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SANTRUMPOS

C18 — Oktadecilo grupé

COOH — Karboksilo grupé

ESC — Efektyvioji skys¢iy chromatografija
KSV - Kolonijas sudarantys vienetai

OH — Hidroksi grupé

PSO — Pasaulio Sveikatos Organizacija

R¢— Sulaikymo trukmé (ang. Retention time)
Si-OH — Silanolio grupé

UV — Ultravioletiné spinduliuoté



IVADAS

Paskutiniojo deSimtmecio tendencijos rodo, jog augalinés medicinos vartojimas sparciai
populiar¢ja, siekiant iSvengti Salutiniy sintetiniy vaistiniy medziagy poveikio (Sasidharan ir kt.,
2010). Medicininiai preparatai, tokie kaip karkly zievés ekstraktas, yra vieni pirmyjy istorijoje
pradéty naudoti vaisty, buvo zinomi ir naudojami net prie§ 6000 mety Mesopotamijoje. Net ir Siais
laikais susidoméjimas $iais augaliniais ekstraktais nesumazéjo, yra atrandama vis daugiau vaistiniy
medziagy, kurias gluosniniy Seimos augalai kaupia savo Zievéje. Bene labiausiai augaliniai karkly
ekstraktai yra zinomi dél savo antiuzdegiminiy ir kar$¢iavimg mazinanciy savybiy (Foster ir kt.,
2010). Augant zmoniy populiacijai ir tobuléjant medicinai bei gyvenimo kokybei — nei§vengiamai
did¢ja ir vyresnio amziaus populiacijos atstovy. Medicinos pazangos déka, Zzmonés ne tik ilgiau
gyvena, bet ir ilgiau iSlieka funkcionalls, pajégiis dirbti ir dalyvauti socialiniame gyvenime.
Natiiralu, jog visi Sie zmonés nori kuo ilgiau iSlaikyti sveikg ir grazig iSvaizda. O jauni asmenys,
matydami Sias ateities perspektyvas, taip pat aktyviai pradeda ripintis oda jau nuo ankstyvos
jaunystés. Todél poreikis natiiraliai, nezalingai ir veiksmingai kosmetikai neiSvengiamai didéja.

Naturaliis produktai, tokie kaip augaly ekstraktai, dél gausios cheminiy medziagy jvairovés
savo sudétyje, suteikia placias galimybes naujiems kosmetikos ir medicinos produktams kurti.
Baigiamojo magistrinio darbo metu pasirinkta pagaminti produkta, kurio paskirtis yra drékinti oda,
kuri su amziumi sauséja, Ir padéti zmonéms kovojant su odos problemomis, akne. Akné ( lot. acne
vulgaris) yra dermatologiné liga, sukelianti neuzdegiminius pazeidimus (atvirus ir uzdarus
kamedonus), uzdegiminius pazeidimus (papulés, pustulés ir mazgeliai) bei jvairaus laipsnio randus.
Tai yra ypac¢ dazna liga, paplitusi iki 85 % pasaulio Zzmoniy populiacijos ir dazniausiai pasireiskianti
paauglystéje (Bhate ir Williams, 2013). Isanalizavus statistikg galima pamatyti, jog akné gali i$likti
ir iki pilnametystés: 50 — 9 % bérimai kamuoja 20 — 29 mety moteris ir 26,3 % vargina ir iki 40 — 49
mety (Collier ir kt., 2008).

Tiriamojo magistrinio darbo metu, panaudojant augaling Zzaliava, karklo Salix purpurea
,, Gracilis “ Zieves ekstrakta, buvo sukurtas kosmetinis produktas. IStyrus gautg ekstraktg ir atlikus
chromatografing analize buvo pastebéta, jog augale yra sukaupta antiuzdegiminés medziagos
salicino. Salicinas tai alkoholinis B-gliukozidas, nuo seno Zinomas dél jau minéty antiuzdegiminiy
savybiy, kuriomis pasitelkiant, salicinas taip pat yra naudojamas vaisto aspirino gamyboje. Taip pat
i§ salicino cheminiu biidu yra gaunama salicilo raigstis, kuri yra naudojama vaistinés kosmetikos
priemonése ir veikia kaip antibakteriné medziaga, valanti poras ir Salinanti spuogus bei odos
sudirgima.

Norint sukurti ekologiska kosmetinj produkta, gamyboje buvo naudojamas grynas ekstraktas,
nepaveiktas jokiais cheminiais reagentais ar aukStomis temperatiromis, kurios galéty sukelti
ekstrakte esanciy organiniy junginiy degradacijg. Tiriamas natiiralaus salicino poveikis su odos
problemas turinéiais asmenimis. Produkto efektui stebéti buvo numatyta 14 dieny, tiriamieji
asmenys produktg naudojo du kartus per dieng, su praS§ymu nenaudoti kity kosmetiniy priemoniy,
kurios galéty daryti jtaka odos buklei. Pagamintas serumas isdalintas zmones suskirs¢ius j dvi
grupes — 50 % asmeny naudojo preparatg su salicino ekstraktu ir kiti 50 % naudojo placeba
(produkta be tiriamosios medziagos), taciau tiriamiesiems asmenims $is faktas atskleistas nebuvo.
Gauti duomenys analizuojami ir pateikiami rezultatai apie vietinés kilmés karklo Salix purpurea
., Gracilis“ zievéje esanCio salicino poveikj gydant odos ligas.



Baigiamojo darbo tikslas:

1. Chromatografinés analizés metodu nustatyti augaliniame ekstrakte esantj tiriamosios
medziagos - salicino, kiekj.

2. Suformuluoti kosmetikos gaminj su vietinés augalinés kilmés karklo zieves ekstraktu.

3. Atlikti tyrimg su zmoniy grupe, turinia odos problemy, susisteminti rezultatus ir
pateikti karkly Zievéje esancio salicino efektyvumg gydant problematiska oda.

Uzdaviniai:

1. Surinkti augaling zaliavg, paruosti karkly zieve ekstrakto gamybai, iSzdiovinus
jvertinti augalo drégmés praradima.

2. Soksleto metodu pagaminti metanolinius ekstraktus dujy chromatografijos analizei,

salicino aptikimo jvertinimui.

3. Maceracijos ir sonifikavimo metodu paruosti hidroglicerino ekstraktus efektyviosios
skys¢iy chromatografijos analizei, salicino Kiekio ekstrakte nustatymui.

4. UAB ,, KOSMETIKOS TYRIMU CENTRAS* laboratorijoje pagaminti augalinio
ekstrakto turintj seruma, taip pat placebo seruma, neturintj veikliosios medziagos.

