris
kartus.

Trolokso kalibraciné tiesé nustatoma tokia seka: paruoSiamas pirminis trolokso etaloninis
tirpalas — istirpiname 5 mg trolokso reagento 100 ml MeOH/H20 (70/30, % v/v) misinyje. Skiedimo
biidu pagaminame penkis kalibracinius tirpalus (100, 50, 25, 12,5, 6,25 % trolokso). | matavimo
Kiuvetes jneSsama 100 pl Kiekvieno kalibracinio tirpalo, pridedama 3,9 ml darbinio ABTSe+ tirpalo.
Absorbcija matuojama kiekvienam kalibracinés tiesés taskui 734 nm bangos ilgyje su
spektrofotometru. Remiantis matavimais, gaunama kalibraciné tiesé, kuri naudojama tolimesniuose
AOA skai¢iavimuose. Visi méginiai matuojami po tris kartus, palyginamasis tirpalas 70% (V/V)
metanolis, o tuS¢ias bandinys ruoSiamas j kiuvete pilant 4 ml darbinio ABTSe«+ tirpalo.

AOA yra isreiskiamas standartinio antioksidanto trolokso procentine dalimi, remiantis trolokso
kalibracinio grafiko tiesinés regresijos lygtimi: y = 0,0011 x + 0,0261, (a = 0,0011, b = 0.025),
nustatyta gera koreliacija — R? = 0,9993 (15 pav.).
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15 pav. Trolokso kalibraciné ties¢ ABTS radikaly-katijony suriSimo metodui (n=3)
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Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvelj pilant 100 pl méginio, 3,9 ml ABTS++ etaloninio
tirpalo. SumaiSoma ir laikoma tamsioje vietoje 15 min. Tiriamyjy tirpaly aborbcijos dydis
matuojamas spektrofotometriniu metodu esant 734 nm bangos ilgiui.

Antioksidacinis pluostinés kanapés ekstrakty aktyvumas skaiCiuojamas pagal formule ir

iSreiSkiamas inaktyvuoto ABTS procentais:

Méginio absorbcija + b 2

TE(ABTS) = a , (%)

¢ia: TEaBTs) - AOA isreikstas procentine trolokso dalimi, %

a ir b yra is trolokso kalibracings tiesinés lygties (y = ax + b).

2.8 Chlorofilo a ir b bei karotenoidy nustatymas pluostinéje kanapéje

Chlorofilo a ir b bei karotenoidy nustatymas augaluose paremtas Sviesos sugerties nustatymu
esant atitinkamiems bangos ilgiams: chlorofilui a — 662 nm, chlorofilui b — 644 nm, karotenoidams —
441 nm.

Chlorofilo a ir b bei karotenoidy nustatymui buvo naudojami anksCiau aprasSyti pluostinés
kanapés ekstraktai (1,00£0,03 g susmulkintos Cannabis sativa L. uzpilta 10,00+0,30 ml tirpiklio, 5
min ekstrahuota ultragarso voneléje ir perfiltruota per Svirkstin; filtrg), palyginimui buvo naudojami
100 % metanolio ir n-heksano tirpikliai. Optinis tankis matuotas esant 662 nm bangos ilgiui, jei jis
virsijo 0,8 miSinys skiestas ekstrakcijoje naudotu tirpikliu.

Pigmenty koncentracijos (mg/1) apskai¢iuotos pagal formules*?:

Cletoroptasa(22)) = 978X Doz = 099 X Dess 3)
C(chlorofilasb (#)) = 21,426 X Dgyyq — 4,65 X Dgy5 (4)
Cichiorofilas a+chiorofilas b) = 5134 X Dggz + 20,436 X Dgaq (5)
(kamtinoidai (g)) = 4,695 X D441 — Cchiorofitas a+chiorofilas b) (6)

12 Malinauskiené R. (2015). Sarminio jonizuoto vandens jtaka paprastojo lesio “SMELINUKAI” augaly
morfofiziologiniams rodikliams II ontogenezésetape. 1000(5), 1822—-1824.
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Apskaiciuotas pigmenty kiekis mg/100 g:

_ CXV XV, x100 (7)
~ nxV;x1000

¢ia: X — pigmenty kiekis, mg/100 g;
C — pigmenty koncentracija, mg/l;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V,— praskiesto ekstrakto tiiris, ml;
n — augaliné masé, g;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui.

2.9 Statistinis duomeny jvertinimas

Atlikus chromatografing analizg, remiantis chromatogramose uZzfiksuotomis smailémis, jy
plotais ir sulaikymo laikais, naudojant MS Excell (Microsoft, JAV) programing jrangg, sudarytos
diagramos, apskaiciuoti nuokrypiy dydziai. Kiekvienas vykdytas eksperimentas pakartotas tris kartus,
i$ kiekvieno méginio tyrimy pakartojimy iSvestas vidurkis, apskaiCiuoti standartiniai nuokrypiai ir

procentiniai variacijos koeficientai. Rezultatai pateikti remiantis 95 % statistiniu patikimumu.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Terpenu ekstrakcijos i$ pluostinés kanapés tyrimas

Terpeny nustatymas pluostin€je kanapéje buvo atliktas naudojantis dujy chromatografijos
metodu. Remdamiesi apzvelgta literatiira, ekstraktams i$ nattiraliy objekty gauti parinkome Kketuris

tirpiklius: MeOH, n-heksana, acetong ir acetonitrilg.

3.1.1 Ekstrakcijos iSgavos priklausomybé nuo ekstrahuojancio tirpiklio ir jo turio

Kad galétume gauty ekstrakty chromatogramose identifikuoti terpeny smailes ir patvirtinti Siy
junginiy buvimg, iSnagrin¢jome skirtingy méginiy chromatogramose aptikty fragmenty sulaikymo
laikus bei palyginome chromatogramy smailiy duomenis su junginiy masiy spektry biblioteka.

Identifikave kariofileno darinius: B-kariofileng, a-humuleng bei kariofileno oksidg pluostiniy
kanapiy ekstrakte, atlikome tyrima, kuriuo siekéme nustatyti, kaip Siy junginiy iSgava priklauso nuo
ekstrahuojancio tirpiklio prigimties. Ekstrakcija i§ pluostiniy kanapiy vykdyta 15 min ultragarso
voneléje su tokiais tirpikliais: MeOH, n-heksanas, acetonas ir acetonitrilas, 30+1 °C temperatiiroje.
IS junginiy smailiy ploty, pateikty 16 paveiksle matyti, kad su n-heksanu buvo gautas didziausias

kariofileno dariniy smailiy plotas.

x

=

o
=il

Priklausomybé nuo tirpiklio

[y
o]

=
o

oo
—

® n-heksanas
B MeOH

Acetonitrilas

=y

W Acetonas

o]

Smailiy plotas santykiniais vienetais
[=)]

Kariofileno dariniai
16 pav. Kariofileno dariniy smailiy plotas, gautas pluostiniy kanapiy ekstrakcija vykdant

skirtingais tirpikliais (1,00+0,03 g sausos pluostinés kanapés, 10,00+0,30 ml ekstrahuojanc¢io
tirpiklio, 15 min ekstrakcija, 30+1 °C temperatiira) (n=3)
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Atlikus chromatogramy analiz¢, nebuvo pastebétas zymus skirtumas tarp iSgauto terpeninio
profilio naudojant polinius ir nepolinius ekstrakcijos tirpiklius. Literatiroje minima, kad nepoliniai
tirpikliai (pvz., n-heksanas) geriau iSekstrahuoja nepolinius junginius, $iuo atveju seskviterpenus, o
poliniai tirpikliai (pvz., metanolis) iSekstrahuoja geriau polinius junginius — monoterpenus [37].
Tyrimo metu $ie rezultatai pasitvirtino, su n-heksanu issiekstrahavo daugiau seskviterpeny negu su
metanoliu, ta¢iau monoterpeny tirtame pluostinés kanapés méginyje nebuvo aptikta nei su n-heksanu,
nei su metanoliu.

Taip pat buvo patikrinta ar tirpiklio kiekis turi jtakos ekstrakcijai. Buvo pasirinkti du tirpikliai
— metanolis, kuris pasizymi polinémis savybémis ir n-heksanas, kuris pasizymi savybe labiau

iSekstrahuoti nepolines medziagas, patikrinti 3, 5 ir 10 ml tdriai. Rezultatai pateikti 17 paveiksle.

m MeOH
m n-heksanas
3ml Sml

10ml

e e T
[ R O = T + < T o T L B 9

o

Smailiy plotas santykiniais vienetais

Tirpiklio taris, ml

17 pav. Kariofileno dariniy smailiy plotas, gautas pluostiniy kanapiy ekstrakcijg vykdant su
skirtingais n-heksano ir metanolio tirpikliy tariais (1+£0,03 g sausos pluostinés kanapés, 15 min
ekstrakcija, 30£1 °C temperatiira) (n=3)

Rezultatai pateikti jvertinus skiedima. Atsizvelgus | patogumg matuoti ir tai, kad Zzymaus
skirtumo tarp tiriamy tariy nematoma, tolimesniems matavimams buvo pasirinktas — 10 ml tirpiklio
tiris. Taip pat Sie rezultatai atitiko literatliroje pateikta informacija, kad nepoliniams junginiams
labiau tinkamas yra nepolinis tirpiklis ir dazniausiai naudojant ekstrakcija organiniais tirpikliais

pasirenkamas biitent — n-heksanas [47].

3.1.2 Ekstrakcijos efektyvumo priklausomybé nuo temperatiiros

Pasirinkus ekstrahuojantj tirpikli, buvo atliekami temperatiiros jtakos tyrimai, kuriy tikslas

buvo patikrinti, kokioje tempartiroje biity optimaliausia vykdyti ekstrakcija, norint gauti didziausig
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Kariofileno dariniy i3gava. Sig jtaka jvertinome ekstrakcijos misinj inkubuodami 30+1 °C, 401 °C,

50£1 °C ir 60£1 °C temperatiirose 15 minuc¢iy. Rezultatai pateikti 18 paveiksle.
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18 pav. Kariofileno dariniy smailiy ploty priklausomybé nuo ekstrakcijos temperatiiros (1+0,03 g
sausy pluostiniy kanapiy, 10,00+0,30 ml n-heksano, 15 min ekstrakcija) (n=3)

I$ 18 paveiksle pateiktos stulpelinés diagramos matome, kad kariofileno dariniy kiekiai
pluostiniy kanapiy ekstrakte didéjant temperatiirai, kinta neZymiai, todel galime rinktis ekstrakcija
atlikti 30 °C temperatiiroje. Taip pat buvo atlikti papildomi tyrimai, kuriais buvo siekiama patikrinti
kodél gaunami didesni smailiy plotai prie 60 °C temperatiros. Atlikus papildomus svérimo

matavimus, buvo pastebéta, jog tirpiklis nugaravo.

3.1.3 Ekstrakcijos efektyvumo priklausomybé nuo ekstrakcijos trukmés

Sekanc¢iame zingsnyje buvo atliktas tyrimas, kuriuo siekéme palyginti 5, 10, 15 ir 20 minuc¢iy

ekstrakcijy metu gautus kariofileno dariniy kiekius. Rezultatai pateikti 19 paveiksle.
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19 pav. Kariofileno dariniy smailiy ploty priklausomybé nuo ekstrakcijos temperatiiros (1+0,03 g
sausy pluostiniy kanapiy, 10,00+0,30 ml n-heksano, 15 min ekstrakcija) (n=3)

Kaip matyti i§ 19 paveiksle pateiktos stulpelinés diagramos, iSekstrahuojami kariofileno dariniy
Kiekiai taip pat ryskiai nesiskiria. Be to buvo atlikti papildomi tyrimai, kuriais buvo siekiama
patikrinti kodél gaunami didesni smailiy plotai ties 20 min laiku. Atlikus svérimo matavimus, buvo
pastebéta, jog tirpiklis nugaravo. Todél tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas 5-iy minuciy
trukmés ekstrakcijos laikas.

Toliau visose analizése naudojamos ekstrakcijos salygos pateikiamos 6 lenteléje.

6 lentelé.
Terpeny ekstrakcijos optimizuotos salygos

Ekstrakcijos salygos Parametro rezultatas
Tirpiklis n-heksanas
Tirpiklio taris, ml 10,00+0,30
Temperatiira, °C 30+1

Laikas, min 5

3.2 Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodo validavimas

Standartinis B-kariofileno etaloninis tirpalas buvo paruostas n-heksane. Visy pirma buvo atlikta
GC-MS analizé, kad nustatyti kokig procenting dalj standarto sudaro B-kariofilenas ir galimi Kiti jo

dariniai. IS jo buvo daromi nuosekliis skiedimai, kad biity paruosti atskiri kalibravimo grafiky taskai.
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Vidinio standarto paruos$imas: (+)-a-pinenas buvo pasirinktas kaip IS, o jo koncentracija buvo
266 ppm, kuri buvo pridéta prie visy kalibravimo tirpaly.

I§ anks¢iau paminéty standartinio pradinio tirpalo ir IS buvo paruosti Sesi kalibravimo taskai,
svyruojantys nuo 33 iki 750 ppm. IS koncentracija kiekviename kalibravimo taske buvo 266 ppm.

Kalibravimo kreivé pateikiama 20 paveiksle.

3.2.1 Metodo tiesiSkumas

Metodo tiesiSkumui jvertinti buvo paruosti kariofileno standarto méginiai su §iomis Zinomomis
koncentracijomis: B-kariofileno koncentracijos buvo pasiskirs¢iusios 31,0 — 684,0 ppm intervale, o
a-humuleno: 2,5-56,0 ppm intervale, i§ gauty rezultaty buvo sudarytos kalibracinés tiesés. X asyje
buvo atidéta analités koncentracija C (ppm), o Y asyje atidétas standarto ir IS smailés ploty santykis.

Gautos kalibracinés tiesés pateiktos 20 pav., kalibraciniy tiesiy parametrai apibendrinti 9 lenteléje.

B-kariofileno kalibraciné tiesé

3.0
2.5

2.0

15 ..

1.0 ]

0.5 e

0.0
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00

Koncentracija, ppm

Smailiy plotas santykiniais vienetais

a-humuleno kalibracine tiesé

0.350
0.300
0.250
0.200

0150 -~ e

0.100

0.050

0000 ~ ®®°
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Smailiy plotas santykiniais vienetais

Koncentracija, ppm

20 pav. B-kariofileno ir a-humuleno kalibracinés tiesés (n=3)
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7 lentelé.
B-kariofileno ir a-humuleno koreliacijos koeficientai ir tiesinés regresijos lygtys

Junginiai Koreliacijos koeficientas Tiesinés regresijos lygtis
(R?)