5. Atlikti bandomojo gaminio mikrobiologing analize, jvertinti produkto sterilumo
kokybe.
6. Ivertinti sukurto augalinio serumo efektyvumg, remiantis tyrimu su Zmoniy grupe,

turin¢ia odos problemy, pateikti gautus rezultatus.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Karklo botaniné¢ Klasifikacija

Karalysté — Plantae — Augalai

Pokaralysté — Tracheobionta — Induodiai augalai
Super skyrius — Spermatophyta — Sékliniai augalai
Skyrius — Magnoliophyta — Zydintys augalai
Klasé — Magnoliopsida — Dviskil¢iai augalai
Poklasé — Dilleniidae - Dilenijaziedziai

Eilé — Salicales - Gluosniaziedziai

Seima — Salicaceae — Gluosniniy

Gentis — Salix L. — Karklas (USDA, 2020).
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1.2 Botaninis karklo genties apibiidinimas

Sio darbo metu tirtas augalas, karklas, priklauso gluosniniy (Salicaceae) $eimai. Pasauliniu
mastu gluosniniy Seimoje yra trys gentys: drebulé, tuopa — Populus L., gluosnis, karklas, zilvitis —
Salix L. ir ¢iozenija — Chosenia Nakai. Sios genties augalai yra skirstomi j medzius, kriimus ir
kriimokSnius, visos rasys turi polinkj i Sakotuma, ypa¢ buidingas simpodinis Sakojimasis, dél kurio
atsiranda augalo formy jvairové, tokios formos kaip kupolas, skétisSka, kiigiSka, rutuliska ir pan
(Kuzovkina ir kt., 2008).

Gluosniniy genties augalai gali iSauginti dviejy rusiy mettglius, pirmieji yra ilgatigliai,
kuriems buidingi ilgesni tarpubambliai, stambesni lapai, prielapiai bei pumpurai. Antroji rusis yra
trumpaiigliai, kuriy savybé yra iSaugti ant vyresnés kartos, tai antros, trecios eilés Saky ir ant jy
auginti tipinius savo rasiai tglius (Kuzovkina ir kt., 2008). Karklai ir gluosniai turi unikalig
biologing savybe - nukirtus jy stiebus, 1§ kelmeliy iSauga gausiis ir sparciai augantys atzaliniai
tgliai, dazniausiai jy dydis siekia iki 2 — 2,5 metry, Sia savybe remiasi ir biologai augindami
gluosniniy genties augalus plantacijose (Navasaitis ir kt., 2003).

Pagal fiziologines savybes gali buti skiriami keturi gluosniy ir karkly metiigliy plaukuotumo
tipai, tai Silkiskas, aksomiskas, voratinkliskas bei trumpai veltiniskas. Zievés spalvos variacija
priklauso nuo atitinkamos augalo rasies (Navasaitis ir kt., 2003).

Salix genties augaly lapai yra prazanginiai, su lapkociais, lygiais kraStais, dantyti, banguoti
arba pjukliski, forma gali buti jvairi — elipsiSska, linijiSka — lacentiSka, lacentiSka, ovali arba
kiausiniska. Karkly lapy apatiné pusé dazniausiai biina padengta sidabriskais plaukeliais (Eisenreich
ir kt., 2007). Lapo ziotelés esti pilk§vojoje lapo dalyje, taciau priklausomai nuo drégmés kiekio
aplinkoje jos gali biti i§sidesc¢iusios abiejose lapo pusése (Butkevi¢, 2007). Taip pat apatine lapy
pusé gali but apsitraukusi apnasomis (Wichtl, 2004). Lapy dydziui ir formai jtakos turi jy padétis
ant Giglio, daZniausiai virSutiné lapy spalva skiriasi nuo apatinés ir daugelio riiSiy gluosniy ir karkly
lapai turi prielapius ( Navasaitis ir kt., 2003).

Tiriamyjy karkly Ziedai neturi apyziedZio, yra smulkis, telkiasi Ziedynuose, kuriuos dar
galima vadinti Zirginiais. Siy augaly Ziedy forma paprastai yra vertikali, ne retai biina lenkta,
pasitaiko atvejy, kuomet prazydus yra plaukuoti. Atlikti tyrimai rodo, jog skirtingos karkly rasys
turi skirtingg kiekj ziedy, jy gali bati net nuo 19 iki 192 (Butkevi¢, 2007). Karkly pavieniy ziedy



pastebima néra, jie atsiranda tuomet, kai formuojasi lapai arba véliau, vyriSkosios lyties karklo
ziedai turi nuo 1 iki 8 kuokeliy (Wichtl, 2004).

Vietinés kilmés dendrofloros gluosniy ir karkly genties rusys pagal kuokeliy skaiCiy ziede
skirstomos j 3 grupes, tai turin¢ios po 2, 3 ir 15 kuokeliy. Moteriskasis (piestelinis) ziedas susideda
i§ keliy komponenty — pazied¢ ir viena arba dvi nektarinés piestelés, kurig sudaro mezginé,
liemeneélis, purka ir kotelis. TipiSka virSutiné mezginés forma yra vienalizde, siauréjanti j virSiing,
kiigiska, plaukuota arba plika, taip pat gali biti su kotu arba i§vis bekoté. Sio augalo purkos biina
dviskiautés arba keturskiautés (Navasaitis ir kt., 2003).

Gluosniniy Seimos augaly Zydéjimas prasideda anksti, varijuoja tarp antros ir trecios
balandzio ménesio dekados, zyd¢jimas trunka priklausomai nuo klimato salygy ir augalo rusies,
tipiskai 7 — 10 dieny (Kuzovkina, 2008).

Salix genties karkly vaisius yra diaugiaséklé, vienalizdé dézuté, kurioje buna nuo 3 iki 22
sékly. Sios séklos yra smulkios, turi ilgus skristukus, dazniausiai padengtos plaukeliais ir linkusios
greitai tapti nedaigiomis (Kuzovkina, 2008). Daugintis Sie augalai geba keliais buidais, tai séklomis
ir vegetatyviniu biidu: atlankomis, gyvaSakémis, Zaliaisiais auginiais, gyvakuoliais. Karklai auga
labai greitai, turi polinkj i aktyvig rizogeneze, atsparumga Sal¢iui. Ne retai daugelis rGsiy kryzminasi
tarpusavyje, ko pasekoje susidaro nataraliis hibridai (Smaliukas, 2006).

1 pav. Salix alba ssp. alba kl. 04115 kolekcinio lauko bendras vaizdas: a — vienameciai
atzaliniai tigliai, b — keturmeciai stiebai. Nuotrauka i§ Vilniaus Gamtos tyrimy centro
Botanikos instituto karkly plantacijos, kurioje buvo surinkta augaliné Zaliava.

1.3 Augaly rasys ir kilmé

Tiriamojo augalo Salix gimtine yra laikoma Azija, Europa bei Siaurés Amerika (Wichtl,
2004). Sio magistrinio darbo metu naudota augaliné zaliava — Zievé, atskirta nuo vietinés kilmés
augaly Saky, kurios atsiveztos i§ Gamtos moksly centro Botanikos instituto padalinio Vilniuje.
Tirtos penkios skirtingos rasys: Salix purpurea f. lutea, Salix alba ssp. coerulea, Salix purpurea f.
angusifolia, Salix purpurea ,, Gracilis “, Salix integra xS. kochiana Nr.43.