Reikalavimas > 0,9500 -

B-kariofilenas 0,9936 y =0,0041x — 0,0228

a-humulenas 0,9965 y =0,0053x — 0,0126

Koreliacijos koeficientai yra artimi vienetui, kas atitinka keliamus reikalavimus (R? > 0,95) ir
rodo stiprig koreliacija tarp kintamyjy. Todél galima teigti, kad dujy chromatografijos-masiy
spektrometrijos metodu galima tiksliai nustatyti B-kariofileno ir a-humuleno koncentracijas
pluostinése kanapése. Taip pat buvo pasitelktas Tanimoto cheminiy struktiiry panasumo jvertis, kad
pasirinkti pagal kurio junginio tiesinés regresijos lygtj vertinti pluostinése kanapése aptikto
kariofileno oksido koncentracija. Ivertinus struktiiry panasumus: BCP ir BCPO panasumas - 72,4 %
bei HUM ir BCPO- 62,1 %, buvo pasirinkta vertinti kariofileno oksido koncentracija pagal B-

kariofileno tiesinés regresijos lygtj.

3.2.2 Metodo selektyvumas

Analiz¢ atlikta su kariofileno standarto 750 ppm koncentracijos kontroliniu meéginiu, pilna

standarto jony chromatograma (TIC) pateikta 21 pav.

. 1147

BCP

/

IS

447

o
S
1

HUM
192 /
l

R e AL L o B LANLAL LL A AR s M B as ml it A
1.81 3.81 5.81 7.81 9.81 11.81 13.81 15.81 17.81 19.81 21.81 23.81 25.81 27.81 29.81

y Laikas, min

21 pav. B-kariofileno ir a-humuleno bei vidinio standarto (+)-a-pineno chromatograma

Pateiktoje chromatogramoje tiriamieji junginiai vienas nuo Kkito atsiskiria (B-kariofileno
sulaikymo laikas — 11,47 min, a-humuleno sulaikymo laikas — 11,92 min). Taip pat buvo jvertinti

tirlamyjy junginiy masiy spektrai (Zr. pav. 22.)
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22 pav. a-humuleno (A) ir B-kariofileno (B) - masés spektry palyginimas

Seskviterpeno struktiirg sudaro trys izopreno vienetai, dél kuriy susidaro m/z 204 molekuliné masé
i§ monoterpeny (t. y. 136 + 58 = 204 masés vienetai). 22 paveiksle parodyti dviejy svarbiy pluostinés
kanapés seskviterpeny, tai yra izomery HUM (A) ir BCP (B), masés spektrai.

Perzvelgus 22 paveiksle pateiktus spektrus, matyti, kad jie yra gana skirtingi. Humulenas (A) turi
gana paprastg masés spektra, kurio pagrindinis smailés jonas yra m/z 93, ir tai daznas fragmento jonas,
matomas visuose monoterpenuose. Unikalus humuleno fragmentas yra m/z 80 jonas, kurio
intensyvumas yra mazdaug 40 % bazinio smailés jono. Moksliniuose $altiniuose yra minima, kad $is
fragmentas — m/z 80 yra laikomas diagnostiniu humuleno struktiirai, todél toliau buvo naudojamas
identifikuojant HUM pluostinés kanapés ekstraktuose.

BCP masés spektras parodytas 22 B paveiksle, jo molekulinis jonas — m/z 204, yra mazdaug tokio
pat intensyvumo kaip jo izomero —humuleno, tai svarbus jonas abiem Siems seskviterpeno izomerams
identifikuoti. Bazinis smailés jonas yra m/z 93, ta¢iau BCP taip pat turi didelj 95% intensyvumo jong
—m/z 133. Sis jonas susidaro praradus izopreno radikala, kurio masé 71 masés vienetas. Tai taip pat
yra unikalus fragmentas, diagnozuojantis BCP, ir kuris toliau buvo naudojamas identifikuoti BCP
[48].

NIST bibliotekos bei mokslings literatiiros pagalba buvo nustatyti jony masiy ir kriiviy santykiai,
kurie padeda dar tiksliau identifikuoti o-humuleng ir [-kariofileng. Apibendrinant, dujy

chromatografijos-masiy spektrometrijos (GC-MS) metodas yra selektyvus.
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3.2.3 Metodo glaudumas

Pagal LR sveikatos apsaugos ministerijos jsakyme Nr. V-735 apibréztg sgvoks, ,,Glaudumas -
nepriklausomy tyrimy rezultaty, gauty pagal i§ anksto nustatytas salygas, panasumas. Glaudumas
paprastai apskaiciuojamas kaip standartinis nuokrypis, iskaitant pakartojamumg ir atkuriamuma, ir
parodantis kelis kartus nurodytomis sglygomis vykdyty nepriklausomy tyrimy rezultaty artuma.* Jis
nustatomas naudojant tuos pacius tirlamuosius meginius ir atliekant ne mazZiau kaip 6 matavimus.
Glaudumas gali biiti vertinamas rezultaty pakartojamumu (patikrinant tiek prietaiso kintamumo
procentg matavimy metu (6 ir daugiau vieno méginio pakartojimai), tiek operatoriaus darbo tiksluma
(atliekant 6 ir daugiau vienos koncentracijos méginiy pakartojimus)). Glaudumas nustatomas
skai¢iuojant santykinj standartinj nuokrypi RSD % (standartinio nuokrypio ir vidurkio reikSmés
santykis), kitaip dar vadinamu variacijos koeficientu.

Pakartojamumo vertinimui atliekami matavimai, esant toms pa¢ioms matavimo sglygoms, per
trumpa laiko tarpg. Todél pakartojamumo jvertinimui buvo atlikta analizé su 53,64 ppm standarto
koncentracijos 1 kontroliniu méginiu, atlickant 6 pakartojimus. Tinkamumo kriterijus yra glaudumas,
kuris neturéty virsyti 4,5 %. Atkuriamumo tyrimas buvo atliktas su 6 pluostinés kanapés kontroliniais
méginiais, kurie buvo paruosti pagal optimalias ekstrakcijos salygas. Taip pat buvo jvertintas
atkuriamumas, pasirinkus 6-iy dieny skirtumg tarp matavimy (analizei naudoti Cannabis sativa L.
ekstraktai, paruosti optimaliomis ekstrakcijos salygomis). Siy parametry tinkamumo kriterijumi buvo

pasirinktas variacijos koeficientas, kuris neturéty virSyti 15 %. Rezultatai pateikti 8 lenteléje.

8 lentelé.
B-kariofileno, a-humuleno ir kariofileno oksido pakartojamumo ir atkuriamumo santykinis
standartinis nuokrypis (RSD, %)

5 .
Parametras RSD (%) . o s Kariofileno
reikalavimai B-kariofilenas a-humulenas :
oksidas
Pakartojamumas” <45 2,2 3,8 -
Atkuriamumas™ < 15,0 5,8 5,4 7,7
Atkuriamumas™ <15,0 5,7 1,0 3,3

* - apskai¢iuotas pagal kariofileno dariniy standarto misinj (BCP ir HUM);
** - apskaiCiuotas pagal tiriamg pluostinés kanapés ekstrakto meéginj.

Visy trijy junginiy RSD (%) rezultatai atitinka glaudumui keliamus reikalavimus, nes
pakartojamumo atveju, RSD (%) nevirsija 4,5 %, o atkuriamumo atveju — 15,0 %. Pakartojamumo

tyrimo BCP rezultatai atitiko leidziamas ribas — 2,2 %, HUM rezultaty glaudumas buvo mazesnis nei
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B-kariofileno — 3,8 %. Vertinant atkuriamumg BCP RSD (%) rezultatai taip pat atitiko leidziamas
ribas — < 15,0 % ir buvo 1,0-7,7 % ribose.

3.2.4 Metodo aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos

Atliekant bet kokj kiekybinio jvertinimo procesa, kurio verté yra mazesné¢ uz LOD ir LOQ lygj,
gaunama didelé matavimo neapibréZtis; kas lemia nepatikimg matavimg. LOD lygiu galima jvertinti
tik kokybing analizg¢, o LOQ lygiu - tiek kiekybing, tiek kokybing. Taciau LOQ lygiu atliekant
kiekybine analize galima gauti netiksly rezultatg, o tai lemia didelj neapibréztumg dél galutiniy
analizés rezultaty [49]. Aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos jvertintos lyginant smailés aukstj su
bazinés linijos triuk§mu. Smailés aukscio ir bazinés linijos triuk§mo santykis, skai¢iuojant aptikimo
ribg yra 3:1, o nustatymo ribg — 10:1. Skai¢iavimai atlikti pagal Zemiau nurodytas formules'3, o LOD
ir LOQ vertés pateiktos 9 lenteléje.

LOD = 3,3 x S/N,ppm; (8)
LOQ = 10 x S/N,ppm. 9

¢ia: S — tirlamojo junginio smailés aukstis;

N — bazinés linijos triuk§mo aukstis.

9 lentelé.
B-kariofileno ir a-humuleno junginiy S/N vertés (ppm), aptikimo (LOD) bei kiekybinio nustatymo
(LOQ) ribos
Parametrai p-kariofilenas a-humulenas
LOD, ppm 0,30 0,28
LOQ, ppm 0,91 0,83

LOD ir LOQ reikSmés buvo nustatytos pasirinkus zemiausig kalibracinés taSka — 33,52 ppm
(kur B-kariofileno koncentracija — 30,59 ppm, 0 a-humuleno — 2,50). Kaip matyti i§ 10 lentelés, tiek
pB-kariofileno (LOD - 0,30, LOQ — 0,91), tiek a-humuleno (LOD - 0,28, LOQ — 0,83) LOD ir LOQ

reikSmeés yra labai panasios.

13 Ibrahim, E. A., Wang, M., Radwan, M. M., Wanas, A. S., Majumdar, C. G., Avula, B., Wang, Y. H., Khan, I. A,
Chandra, S., Lata, H., Hadad, G. M., Abdel Salam, R. A., Ibrahim, A. K., Ahmed, S. A., & Elsohly, M. A. (2019). Analysis
of Terpenes in Cannabis sativa L. using GC/MS: Method Development, Validation, and Application. Planta Medica,
85(5), 431-438. https://doi.org/10.1055/a-0828-8387.
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3.2.5 Metodo iSgava

ISgavos vertinimui ekstrakcija buvo atlikta optimizuotomis sglygomis (1+£0,03 g sausy
pluostiniy kanapiy, 10,00+0,30 ml n-heksano, 30+1 °C temperatiira), o iSgavos apskai¢iavimui (10
formulé) buvo pridedama 100 pl pradinio 3120 ppm kariofileno standarto (kas méginyje atitinka
24,44 ppm (B-kariofileno — 22,30 ppm ir a-humuleno — 1,82 ppm).

Kiekvieno terpeno iSgava procentais buvo paskaidiuota pagal formule®®:

Csu priedu (ppm) - Cbe priedo (ppm)
Cpriedo (ppm)

(10)

X 100%

Gauti rezultatai pateikti 10 lenteléje.

10 lentelé.
B-kariofileno ir a-humuleno junginiy i§gavos vertinimo rezultatai

Junginys ISgava, % Reikalavimai, %
B-kariofilenas 116 80-120
a-humulenas 91

IS 12 lenteléje pateikty rezultaty matome, jog tiek B-kariofileno (116 %), tiek a-humuleno (91 %)

apskaiCuota iSgava atitinka keliamus reikalavimus.

3.3 Terpeny ir kity junginiy jvertinimas pluostinéje kanapéje GC-MS metodu

Terpeniniy komponenty analizé buvo atliekama dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos
metodu. Identifikuojant chromatogramose rastus junginius, chromatogramy smailiy duomenys buvo
lyginami su junginiy masiy spektry bibliotekos NIST 2008 duomenimis. Pluostiniy kanapiy terpenus,
ypac seskviterpenus, yra sunku atpazinti dél standarty, duomeny triikumo, o tuo paciu ir dél jy
struktiiry labai didelio panasumo (pvz.: pagal Tanimoto cheminiy struktiry panasumo jvertj -
kariofilenas, oo —humulenas ir kariofileno oksidas tarpusavy panasis 62,1-85,7 % ribose), dél to gali
atsirasti tam tikry netikslumy. D¢l Siy priezasCiy, jie buvo laikomi atpazintais esant ganétinai Zemoms
riboms 14-56 %, todél jy tolimesniam kokybiniam ir kiekybiniam jvertinimui buvo naudotas f3-
kariofileno standartas. Kanabinoidai buvo identifikuojami tik NIST 2008 bibliotekos pagalba ir buvo

laikomi atpazintais esant 75 % ir didesniam fragmenty masiy spektry atitikimui su duomeny baze.
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Atlikty GC-MS metodo analiziy metu buvo gautos méginiy chromatogramos, pagal kuriy smailiy
sulaikymo laikus, buvo nustatinéjami keliy skirtingy pluo$tiniy kanapiy méginiy terpeny ir kity
junginiy profiliai. Tyrimo metu iSanalizuoti 3 skirtinguose laukuose auganciy pluoStiniy kanapiy
Futura 75 veislés méginiai. Pluostiniy kanapiy ekstrakty terpeniniy junginiy analizés chromatograma
pateikta 23 pav. Chromatogramoje pavaizduoti pluostinés kanapés Futura 75 antZeminés dalies
terpeniniy ir kity junginiy analizés rezultatai, kurie gauti atlikus pluostiniy kanapiy ekstrakcija
organiniu tirpikliu GC-MS metodu ir i$analizavus rezultatus MassLynx programa.
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23 pav. Cannabis sativa L. Futura 75 veislés ,,B_1” ekstrakto bendra chromatograma (1 — -
kariofilenas, 2 — a-humulenas, 3 — kariofileno oksidas, 4 — Humuleno epoksidas 11, 5 — Resorcinolis
(CBD analogas), 6 — Dronabinolis (THC enantiomeras), 7 - (x)-Kanabiciklolis (CBL), 8 —
Kanabigerolis (CBG), 9 — Skvalenas, 10 — Lupeolis)

Pluostinés kanapés (B_1 meéginyje) Futura 75 veislés chromatogramoje yra aptikta 10 smailiy,
kurios zZymi $esis skirtingus terpeny darinius (Kituose junginiuose buvo aptiktas dar 7 terpenas —fitolis
ties 18,84 min), pazymétus skaiciais 1-4, 9-10 ir keturis skirtingus kanabinoidus, pazymétus 5-8

skaiciais.