Vokietijos komisijos E monografija nurodo rasis Salix alba, Salix purpurea, Salix fragilis
kaip pagrindinj reikiamos zaliavos — salicino S$altinj, taciau, priklausomai nuo augalo amziaus ir
klimato zonos, kitos rtsys taip pat gali kaupti salicing ir yra tiriamos (Wichtl, 2004).

1.4 Cheminé karklo zievés sudétis

Literatiroje iSanalizavus atliktus tyrimus su karkly zievémis, pateikti rezultatai nurodo jos
cheming sudét], randama: >1,5 — 11 proc. salicilaty, taciau reikia atsizvelgti, jog zievés kokybing ir
kiekybiné sudétis labai priklauso nuo atitinkamos karklo rasies (Wichtl, 2004). Tyrimuose
nustatyta, jog apie 0,5 % salicilaty kaupia Salix alba, Salix fragilis kaupia nuo 1 iki 10 % ir Salix
purpurea zievéje yra nuo 3 iki 9 % salicilaty (Barnes ir kt., 2007). Taip pat pateikti tyrimy
rezultatai, kuriuose pastebéta, jog dazniausiai augalo Zievéje nustatomi ir Sie glikozidiniai salicilaty
darinai: salicino 6-O-acil junginys, fragilinas, salicinas, populino 2-O-acetil darinys, populinas,
salikortinas su jo 2-O-, 3-O-, 4-O-acetil junginiais, salikortino 2-O-benzoil darinys (tremulacinas),
vimalinas, 2-O-cinamoil junginys, triandrinas. Kaip pateikta 1 lenteléje, istyrus karkly Salix zieve,
joje taip pat randama riig8¢iy (salicilo, p — hidroksibenzoin¢, kofeino, ferulo, p — kumarino riigstys),
flavonoidy (kvercetino, liuteolino, eriodiktiolio, naringenino ir jo dariniy, ampelopsino, chalkono,
izosalipurpozido, katechino), fenoliniy alkoholiy (saligeninas), nuo 8 iki 20 % taniny. (Wichtl,
2004).

1 lentelé. Gluosnio Zievés sudétinés dalys.

Fenoliniai junginiai

Fenoliniai glikozidai Flavonoidai Rugstys Fenoliniai | Rauginés

alkoholiai | medZiagos

Salicinas, salicino 6-O- Katechinas, Salicilo, p- Saligeninas | Taninai
acil darinys, fragilinas (2-O- ampelopsinas, | hidroksibenzoiné,
acetilsalicinas), populinas, kvercetinas, kofeino,ferulo, p-
populino 2-O-acetil darinys, liuteolinas, kumarino
salikortinas, salikortino 2-O-, eriodiktiolis,
3-0-, 4-O- acetil dariniai, naringeninas,
salikortino 2-O-benzoil darinys chalkonas,

(tremulacinas), salikortino 2- | izosalipurpozidas

O-cinamoil darinys




1.5 Salix augaliniy ekstrakty panaudojimas medicinoje

Gluosniniy Seimos Zievés fito vaistai etno-medicinos istorijoje siekia senoves graiky, asiry ir
egiptieCiy civilizacijas, jau tais laikais zmonés naudojo Salix augalus dél jy ypatingyjy gydomyjy
savybiy, kurias teikia Zievéje esantis salicinas. Istoriniai dokumentai tvirtina, jog susmulkintos arba
milteliy pavidalu daugiausia buvo naudojamos S. alba, S. nigra, S. purpurea, S. daphnoides ir S.
fragilis rusys (Desborough ir kt., 2017). Tiek nattralus, i$ augaliniy ekstrakty gaunamas salicinas,
tiek sintetinis jo analogas aspirinas, veikia kaip prieSuzdegiminiai vaistai ir zmogaus organizme yra
metabolizuojami ] salicilata — aktyvyj; farmakofora, kuris geba konkurencingai slopinti
ciklooksigenaze (Akao ir kt., 2002).

Atlikus tyrimus, mokslininkai teikia iSvadas, jog toki gydomajj poveiki suteikia butent
salicinas, esantis ziev¢je, taciau nepaisant to, tolimesni tyrimai parod¢, jog tokj poveikj turi ne tik
salicinas, bet ir kitos medziagos esancios zievéje, tai prie§ tai minéti augalo zievéje randami
polifenoliai ir flavonoidai. Nustatyta, jog pastarieji junginiai turi antioksidaciniy, kar§¢iavimag
mazinan¢iy, imunitetg stiprinanéiy ir antiseptiniy savybiy (EI-Shemy ir kt., 2007). Gluosnio zievés
ekstraktai yra naudojami medicininiuose preparatuose, skirtuose numal$inti bendra perSalimg, esant
reumatui ar artritui (Kenstaviciene, 2009).

1.6 Salicinas

Zodis salicinas kildinamas i§ gluosnio lotynigko pavadinimo Salix. Salicinas yra balti kartaus
skonio milteliai, kurie dazniausiai yra gaunami ekstrahuojant vandenj i§ gluosnio zievés ir lapy. Kiti
salicino pavadinimai yra: p-D-gliukopiranozidas; 2-(hidroksimetil) fenilas; 2-(hidroksimetil) fenil-
B-D-gliukopiranozidas; druskos tirpalas; salikozidas; salicilo alkoholio gliukozidas ir saligenin-p-D-
gliukopiranozidas (Mahdi, 2006).

1935 m. italy chemikas Raffacle Piria, atlikes riigstinés hidrolizés eksperimentus, nustaté, kad
cheminé salicino struktira yra 2-(hidroksimetil) fenil-1-B-D-gliukopiranozidas (Mahdi, 2010).
Virskinimo trakte galima salicino hidrolizé per eterinj ry$j. Gaunama D-gliukoz¢ ir salicilo
alkoholis (2 pav.). Salicilo alkoholis toliau oksiduojasi j salicilo ragstj ir kitus salicilaty junginius,
tokius kaip saligeninas, salicilurino riigstis, salicilo gliukuronidai ir gentizino riigstis, kurie visi yra
pasalinami per inkstus (Mahdi, 2010).

OH OH oH
0]
HO @ o)
HO Hydrolysis HO
P HO
HO OH
HO
Salicin D-Glucose
@] OH + OH
HO HO
Absorption
Other Salicylates  + < - -
e ey Oxidation
Salicylic Acid Salicyl Alcohol

2 pav. Salicino hidrolizés reakcija.
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Salicino arba 2-(hidroksimetil) fenil-O-B-D-gliukopiranozido molekuliné masé yra 286,27
g/mol. Medziagos IUPAC pavadinimas (2R, 3S, 4S, 5R, 6S)-2-(hidroksimetil)-6-[2-(hidroksimetil)
fenoksi] oksan-3,4,5-triolis. Cheminé Sio junginio struktira apima p-D-gliukozés ir 2-
hidroksibenzilo alkoholj arba salicilo alkoholj (3 pav). Kaip matoma, struktiiriné¢je formuléjé,
salicinas turi septynis deguonies atomus kaip H-jungties akceptorius ir penkias hidroksilo grupes.
Sis junginys taip pat turi devynis sukimosi rysius, kurie kontroliuoja jo konformacine struktiira. Be
to, p-D-gliukozés ir salicilo alkoholio fragmentai yra sujungti p-1,1'-D-glikozidiniu rysiu. Sios
struktiirinés savybeés lemia salicino poliSkuma, tod¢l B-D-salicino ekstrahavimui reikalinga poliniy
tirpikliy sistema, tokia kaip verdantis vanduo ir etilo alkoholis (Mahdi, 2014).

OH

3 pav. Salicino struktiiriné formulé.

Kaip pateikta 4 paveikslélyje, salicino biosintezé vyksta per fenilpropanoidinj kelig, kuris
prasideda nuo L-fenilalanino [6] (4 pav.). Sio junginio, p-D-salicino [1] (4 pav.), susidarymas
apima penkis etapus: deaminavimg, orto-hidroksilinimg, p-oksidacija, C2 eliminacijg ir
glikozilinimg (Babst ir kt., 2010).

OH 0
0 OH

&WQ\ lj“l Yo

[6] |5| [ 2]

4 pav. Salicino biosintezés schema.

Patekes | Zmogaus organizma, vartojant oraliniu budu, salicinas yra metabolizuojamas |
salicilo riigstj. Sis metabolizmo etapas vyksta virskinimo trakte ir kraujyje, apimant glikono
hidrolizg ir benzilo anglies oksidacija (Mahdi, 2014).
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1.7 Akne

Akné (lot. acne vulgaris) yra dermatologiné liga, sukelianti neuzdegiminius pazeidimus
(atvirus ir uzdarus kamedonus), uzdegiminius pazeidimus (papulés, pustulés ir mazgeliai) bei
jvairaus laipsnio randus. Tai yra ypa¢ dazna liga, paplitusi iki 85 % pasaulio Zmoniy populiacijos ir
dazniausiai pasireiSkianti paauglystéje (Bhate ir Williams, 2013). Taciau iSanalizavus statistikg
galima pamatyti, jog akné gali i$likti ir iki pilnametystés: 50 — 9 % bérimai kamuoja 20 — 29 mety
moteris ir 26,3 % vargina ir iki 40 — 49 mety (Collier ir kt., 2008).

Sios ligos pasekmés yra varginanéios ne tik dél ne estetisko iSorinio vaizdo, bet taip pat
daugeliui Zmoniy, turin¢iy akng, iSsivysto psichologiniai sutrikimai, tokie kaip nepasitikéjimas
savimi, depresija ir nerimas, kurie turi jtakos neigiamai gyvenimo kokybei (Ramos-e-Silva ir kt.,
2015).

Dermatologiniy tyrimy metu nustatyta, jog aknés gydymui yra naudingi cheminiai odos
Sveitikliai, tiek sintetiniai, tick nattralts. Viena i§ tokiy, literatiroje apraSyty, odos regeneracija
skatinan¢iy medziagy yra salicilo rugstis, kurig, kaip anks€iau minéta, galima gauti salicing
paveikus atitinkamais cheminiais reagentais. Si riigitis turi savybe suminkstinti giliausiai esantj
epidermio sluoksnj, tuomet oda pradeda luptis, paSalindama susidariusius neuzdegiminius
kamedonus (Lekakh ir kt., 2015).

1.8 Salicilo ragstis

Vokie¢iy dermatologas, Paul Gerson Unna, pirmasis 19 amziaus antrojoje pusé¢je aprasé
salicilo riigSties gydomasias savybes ir panaudojimg. Nuo tada §i veiklioji medziaga yra naudojama
daugelyje preparaty, skirty kovoti su odos problemomis (Grimes ir kt., 2006).

20-0jo amziaus dermatologas Kligmanas salicilo riigS§ti apibidino kaip B-hidroksi riigsti,
tadiau Yu ir Van Scott ja klasifikavo kaip fenoling aromating riigstj. Si rigstis turi karboksilo (-
COOH) ir hidroksilo (-OH) grupes, tiesiogiai prijungtas prie aromatinio benzeno ziedo, skirtingai
nuo P-hidroksi ragsties, turinios alifatinés anglies atomo granding. Taip pat Si rugstis turi
hidroksilo grupe, turin€ig riigStiniy savybiy, tuo tarpu tikrosios B-hidroksi rugsties hidroksilo grupé
yra neutrali (Arif, 2015).

OH

HO

5 pav. Salicilo rugsties strukttiriné formulé.

Mokslininiy tyrimy metu nustatyta, jog salicilo riigstis, prieSingai nei a-hidroksi rugstys (pvz.
glikolio ruigstis) yra riebaluose tirpi medZiaga, todél gali maiSytis su plauky folikuluose esanciais
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epidermio lipidais ir riebaliniy liauky lipidais. Taip pat ji turi keratolitines ir komedolitines savybes
- tirpdo raginj odos sluoksnj bei naikina komedonus — tamsius, riebalinius darinius odos porose
(Arif, 2015). Dermatologiniuose tyrimuose istirta ir nustatyta $ios rigSties nauda pacientams,
turintiems odos bérimy, salicilo riigStis sumazina riebaly sekrecijg, taip salygodama bérimy
mazéjimag (Arif, 2015). Salicilo ragstis veikia kaip lipofiliné medziaga, kuri gali pasalinti
tarplastelinius lipidus, kovalentiskai susietus su karnizuotu apvalkalu, supanciu pavirSiaus epitelio
lasteles. Dermatologai sékmingai naudoja $j antihiperplastinj riigSties poveikj cheminiam odos
atnaujinimui (Arif, 2015).

Odos epidermio lgsteliy sankaupos priklauso nuo desmosomy — adheziniy odos Igsteliy
jungéiy, kuriose yra baltymy desmogleiny, atsakingy uz desmosomy formavimasi. Nustatyta, jog
salicilo riigstis turi savybe ,,iStraukti* Siuos baltymus, tuomet yra prarandama epidermio Igsteliy
sankaupa ir vyksta eksfoliacija (negyvy audiniy atsiskyrimas) (Imayama ir kt., 2000). Taigi pagal
veikimo mechanizma $ig rugst] galima laikyti desmolitine, o ne keratolitine medziaga, kadangi ji
veikia sutrikdydama lasteliy jungtis, o ne skaidydama ar lizuodama tarplgstelinius keratino
filamentus (Del Rosso, 2005). Imayama ir mokslininky grupé tyré peliy, neturin¢iy plauko, odos
histologinius pokycius po saveikos su salicilo rigstimi. ISanalizavus rezultatus buvo pastebéta
sukietéjusiy lasteliy netektis, padidéjes epidermio lgsteliy ir po jomis esanéiy fibroblasty -
jungiamyjy odos audinio lasteliy, aktyvumas (regeneracija). Buvo padaryta iSvada, jog salicilo
rugstis gali sukelti apatinio derminio audinio pakitimus, tiesiogiai nepazeidziant odos (Imayama,
2000).