3.3.1 Terpeny ir kity junginiy pluostinése kanapése kokybinis jvertinimas

Pagal identifikuotas chromatogramy smailes buvo kokybiskai vertinami pluostinése kanapése
aptikti terpenai bei kiti junginiai. I§ viso buvo aptikti 7 skirtingi terpenai, kuriy pasiskirstymas tarp
skirtinguose laukuose auginamy pluostiniy kanapiy buvo ganétinai siauras. 26 paveiksle smailé
pazyméta skai¢iumi 1 yra B-kariofilenas, 2 — a-humulenas, o 3 — kariofileno oksidas (taip pat yra
aptiktas tos pacios seskviterpeny grupés junginys - humuleno epoksidas Il bei du triterpenai —
skvalenas ir lupeolis), kituose kultivuojamuose laukuose uzaugintose Futura 75 veislés pluostinése
kanapése terpeny ir kanabinoidy jvairové buvo panasi, tik kultivuojame lauke — ,,Baltoji I nebuvo

aptikta diterpeno —fitolio smailés piko, 0 kanabinoidy jvairové visuose laukuose buvo tokia pati
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(bendrus rezultatus Zr. 12 lenteléje). Kaip matoma i§ chromatogramos (26 pav.) terpeny profilyje -
kariofilenas (9,4 %) bei kariofileno oksidas (10,6 %) sudaro panasy terpeny smailiy plotg, o a-
humulenas (3,1 %) maziausig i$ kariofileno dariniy vertinant visus terpenus, kurie buvo identifikuoti
Futura 75 veislés ekstrakte. Kanabinoidy profilyje didziausiag dalj uzima CBDA — 90,4 %.
[$analizavus visg chromatograma NIST 2008 programa, buvo nustatyta, kad terpenai sudaro vos apie
— 2,1 % visy junginiy, kanabinoidai — 41,1 %, o likusi dalis yra tokie junginiai kaip cetrandiolis (12,37
min), taip pat linolo riigstis (16,34 min), dar Zinoma kaip omega-6 riebaly riigstis, vitaminas E (26,99
min) ir Kiti junginiai. Visose trijose tirtose pluostinése kanapése buvo aptikta seskviterpeny ir
nedidel¢ dalis diterpeny/triterpeny, taciau nebuvo identifikuota monoterpeny, kurie litertiroje
minima, sudaro didziausig terpeny dalj pluostinése kanapése [5]. 11 lenteléje matomi visi terpeniniai
junginiai, kurie nustatyti skirtinguose laukuose auginamy pluostiniy kanapiy Futura 75 veislése. 11
lentelés stulpeliuose esantys pliuso zenklai reiskia, jog pluostiniy kanapiy veisléje junginys buvo
identifikuotas, minusas — nebuvo identifikuotas.

11 lentelé.
Tiriamose pluostinése kanapése identifikuoti terpenai ir kiti junginiai

| B2 N1 |
B-kariofilenas ) (+) (+)
a-humulenas (+) (+) (+)
Kariofileno oksidas (+) (+) (+)
Fitolis () ) (+)
Skvalenas (+) (+) (+)
Humuleno epoksidas I1 (+) (+) (+)
Lupeolis (+) (+) (+)
Resorcinolis (+) (+) (+)
Dronabinolis (+) (+) (+)
(+)-Kanabiciklolis (+) (Ga) (+)
_Kanabigerolis ... #H _®H
Kiti junginiali
Cetrandiolis (+) () )
Linolo riigstis (+) () @)
Vitaminas E A (+) , (+) A (+)

Tirtose pluostinése kanapése buvo identifikuotas ganétinai siauras bendry terpeny spektras,
kuriuos sudaré vos keli seskviterpenai: f-kariofilenas, a-humulenas, kariofileno oksidas ir humuleno
epoksidas Il, taip pat vienas diterpenas — fitolis bei du triterpenai — lupeolis ir skvalenas, kai kituose
moksliniuose $altiniuose nurodoma, kad i§ Cannabis sativa L. Futura 75 veislés iSgaunama 94
terpenai/terpenoidai [13]. Tokj santykinai zema méginiy terpeny kiekj galima sieti su dZiovinimo
sglygomis ar net transportavimo j laboratorijg saglygomis [50]. Terpeno profiliai taip pat gali i§ esmés
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pasikeisti dél skirtingos kanapiy terpeno sintazés geno ekspresijos augaly vystymosi metu arba

reaguojant j aplinkos veiksnius [51].

3.3.2 SantyKkinis kiekybinis terpeny pluostinése kanapése jvertinimas

Analizuojant tirtus pluostiniy kanapiy méginius yra svarbus ne tik kokybinis, bet ir kiekybinis
meéginiy palyginimas. Vertinant terpeniniy komponenty santykinj kiekybinj pasiskirstyma tarp
tiriamyjy skirtinguose laukuose uzauginty pluostiniy kanapiy Futura 75 veisliy, buvo atliekami

santykiniai kiekybiniai kariofileno dariniy palyginimai (24 pav.).
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B-kariofilenas a-humulenas Kariofileno oksidas

24 pav. B-kariofileno, a-humuleno ir kariofileno oksido pasiskirstymas skirtingy paséliy laukuose
(B_1, B 2ir N_1) uzaugintose pluostinése kanapése (n=3)

Lyginant bendras kariofileno dariniy kiekybines iSraiSkas buvo pastebéta, kad B 2 laukuose
uzaugintose pluostinése kanapése randamas didziausias santykinis kiekis §iy seskviterpeny, aptikta
14,2+1,2 ppm B-kariofileno, 4,7+0,1 ppm a-humuleno ir 17,4+1,1 ppm kariofileno oksido. N_1
laukuose uzaugintose pluostinése kanapése buvo nustatytas maziausias santykinis kiekis i§ visy
pluostiniy kanapiy méginiy, aptikta 11,3+0,6 ppm B-kariofileno, 3,8+0,1 ppm a-humuleno ir 13,0+1,4
ppm Kariofileno oksido.
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3.4 Kanabinoidy pluostinése kanapése jvertinimas skysciy chromatografijos

metodu

Kanabinoidy kokybinis nustatymas atliktas naudojant pasirinkta HPLC metodika, kuri buvo
sukurta, optimizuota ir validuota laboratorijoje, identifikuoti du kanabinoidai (CBDA ir CBD).
Kanabinoidy nustatymo chromatograma pavaizduota 25 paveiksle. Chromatogramoje identifikuotas

kanabidiolis ir kanabidiolio rugstis.

DAD1 A, Sig=228,4 Ref=360,100 (HEMP 2021-04-27 05-16-20\CBD0000003.D) CBDA
mAU 2

2000 T

1500
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25 pav. Kanabidiolio (CBD) ir kanabidiolio ragsties (CBDA) chromatograma, gauta naudojant
HPLC

CBD ir CBDA nustatyti ir kiekybiskai jvertinti visuose trijuose méginiuose, kurie buvo auginti

skirtinguose kultivuojamuose Siauliy wikininko laukuose. Gauti analizés rezultatai pavaizduoti 26

paveiksle.