Viena i§ labiausiai tirty salicilo rigsties savybiy yra jos antioksidacinis aktyvumas. Kadangi §i
rigstis yra naudojama kaip cheminé hidroksilo radikaly gaudyklé, buvo iSsiaiSkinta, kad salicilo
rugstis gali sumazinti audiniy zala, kurig sukelia hipoksija — tai yra organy ir audiniy pazeidimas,
kuomet jiems stinga deguonies (Randjelovi¢ ir kt., 2015).

Mokslininky grupé atliko tyrima, naudodami salicilo riigstj, tyré 16 japony pacienty, turinéiy
veido spuogy (atviry ir uzdary kamedony), tadiau bendrai esanciy geros sveikatos biiklés
(Hashimoto ir kt., 2007). Tiriamieji asmenys 2 savaites naudojo odos §veitiklj, turintj salicilo
rugsties. Kiekvienas pacientas ant savo veido tepdavo 5 g 30 % salicilo ragstj, esancig
polietilenglikolio tirpiklyje, po 5 minu¢iy oda buvo kruops¢iai nuplaunama vandeniu. Tyrimo metu
visi kiti vietiniai spuogy gydymo biidai buvo draudZiami. 6 — ame paveikslélyje matomos
nuotraukos darytos prie§ tyrima ir po dviejy savaiciy produkto naudojimo (Hashimoto ir kt., 2007).

Pagal mokslininky grupés pasitilyta klasifikavimo sistema, kuomet pradinis lygis yra III
(sunkiis bérimai), pacienty veido bérimai nuo pirmosios dienos iki 2-0Si0S savaités pabaigos
visiems sumazéjo iki I laipsnio (labai sumazéje bérimai) (Hashimoto ir kt., 2007).

13



6 pav. Nuotrauka pries (A) ir po (B) tyrimo su salicilo rugsties odos Sveitikliu, akivaizdziai
matomas spuogy ir kamedony sumaz¢jimas. B paveikslélyje néra pastebima odos riebaly
liauky sekrecija (Hashimoto ir kt., 2007).

1.9 Augaliniai ekstraktai

Pasak Pasaulio Sveikatos Organizacijos, i§ 225 vaisty, kurie yra laikomi pagrindiniais ir
biitinais Zmoniy gydymui, net 11 % i§ jy veikliyjy medziagy yra iSskiriama biitent i§ augaly. O taip
pat ir nemazas kiekis sintetiniy vaisty yra gaminamas i§ augaliniy vaisty pirmtaky (Gupta ir kt.,
2012).

Norint isskirti i§ augalo atitinkamas veikligsias medziagas yra vykdomas fitocheminis
tyrimas, kuris apima $iuos pagrindinius veiksmus: augalinés medziagos autentiSkumo nustatymas ir
ekstrahavimas, dominanciy sudedamyjy daliy atskyrimas ir iSskyrimas, iSskirty junginiy
apibuidinimas ir kiekybinis jvertinimas (Evans, 2008).

Tyrinédami augaliniy ekstrakty gamybos metodikas mokslininkai d¢jo daug pastangy, kad
biity iSrinktas efektyviausias ir veiksmingiausias biidas. Efektyvuma nusako gauta ekstrakto iSeiga,
o veiksminguma nurodo ekstrakto potencialas (biologiné reikSme / gebéjimas sukelti reikiama
poveikj). Literatliriniuose Saltiniuose nurodoma, jog ekstrakcija yra vienas tvariausiy biologiniy
komponenty i$skyrimo biidy i$ augaly (Jadhav et al., 2009). Ta¢iau gaminant augalinj ekstraktg yra
privaloma pasirinkti efektyviausig ekstrakcijos principa, todél neretai tyréjai iSbando bent kelis
metodus. Taip jie apsisaugo nuo paklaidy, kurios daznai iskyla naudojant tas pacias zaliavas, taciau
skirtingas ekstrakcijos metodikas (Gupta ir kt., 2012).

1.9.1 Augaliniy ekstrakty gamybos metodai

Ekstrakcija yra pirmas Zingsnis norint atskirti natiiralias aktyvias medziagas i§ turimy
augaliniy Zzaliavy, §is metodas apima ekstrahavima tirpikliu, distiliavimo metoda bei presavima.
Siomis dienomis pladiausiai naudojamas ekstrahavimas tirpikliu, kuris taip pat buvo naudojamas
mano tiriamajame darbe. Ekstrahavimg tirpikliu galima suskirstyti j keturis segmentus: 1) tirpiklio
prasiskverbimas j kietg matricg; 2) tirpinio iStirpimas tirpiklyje; 3) tirpiosios medziagos (tirpinio)
iSsiskyrimas i§ kietosios matricos; 4) ekstrahuojamy tirpiyjy medziagy surinkimas. Naudojant §j
metoda biitina atsizvelgti | tirpiklio savybes, Zaliavy daleliy dydj, tirpiklio ir kietos medziagos
santykj, taip pat ekstrahavimo efektyvumui didele jtaka turi ekstrahavimo temperattira ir trukmé
(Zhao ir kt., 2011).
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Renkantis tirpiklius ekstrahavimui svarbu atsizvelgti j jy selektyvuma, kaing bei sauguma.
Remiantis panasumo ir suderinamumo désniu (tirpinio tirpumas tirpiklyje), tirpikliai, kuriy
poliskumo verté artima tirpios medziagos poliskumui, greiciausiai veiks geriau bei efektyviau, nei
tie, kuriy poliskumas neatitinka turimos medziagos poliskumo. Alkoholiai, tokie kaip etanolis ir
metanolis yra universalts ekstrahavimui vykdant fitocheminius tyrimus. Taip pat daleliy dydis turi
reikSmés ekstrakcijos efektyvumui, paprastai, kuo smulkesnis daleliy dydis, tuo geresni iSeigos
rezultatai gaunami. Tai galima paaiskinti tuo, jog esant mazoms daleléms, padidéja tirpikliy
jsiskverbimas ir tirpiy medziagy difuzija. Taciau per daug mazas daleliy dydis gali salygoti per
didel¢ tirpios medziagos absorbcija kietoje medziagoje, kuomet galima susidurti su sunkumais
vélesniame filtravime (Zhang ir kt., 2018).

Svarbu yra tinkamas temperatiiros parinkimas, kadangi daznai auks$ta temperatiira padidina
augalinés kilmés aktyviosios medziagos tirpuma bei difuzija, taciau dél per daug aukstos
temperattiros gali jvykti tirpiklio iSgaravimas, ko pasekoje yra tikimybé atsirasti priemaiSoms ir
termolabiliy komponenty suirimui. Atsizvelgiant j ektrahavimo laika, efektyvumas didéja ilgéjant
proceso trukmei tam tikru laikotarpiu, taciau pailgéjes proceso laikas nebeturés jtakos efektyvumui,
kuomet bus pasiekta tirpios medziagos pusiausvyra kietoje matricoje ir iSoréje (Zhang ir kt., 2018).

Maceracija yra vienas papras¢iausiy ir pigiausiy augaliniy medziagy ekstrakcijos metody,
turintis trokumy dél ilgo proceso laiko. Jprastai §is metodas yra naudojamas termolabiliems
komponentams i$gauti (Zhang ir kt., 2018). Maceracijos metodo principas yra zaliavos audiniy
suminkstinimas ir suskaidymas ] mazesnes dalis naudojant skys¢ius, proceso metu audiniui
suminkstéjus, jo viduje esancios veikliosios medziagos (tirpinys) yra iSplaunamos j ekstrakty. Tokiu
biidu ekstrakte atsiranda daug metabolity, tokiy kaip fenoliai, terpenai, flavonoidai ir pigmentai
(Sharma, 2018). Taip pat nesenai mokslininkai pristaté ir naujag maceravimo metodika — mikroby
maceravimg, kurio metu naudojant skirtingus mikroorganizmus i§ vaisiy, darzoviy, ankStiniy
augaly, griidy buvo iSgaunami bioaktyvis junginiai, tokie kaip fenoliai, antioksidantai, taninai ir
saponinai. Maceravimo metodas turi didelj pranasuma, nes leidzia iSgauti reikiamus junginius i§
skirtingy Saltiniy, lengvas paruoSimo budas, nedidelés iSlaidos bei maZos energijos sanaudos
(Sharma, 2018).

Perkoliacija tai dar vienas ekstrahavimo metodas, kuris yra aprasomas kaip efektyvesnis nei
maceracija, nes tai yra nuolatinis nepertraukiamas procesas, kuriame yra nuolat keiiami sotieji
tirpikliai (Zhang ir kt., 2018). Taikant nuoseklyjj perkoliacijos metoda, vaistiniai augalai 24
valandas yra laikomi viename tirpiklyje, kai filtratas yra surenkamas, ta pati medziaga yra
ekstrahuojama kitu tirpikliu neteikiant Silumos (Baravalia ir kt,m 2009). Perkoliacijos metodo
pranasumai yra didesné ekstrakto iSeiga i§ salyginai mazo kiekio zaliavos. Antrasis perkoliacijos
pranaSumas yra tai, jog procesas gali buti paliekamas per nakt] zemoje temperatiiroje ir nesudaro
sunkumy tyréjams. Taip pat Saltojo perkoliacijos metodo metu yra naudojami skirtingo poliskumo
tirpikliai, augalinés Zaliavos bioaktyvios medziagos iStirpinamos tirpiklyje pagal jy tirpumo pobidj,
pvz. lipidai istirps nepoliniuose tirpikliuose, tokiuose kaip toluenas, kuomet cukrtis arba fenoliai
tirps poliniuose tirpikliuose, tokiuose kaip acetonas (Chand air kt., 2012). Sis metodas dazniausiai
yra naudojamas aktyviems ingridientams iSgauti, ruoSiant tinktiiras ir skys¢iy ekstraktus. Proceso
metu paprastai naudojamas perkoliatorius (siauras kiigio formos indas, atidarytas i§ abiejy galy).
Kietoji medZziaga yra jdedama ] atitinkama nurodyta kiekj tirpiklio ir palieckama stovéti mazdaug 4
valandas sandarioje talpykloje, praéjus Siam laikui visas turinys yra supilamas j perkoliatoriy. Taip
pat ] perkoliatoriaus talpg yra jpilamas papildomas kiekis tirpiklio, kad susidaryty seklus sluoksnis
ir tuomet misinys 24 valandas paliekamas uzdarame perkoliatoriuje. Po paros, perkoliatoriaus
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kams§tis yra atidaromas ir skysCiui leidZiama laséti. Surinkus ekstraktg vykdomas filtravimas,
pasalinamos i$spaudos, gautas tirpalas praskiedziamas iki reikiamo kiekio (Chanda ir kt., 2012).

Dekantavimas - gaminant ekstrakta dekantavimo metodu, ekstraktas yra nupilamas nuo
nuosédy, Sis procesas gali salygoti ekstrakte esant] didelj kiekij vandenyje tirpiy priemaiSy.
Dekantavimo proceso metu neapdorota vaistiné medziaga nustatyta laikg yra virinama nurodytu
kiekiu vandens, po to tirpalas yra filtruojamas. Turimos Zzaliavos ir vandens pradinis santykis
dazniausiai nustatomas ekstrahuojant, zaliavos kiekis turi sudaryti ketvirtadalj ekstrakto tirio.
Gautas ekstraktas filtruojamas arba naudojamas tolimesniuose perdirbimo darbuose (Chanda ir kt.,
2012). Pastaroji metodika yra naudojama gaminant augalinius ekstraktus termolabiliems arba
lakiems komponentams i$gauti (Zhang ir kt., 2018).

Soksletas — §is metodas integruoja refliuksinio ekstrahavimo ir perkoliacijos panasumus,
kuomet yra naudojamasi refliukso ir sifono principais, kad turima Zaliava biity nuolat plaunama
$vieziu tirpikliu. Sis principas yra automatinis nepertraukiamo ekstrahavimo metodas, pasizymintis
dideliu efektyvumu, reikalaujantis maziau laiko ir tirpiklio sunaudojimo nei maceracija ar
perkoliavimas. Siam ekstrahavimo metodui yra biidinga, jog aukstesné temperatiira ir ilgesnis
proceso laikas gali padidinti terminio skilimo galimybes (Zhang ir kt., 2018). Taikant §j metoda,
vaistin¢ zaliava yra dedama ] poréta maiSelj arba ,antpirs$ti, pagaminta i§ tankaus pluosto
medZiagos, kuri yra talpinama soksleto aparato kameroje (7 pav.). Sis procesas yra testinis ir
vykdomas tol, kol i§ sifono vamzdelio i$éjes paskutinis tirpiklio laSas nepalieka likuéiy iSgaravus.
Nedidelés apimties darbams soksletas naudojamas kaip vienkartinis procesas, taciau jis tampa daug
ekonomiskesnis ir perspektyvesnis, kuomet vykdoma vidutinio ar didelio masto gamyba ir
ekstrakcija vykdoma nepertraukiamai (Chand ir kt., 2012).