E(CBD
CBDA

Koncemtracija, ppm
[
wu
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26 pav. CBD ir CBDA kiekis (ppm) skirtingy paséliy laukuose
Didziausias CBD ir CBDA kicekis nustatytas B 1 méginyje: 261£15ppm ir 2286+187 ppm
atitinkmai, o maziausias CBD kiekis nustatytas — B 2 méginyje — 200£12ppm, 0 CBDA maziausias

kiekies N_1 méginyje — 1847+151 ppm.
49



3.5 Antioksidacinio aktyvumo nustatymas pluostinés kanapés augalinéje
Zaliavoje DPPH bei ABTS metodais

Cannabis sativa L. genties augalai sukaupia reik§mingus biologiskai aktyviy medziagy kiekius,
tod¢l didéja susidoméjimas augaluose aptinkamy nattiraliy antioksidanty apsauginémis savybémis ir
ju pritaikymu medicininiams tikslams. Pluostiné kanapé yra vienas i§ svarbesniy Sios genties augaly,
sukaupiantis didelius terpeniniy ir kity junginiy kiekius, kurie turi jtakos antioksidaciniam aktyvumui.
Todél preliminaris Cannabis sativa L. augaliniy zaliavy AOA nustatymai atlieckami in vitro
analitiniais metodais. Populiariausi taikomi metodai, kurie pagristi elektrony perdavimo reakcijomis
yra DPPH radikaly ir ABTS radikaly-katijony suriS§imo metodai [37], kurie ir buvo naudojami Siame
darbe. Tyrimas buvo atliekamas spektrofotometriniu metodu, naudojant DPPH ir ABTS reagentus.
Siame skyriuje pateikiami ir analizuojami nustatyto AOA skirtumai. Jvertinta pluoitinés kanapés
AOA priklausomybé nuo ekstrakcijos tirpiklio ir patikrinta kokie junginiai gali lemti ekstrakto
antioksidacines savybes. AOA jvertintas sudarius trolokso kalibracinj grafika. Pluostiniy kanapiy
AOA palyginimui sudarytos stulpelinés diagramos.

Vertinant Cannabis sativa L. méginiy, rinkty skirtinguose kultivuojamuose Siauliy rajono
tikininko laukuose, DPPH tyrimo rezultatus, pradiniai pagaminti ekstraktai buvo skiesti metanoliu 20
karty, nustatytas AOA svyravo nuo 87,85 iki 123,05 %. Didziausia reikSmé (123,05+2,90 %)
nustatyta B 1 zaliavoje, rinktoje ,,Baltoji I laukuose, maziausia — 87,85+0,92 % nustatyta N_1
zaliavoje, rinktoje ,,Nuklonas I laukuose. Taip pat rezultaty palyginimui, buvo iSmatuotas f-
kariofileno standarto AOA (pasirinkta koncentracija — 872 ppm) bei kanabinoidy CBD (2212 ppm)
ir CBDA (5637 ppm) standarty AOA reikSmés (27 pav.).

140

7491 ppm
X
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©
g 100 6731 ppm
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(8]
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‘w40
4
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£ 20
<
0 e =1 1
B_1 B 2 N_1 B-kariofilenas CBD CBDA

27 pav. DPPH radikaly suri§imo jvertinimas Cannabis sativa L. zaliavy bei p-kariofileno, CBD ir
CBDA standarty méginiuose (n=3)
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Cannabis sativa L. zaliavy antioksidacinémis savybémis pasizyminéios medZiagos sujungia
susidariusius ABTS katijoninius radikalus. Sis AOA isreikstas standartinio antioksidanto trolokso
ekvivalenty procentine dalimi. Atliktas pluoStinés kanapés ekstrakty AOA tyrimas
spektrofotometriskai, naudojant ABTS testg. Vertinant tyrimo rezultatus, pateiktus 28 paveiksle,
matome analogiSkus rezultatus kaip su DPPH metodu, didziausia laisvyjy radikaly suriSimo geba
(196,95+6,88 %) taip pat pasizyméjo méginys — B_1, rinktas ,,Baltoji I kultivuojamuose laukuose,
maziausias (162,55+7,33 %) AOA taip pat kaip su DPPH nustatytas méginyje — N_1, rinktame
»Nuklonas I kultivuojamuose laukuose. Taip pat rezultaty palyginimui, buvo iSmatuotas [-

kariofileno, CBDA ir CBD standarty antioksidacinis aktyvumas (28 pav.).

250
3745 ppm

200 3358 ppm
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150
100 872 ppm
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. ]

B-kariofilenas CBDA CBD

Antioksidacinis aktyvumas, %
(9]
o

28 pav. ABTS radikaly suris§imo jvertinimas Cannabis sativa L. zaliavy bei B-kariofileno, CBD ir
CBDA standarty méginiuose (n=3)

Ivertinus pluostinés kanapés Cannabis sativa L. zaliavy antioksidacinj aktyvumg ABTS ir
DPPH metodais gauti rezultaty panasumai. Tiriant tieck DPPH, tiek ABTS metodu, didZiausias AOA
nustatytas B 1, o maZiausias N_1 meéginyje. Bet matomas ir didelis rezultaty skirtumas, kuris gautas
vertinat AOA procentines reikSmes. DPPH méginiai buvo skiedziami tik 20 karty, o ABTS metodui
ekstraktams buvo atliktas 40-ties karty skiedimas, o rezultatai rodo prieSingg variantg, su ABTS
gautos procentinés reikSmés buvo 1,60-1,85 karto didesnés negu su DPPH metodu, o B-kariofileno
standartas su ABTS (75,68+0,06 %) rodé net 15 karty didesnj AOA lyginant su DPPH (5,10+0,30 %)
metodu gautais rezultatais, kanabinoidy rezultatai su ABTS metodu buvo 3,2 — 3,5 karto didesni.
Todel galime teigti, jog AOA nustatymui didele jtakg daro metodo jautrumas.

Toliau buvo palyginta pluostinés kanapés sudétyje esanciy kariofileno dariniy bei
kanabinoidy kiekybiné sudétis su standarty bei bendru méginio antioksidaciniu aktyvumu. Rezultatai

pateikiami 12-13 lentelése.
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12 lentelé.

Cannabis sativa L. ekstrakty ir standarty koncentracijos bei antioksidacinis aktyvumas (ekstrakty ir
standarty skiedimai atlikti metanolio tirpiklyje)

Ba_nc_lir_lio _ _ Koncentracija Standarty ir ekstrakto AOA, %
YIdII‘IIS Ekstraktai, standartai opm DPPH ABTS
Zymuo

B 1 Pradinis ekstraktas 149818 - -

1:20 ekstraktas 7491 123,05+2,90 -
1:40 ekstraktas 3745 - 196,95+3,73

B 2 Pradinis ekstraktas 134340 - -

1:20 ekstraktas 6717 106,65+3,61 -
1:40 ekstraktas 3359 - 171,59+1,74

N_1 Pradinis ekstraktas 134610 - -

1:20 ekstraktas 6731 87,85+0,92 -
1:40 ekstraktas 3365 - 162,55+3,15

Standartai | B-kariofileno standartas 872 5,10+0,30 75,68+0,06

CBD standartas 2212 6,17+1,17 21,7942,23
CBDA standartas 5637 7,83+0,91 24,95+1,99
13 lentele.
Cannabis sativa L. méginiuose apskai¢iuota kariofileno dariniy” ir kanabinoidy™ koncentracija
Bandinio Koncentracija
vidinis Standartai/ekstraktas opm '
Zymuo
B 1 Kariofileno dariniai™™" 16,99
CBD 261,00
CBDA 2286,41
B 2 Kariofileno dariniai 18,18
CBD 200,10
CBDA 2110,10
N 1 Kariofileno dariniai 17,72
CBD 217,92
CBDA 1847,34

* - nustatyti GC-MS metodu;
** - nustatyti HPLC metodu;
*** _ kariofileno dariniai: B-kariofilenas, a-humulenas ir kariofileno oksidas.