Condenser

Extractor _|

Sample —

Distillation
flask

+«—Heat source

7 pav. Soksleto surinkimo schema (Luque de Castro ir kt., 2010).

Suslégto skys¢io ekstrahavimas — $is metodas, sKirtingy tyrimy grupiy straipsniuose, yra
apraSytas kaip pagreitintas tirpiklio ekstrahavimas, sustiprintas ekstrahavimas, suslégto skyscio
ekstrahavimas ir auksto slégio skysCio ekstrahavimas. Biitent Sioje ekstrahavimo metodikoje veikia
aukstas slégis, dé¢l kurio tirpikliai biina skysti, kai jy virimo temperatiira yra auksSta. Tai sglygoja
greita tirpinio difuzija j tirpiklj ir efektyvy tirpiklio jsiskverbimg j kieta medziagos matricg. Suslégto
skysCio ekstrahavimas labai sumazina ekstrahavimo laikg ir tirpiklio sgnaudas, taip pat pasizymi
didesniu tikslumu, lyginant su anks¢iau i$vardintais metodais (Zhang ir kt., 2018). Sio metodo
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pranasumai yra tokie, jog naudojant auksta slégj ir temperatiirg néra pasiekiamas kritinis taskas,
kuris salygoty ekstrahuojamy medziagy praradimg (Nieto ir kt. 2010), taip pat vienas i§ suslégto
skysCio ekstrahavimo privalumy yra nedidelés proceso sanaudos (Nieto ir kt., 2010). Taciau
pagrindiniai §io proceso trikumai yra tai, kad ekstrahavimo proceso metu tiriamyjy medziagy
atskyrimas néra auksto efektyvumo, o analités kartais gali buti per daug praskiedziamos, ypac
proceso metu vykdant daug cikly i$ eilés (Nieto ir kt., 2010).

Ekstrakcija su ultragarsu - Sio metodo isskirtinumas yra tai, jog ekstrahavimo metu yra
naudojama ultragarso bangy energija. Pastarasis metodas apima ultragarso, kurio daznis svyruoja
nuo 20 kHz iki 2000 kHz naudojimg. Ultragarsas tirpiklyje sukuria kavitacijg (ultragarsinis figtiros
keitimo budas), pagreitina medziagos tirpimg ir difuzija, taip pat Silumos perdavima, skatindamas
ekstrahavimo efektyvumag. Ultragarso metodo pranasumas yra mazos tirpiklio ir energijos sagnaudos
bei sumaZinta proceso temperatiira ir laikas, lyginant su ankséiau aptartais metodais. Sis variantas
yra tinkamas norint iSskirti termolabilius ir nestabilius junginius, biitent i§ natiiraliy augaliniy
zaliavy (Zhang ir kt., 2018). Nors §is procesas kai kuriais atvejais yra naudingas, kaip pavyzdziui,
karklo Zievés ekstrahavimui, ta¢iau jo naudojimas dideliu mastu yra ribotas dél didesniy proceso
i8laidy (Chanda ir kt., 2012).

1.10 Augaliniy ekstrakty analizé

Magistro tiriamojo darbo metu aktyviy medziagy nustatymui augaliniame ekstrakte buvo
naudojami efektyviosios skysCiy bei dujy chromatografijos metodai. Chromatografija tai placiai
naudojamas fiziko-cheminis jvairiy medziagy iSskirstymo i§ miSinio buidas, kuris buvo atrastas
rusy-italy botaniko M. S. Cvet‘o jau ankstyvame 20-jame amziuje. 1903 m. kovo 21 d. VarSuvos
Visuomenés Gamtos moksly susitikime, vykusiame minétojo mokslininko pristatyme, pavadinimu
“On the new form of adsorption phenomena and its application in biochemical analysis”, buvo
pristatytas labai detalus adsorbcijos, paremtos junginiy atskyrimu, fenomenas, kuris pavadintas
chromatografija (graik. spalvos egistravimas) (Kazakevich ir kt., 2007). Bégant metams $is metodas
buvo sparciai vystomas ir kuriama ne viena Siomis dienomis zinoma atmaina. Vienas i$ paciy
svarbiausiy ir vis dar daugiausiai naudojamy chromatografinio atskyrimo metody yra efektyvioji
skysCiy chromatografija, kuri pirma karta buvo paminéta profesoriaus Horvato dvideSimt pirmojoje
Pitsburgo konferencijoje Klivlande 1970 m. Siy dieny farmacinés chemijos tyrimy laboratorijoje
pastarasis metodas yra nepakeiiamas kuriant bei identifikuojant jvairias chemines medziagas
(Kazakewich ir kt., 2007).

1.10.1 Efektyvioji skys€iy chromatografija

Remiantis Europos farmakopéja, gluosnio Zievés ekstraktas yra tiriamas efektyvigja skysciy
chromatografija (ESC). Tai yra vienas plaCiausiai naudojamy chromatografijos metody, kurio
procesa galima apibrézti kaip atskyrimo btida, susijusj su masés perdavimu tarp nejudanciy ir
judanéiy faziy (Viltrakyté, 2008). Pavadinimas efektyvioji skys¢iy chromatografija atsirado 20
amziuje, kuomet mokslininkai nustateé, jog labiausiai analizes efektyvuma padidina daleliy dydZzio
sumazinimas, o siekiant tirpiklj pernesti pro mazesn¢, smulkesnémis dalelémis uzpildyta kolonéle,
reikia didinti slégj. Sio proceso metu analizei galima naudoti jvairias atskiras molekules - jonus,
termolabilias ir nelakias medziagas (Maruska ir kt., 2005).

Skys¢iy chromatografiné analizé yra vykdoma skystoje fazéje, méginys padalijamas j
sudedamasias dalis (arba analites), kurios paskirsto tarp judancios fazés (skystis) ir nejudancios
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fazés (sorbentai, supakuoti kolonélés viduje). Pavyzdziui, judri fazé gali biiti organinis tirpiklis, toks
kaip acetonitrilas, o nejudanti fazé gali bati skirtingo ilgio, alifatinémis grandinémis modifikuotos,
siloksano dalelés, supakuotos j kolonéle. Efektyvioji skysCiy chromatografija yra moderni skysc¢iy
chromatografijos rasis, paremta mazy daleliy kolonéliy naudojimu, per Kkurias judrioji fazé yra
pumpuojama aukstu slégiu (Dong, 2006). Svarbiausi pastarojo metodo privalumai yra tai, jog $i
analizé pasizymi sglyginai paprastu automatizavimu, ypac specifiniu jautrumu ir suteikia galimybe
atlikti tiksly kiekybinés sudéties jvertinima, taip pat yra tinkama termolabiliems ir nelakiems
dariniams analizuoti. ESC metu tirti naudojamy medziagy spektras yra ganétinai didelis,
analizuojami tokie junginiai, kaip aminorigstys, vaistai, terpenoidai, baltymai, steroidai, pesticidai,
angliavandeniai, antibiotikai ir kiti jvairis bioorganiniai ir organiniai junginiai.