Ivertinus pluostinése kanapése aptinkama kariofileno dariniy bei kanabinoidy kiekj ir palyginus
standarty AOA, galima pastebéti, jog lyginant su bendru ekstrakto AOA, $iy junginiy antioksidacinis
aktyvumas yra mazas. Taciau teigti, jog Sie junginiai prisideda prie bendro AOA labai mazai (vertinat
gautas standarty AOA), bty neteisinga, nes tarp $iy medziagy yra galimas sinerginis efektas, déka
kurio ir yra matomas toks aukstas ekstrakto AOA.

Ivertinus tyrime naudotas standarty koncentracijas, galime teigti, kad kanabinoidy standarty
AOA buvo Zymiai mazesnis nei B-kariofileno, taciau norint jvertinti jy vaidmenj bendrame ekstrakto
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AOA reikty atlikti papildomus tyrimus, kurie parodyty ar Sie junginiai lemig sinerginj, antagonistinj
ar papildomajj poveikj. Tokie tyrimai tik jrodo, kad lyginant su grynu augalu, ar i$ jo gautu ekstraktu,
joks iSgrynintas ar tuo labiau susintetintas junginys nebus efektingesnis kovojant su oksidaciniu stresu.

Atlikus galima kariofileno dariniy bei kanabinoidy AOA indelio analiz¢ bendram ekstrakto
antioksidaciniam aktyvumui buvo nuspresta patikrinti kokig jtaka ekstrakto AOA gali turéti
pasirinktas ekstrakcijos tirpiklis, buvo palyginti metanolio bei n-heksano tirpikliy ekstraktai. n-
heksano ekstraktas pries AOA anlize buvo paruostas iSgarinant n-heksang azoto dujomis bei uzpilant

100% MeOH. Rezultatai pateikti 29 pav.

® MeOH
B n-heksanas
B_1 B 2 N_1
200.00
150.00
® MeOH
100.00 B n-heksanas
50.00
0.00
B 1 B 2 N_1
(B)

29 pav. Metanoliniy ir n-heksaniniy Cannabis sativa L. zaliavy ekstrakty DPPH (A) ir ABTS (B)
radikaly suri§imo rezultaty palyginimas (n=3)
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IS 29 paveikslo matome, jog didesniu AOA pasiZzyméjo metanolio ekstraktas, to priezastis gali
buti didesnis junginiy, pasiZymin¢iy antioksidacinémis savybémis tirpumas poliniame metanolio
tirpiklyje nei nepoliniame n-heksano tirpiklyje. Vieni i§ junginiy, kurie taip pat pasiZymi stipriomis
anioksidacinémis savybémis yra pigmentai, todél tolimesniuose tyrimuose buvo palyginti chlorofilo

a ir b bei karotenoidy kiekiai skirtinguose ekstrakcijos tirpikliuose.
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3.6 Chlorofilo a ir b bei karotenoidy nustatymas pluostinéje kanapéje

Yra jrodyta, kad chlorofilas taip pat gali sustiprinti antioksidacinj poveikj [45]. O karotenoidai
greiiausiai yra susij¢ su pavieniy deguonies ir peroksilo radikaly pasalinimu. Be to, jie sugeba
deaktyvuoti sensibilizatoriy molekules, kurios dalyvauja ROS generavime [52]. UV/VIS
spektrofotometro ,,Perkin Elmer Lambda 25 ir ,, LAMBDAZ25* programos pagalba buvo iSmatuotos
ekstrakty sugertys ties 662 nm (clorofilas a), 644 nm (chlorofilas b) ir 441 nm (karotenoidai) bangos

ilgiais ir apskaiCiuotos pigmenty koncentracijos. Rezultatai pateikti 14 lenteléje.

14 lentelé.
Cannabis sativa L. zaliavy ekstraktuose apskai¢iuota pigmenty koncentracija (mg/100g) (n=3)

P Pigmenty koncentracija, (mg/100g)
Ba”di'“l'gu"(:d'”'s Chlorofilai a ir b Karotenoidai

y MeOH n-heksanas MeOH n-heksanas
B_1 160,37+2,94 13,170,25 35,01+0,66 9,0140.16
B_2 146,58+2.81 10,54+0,20 30,56+0,57 7.39+0,14
N_1 176,85+3,25 9,73+0,18 39,51+0,75 6,6740,12

IS 14 lentelés matome, jog Zymiai didesné koncentracija yra gauta metanolio ekstrakte todeél
galima daryti prielaida, jog viena i§ priezasc¢iy kodél matomas toks didelis AOA skirtumas tarp $iy
dviejy tirpikliy ekstrakty yra biitent jame esantis pigmenty kiekis.

Teigti, kad pigmentiniai junginiai turi didziausig jtaka ekstrakty AOA, lyginant su terpenais ir
kanabonoidais, biity neteisinga, tam reikalingi papildomi tyrimai, kurie parodyty ar yra sinerginis
efektas tarp tam tikry junginiy. Nes skirtingi ekstrakty, terpeny/terpenoidy, kanabinoidy ir kity
junginiy, komponentai gali sgveikauti ir sumazinti, arba padidinti antioksidacinj veiksminguma.
Saveika tarp Siy komponenty gali sukelti antagonistinj, papildomajj ar sinerginj poveikj. Papildomas
poveikis pastebimas, kai bendras poveikis yra lygus atskiry efekty sumai. Antagonizmas pastebimas,
kai vieno ar abiejy junginiy poveikis yra mazesnis, kai jie naudojami kartu, nei atskirai. Sinerginis
efektas pastebimas, kai kombinuoty medziagy poveikis yra didesnis uz atskiry poveikiy sumg, o
sgveikos nebuvimas apibréziamas kaip nedarantis jtakos. Taigi pluostiniy kanapiy ekstrakty terpeny
bei kity junginiy antioksidacinj poveikj labai veikia jy cheminis pobudis ir sgveika [53]. Todél reikty
atlikti papildomus tyrimus pluostinés kanapés cheminiam profiliui istirti bei atlikti analize, kuri

parodyty ar joje esan¢iuose junginiuose veikia sinerginis efektas.
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ISVADOS

Tiriamojo darbo metu buvo parinktos optimalios ekstrakcijos sglygos terpeny ekstrahavimui
i§ pluostinés kanapés biozaliavos;

Sukurtas, optimizuotas ir validuotas dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos metodas
terpenams nustatyti. Sitilomas metodas tenkina laboratorijos validavimo kriterijus ir gali buti
taikomas realiy méginiy tyrimams;

Cannabis sativa L. Zaliavose, rinktose skirtinguose Siauliy wkio laukuose, dujy
chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu identifikuoti 7 terpenai ir 4 kanabinoidai,
i§ kuriy trys seskviterpenai: f-kariofilenas, a-humulenas ir kariofileno oksidas, kiekybiskai
jvertinti. GC-MS metodu, o 2 kanabinoidai (CBD ir CBDA) nustatyti skysciy
chromatografijos metodu.

IStyrus ir palyginus antioksidacinj aktyvumg ABTS ir DPPH metodais, nustatyta, kad
Cannabis sativa L. ekstraktai bei -kariofileno, CBD ir CBDA standartai pasizymi aukstesniu
antioksidaciniu aktyvumu naudojant ABTS radikaly suriSimo metoda. Taip pat nustatyta, kad
didesnis antioksidacinis aktyvumas gautas naudojant metanolio, o ne n-heksano ekstrakcijos
tirpikl;.

Ivertintas Cannabis sativa L. zaliavy kokybinés ir kiekybinés sudéties bei jy antioksidacinio
aktyvumo rySys parod¢, kad bendras pluostinés kanapés biozaliavos ekstrakto antioksidacinis
aktyvumas yra zymiai didesnis negu jos sudétyje identifikuoty, atitinkanciy standartus,

junginiy antioksidacinis aktyvumas.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

KATAZINA PLATONOVA
CANNABIS SATIVA L. TERPENU ANALIZE DUJU CHROMATOGRAFIJOS - MASIU
SPEKTROMETRIJOS METODU BEI BENDRO ANTIOKSIDACINIO AKTYVUMO
TYRIMAS

Siame tyrime kanapiy (Cannabis sativa L.) ekstraktuose terpenai buvo nustatyti dujy
chromatografijos-masiy spektrometrijos metodu. GC-MS metodas buvo sukurtas ir patvirtintas
terpeny kiekybiniam nustatymui pluostiniy kanapiy biozaliavoje. GC-MS metodas buvo optimizuotas
ir patvirtintas pagal etaloninj standartg. Ekstrakcijos optimizavimo metu buvo pasirinktas 10 ml n-
heksano tirpiklio taris, 5 minuéiy trukmé ir 30 ° C temperatiira. Méginiai buvo paruosti ekstrahuojant
augaling medziagg n-heksanu, kurio vidinis standartas buvo (+)-a-pinenas. Koncentracijos ir atsako
santykis visiems analizuojamiems terpenams, naudojant sukurtg metoda, buvo tiesinis, R? vertés buvo
> 0,99. a-humuleno ir B-kariofileno gauta iSgava 91 ir 116 % atitinkamai. ISmatuotas glaudumas
visuose méginiuose svyravo nuo 1,0 iki 7,7 %. Nustatyta, kad abiejy seskviterpeny aptikimo riba ir
kiekybiné riba yra atitinkamai 0,28-0,30 ppm ir 0,83-0,91 ppm. Sitlomas metodas yra selektyvus,
patikimas ir tikslus.

Naudojant §j patvirtintg GC-MS metoda, buvo identifikuoti 7 terpenai ir 4 kanabinoidai.
Visuose Cannabis sativa L. ekstraktuose buvo kiekybiskai nustatyti 3 seskviterpenai: BCP (11,3—
14,2 ppm), HUM (3,8-4,7 ppm) ir BCPO (13,0-17,4 ppm). Naudojant didelio efektyvumo skys¢iy
chromatografijos analize¢, buvo nustatyti ir kiekybiskai jvertinti du kanabinoidai: CBD (200,1-261,0
ppm) ir CBDA (1847,3-2286,4 ppm).

Bendras antioksidacinis aktyvumas Cannabis sativa L. ekstraktuose, naudojant DPPH metoda,
svyravo nuo 87,9 iki 123,1 %, o naudojant ABTS metoda - nuo 162,6 iki 197,0 %, o standartai: j3-
kariofilenas (su DPPH: 5,1 % ir su ABTS: 75,7 %) , CBD (su DPPH: 6,2 % ir su ABTS: 21,8 %) ir
CBDA (su DPPH: 7,8 % ir su ABTS: 25,0 %). Geresnis C. sativa L. biozaliavy antioksidacinis
aktyvumas buvo tada, kai ekstrahavimui buvo naudojamas metanolis. Toliau buvo patikrintas
Cannabis sativa L pigmenty, kurie gali turéti antioksidaciniy savybiy, kiekis. Spektrofotometriné
analizé parodé, kad bendras visy chlorofilo a ir b bei karotenoidy kiekis visuose Cannabis sativa L.

ekstraktuose buvo gautas naudojant metanolio ekstrakcijos tirpiklj.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

KATAZINA PLATONOVA

ANALYSIS OF TERPENES IN CANNABIS SATIVA L. BY GAS CHROMATOGRAPHY -
MASS SPECTROMETRY AND INVESTIGATION OF TOTAL ANTIOXIDANT
ACTIVITY

In this study terpenes in extracts of hemp (Cannabis sativa L.) were determined by gas
chromatography and mass spectrometry techniques. GC-MS method has been developed and validated
for the quantification of terpenes in cannabis plant material, mainly of B-caryophyllene, a-humulene, and
caryophyllene oxide. The extraction method was optimized and the GC-MS method validated against reference
standards of selected terpenes. During extraction optimization, 10 ml of n-hexane solvent, 5 min time, and
30 °C temperature were chosen. Samples were prepared by extraction of the plant material with n-hexane
containing (+)-a-pinene solution as the internal standard. The concentration-response relationship for all
analyzed terpenes using the developed method was linear with R? values > 0.99. The average recoveries for a-
humulene and B-caryophyllene in spiked indoor cultivated samples were between 91-116 %. The measured
precisions (% relative standard deviation) in all varieties ranged from 1.0 to 7.7 %. The limit of detection and
limit of quantitation for both sesquiterpenes were determined to be 0.28-0.30 ppm and 0.83-0.91 ppm,
respectively. The proposed method is highly selective, reliable, and accurate and has been applied to the
simultaneous determination of these major terpenes in the C. sativa L. biomass.

Using this validated GC-MS method 7 terpenes and 4 cannabinoids were identified and 3 sesquiterpenes
in all Cannabis sativa L. extracts quantitated: BCP (11.3—-14.2 ppm), HUM (3.8 — 4.7 ppm), and BCPO (13.0—
17.4 ppm). Using high-performance liquid chromatography analysis two cannabinoids were identified and
quantitated: CBD (200.1-261.0 ppm) and CBDA (1847.3-2286.4 ppm).

Total radical scavenging activity in Cannabis sativa L. extracts with DPPH method ranged from 87.9 to
123.1 %, and with ABTS method ranged from 162.6 to 197.0 %, and standards: B-caryophyllene (with DPPH:
5.1 % and with ABTS: 75.7 %), CBD (with DPPH: 6.2 % and with ABTS: 21.8 %) and CBDA (with DPPH:
7.8 % and with ABTS: 25.0 %). Better antioxidant activity of C. sativa L. extracts was get when it was used
methanol for extracts, not n-hexane. For this reason, we checked the amount of pigments in Cannabis sativa
L, which can give antioxidant activity too. Spectrophotometric analysis revealed, that the total amount of

chlorophyll a and b, and carotenoids in all Cannabis sativa L. extracts was higher in extract with methanol.
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PADEKOS

Dékoju VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro Cheminés metrologijos laboratorijai uz

suteiktas galimybes tiriamojo darbo metu naudotis sgnaudinémis medziagomis, reagentais ir jranga.

Esu dékinga dr. Evaldui Naujaliui bei jo kolegai doktarantiiros studentui Audriui Sadaunykui
uz pagalbg ir patarimus atlickant dujy chromatografijos- masiy spektrometrijos tyrimus bei Jurgai
Bidienei ir Ausrai Linkevicititei uz pagalbg atliekant spektrofotometring analizg bei patarimus raSant

baigiamajj darba.
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