8 paveiksle 1 a yra vaizduojama chromatografinio proceso schema, kai analités A ir B
misSiniai yra padalijami j dvi skirtingas juostas, kuomet jie migruoja zemyn koloné¢le, uzpildyta
pakavimo biuidu (nejudanti fazé). 8 paveikslo 1 b schema vaizduoja dinaminio skaidymo procesa,
analités juda tarp susidarancio skyscio ir sferinés dalelés. Atkreipkite démesj, kad komponento B
judéjimas 1 ¢ grafike sulétéja, nes kiekviena B molekulé, nejudrios fazés atzvilgiu, turi didesnj
afiniSkumg nei A molekulé. Linijinis detektorius uzfiksuoja kiekvienos atskirtos sudedamosios
medziagos koncentracijg ir kompiuteryje sukuria ,,pédsaka“, vadinamg chromatograma (Dong,
2006).

1b. Partitioning

1a. Chromatography Process
Mobile Phase Flow

A+B
—

1c. The Chromatogram

A
| m jl
Iil "T02 04 06 08 10 12 14 16 18
Detector Time {min)

Ahsorbance

8 pav. Skys¢iy chromatografijos procesas (Dong, 2006).

Mazai chromatografinés analizés metody gali atitikti aptartojo ESC universalumg ir tiksluma,
kadangi Sios analizés rusies chromatografai turi daug ypac jautriy ir specifiniy detektoriy, kuriy
medziagy aptikimo ribos gali siekti iki nanogramy, pikogramy ir net femtogramy vienety tikslumo.

Taciau pastarasis procesas turi ir keleta zinomy trikumy. Vienas i§ jy yra tai, jog ESC
chromatografai neturi  liepsnos jonizacijos detektoriaus, kuris yra naudojamas dujy
chromatografijoje, dél to analizé gali buti apsunkinama jeigu analité negali absorbuoti UV
spinduliuotés. Taip pat tiriamyjy junginiy atskyrimo efektyvumas yra Siek tiek silpnesnis nei
naudojant kapiliaring dujy chromatografija, todél dideliy junginiy (kompleksy) analizé yra
sudétingesné (Dong, 2006).
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Normaliy faziy chromatografija - taip pat Zinoma kaip skysciy - kiety faziy chromatografija
arba adsorbcijos chromatografija. Tai yra tradicinis atskyrimo biidas, pagristas analités
adsorbcija/desorbcija ant stacionariosios polinés fazés (paprastai silicio dioksido arba aliuminio
oksido). 9 paveiksle pavaizduota 3 a schema, porétos silicio dioksido dalelés su silanolio grupémis
(Si-OH), esanciomis ant stacionarios fazés pavirSiaus ir jos viduje. Polinés analités 1étai migruoja
per kolonéle dél stiprios sgveikos su silanolio grupémis.

Si ESC risis yra tinkama nepoliniy junginiy ir izomery atskyrimui, taip pat sudétiniams
meéginiams frakcionuoti pagal funkcines grupes. Pagrindinis Sio budo tritkumas yra lengvas poliniy
pavir§iy uZter§imas méginio komponentais. Sia problema i§ dalies sumaZina ri§ancios polinés
funkcinés grupés, tokios kaip amino- arba ciano- fragmentai, prie silanolio grupiy (Dong, 2006).

FLOW FLOW

nan-polar

polar

@

CH,
oo = = ll_cl!Hl'l'

CH,

9 pav. Normaliy faziy chromatografijos schema (Dong, 2006).

Atvirks¢iy faziy chromatografija — $io metodo atskyrimas grindziamas anali¢iy pasiskirstymo
koeficientais tarp polinés judancios fazeés ir hidrofobinés (nepolinés) nejudancios fazés. Pirmosios
nejudancios fazés buvo kietos dalelés, padengtos ligandais, taciau jos greitai buvo pakeistos labiau
sukiban¢iomis hidrofobinémis grupémis, pavyzdziui, oktadecilo (C18) suriStos grupés ant
silikagelio pagrindo. Taikant atvirk§¢iy faziy chromatografijos metoda, polinés analités
iSplaunamos grei¢iau, o nepolinés analités stipriau sgveikauja su hidrofobinémis C18 grupémis,
sudaranciomis ,,skys¢io* sluoksnj aplink kietg silikagelio laikiklj. Tokia eliucijos tvarka, kai poliné
pirma ir nepoliné paskutin¢ yra atvirkstiné minétai normaliy faziy chromatografijai, taigi i§ to kilo
terminas ,,atvirkStinés fazés chromatografija“. Pastarojo proceso vyksmui paprastai naudojami
stipriai polinés (vanduo, metanolis) ir vidutinio poliSkumo (acetonitrilo) judriosios fazés ar jy
miSiniai. Atskyrimo mechanizmas visy pirma priskiriamas solvofobinei ar hidrofobinei tarpusavio
sgveikai. 10 paveiksle parodytas trijy organiniy komponenty atskyrimas, atkreipkite démesj -
uracilas, pats poliskiausias komponentas ir tirpiausias junginys mobiliojoje fazéje, iSplaunamas
pirmas, t-butilbenzenas iSsiskiria daug véliau dél padidéjusios hidrofobinés saveikos su
nejudancigja faze. AtvirkS¢iy faziy chromatografija yra populiariausias ESC biidas ir naudojamas
daugiau nei 70 % visy ESC analiziy, taip pat buvo naudojamas ir magistro tiriamojo darbo metu
salicino nustatymui karklo zievés ekstrakte. Taip pat §i ESC raiSis yra tinkamas poliniy (vandenyje
tirpiy), vidutinio poliskumo ir kai kuriy nepoliniy anali¢iy nustatymui (Dong, 2006).
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Column - C18({32 x4 6mm id)

Mobile Phase 80% Methanol in water
pyridine Flow rate : 1 mL/min
Pressure : 1000 psi
Detaction: UV at 254 nm
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0.01 - 2% levels

1 t-butylbenzene
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10 pav. Atvirkéiy faziy chromatografijos chromatograma, (Dong, 2006).
1.10.2 Dujy chromatografija

Dujy chromatografija yra atskyrimo budas, gebantis atskirti sudétingus nepoliniy ir silpnai
poliniy, lakiy ar pusiau lakiy skirtingy junginiy miSinius, atsizvelgiant | virimo temperatiiros / gary
slegio polisSkumo skirtumus. Nors skys¢iy chromatografijos metodas buvo iSrastas dvideSimtojo
amziaus pradZioje, o Martinas ir Synge‘as 1941 m. pateiktame moksliniame straipsyje nenurodé
jokios priezasties, kodél mobilioji fazé negali biiti dujos, $is analizés metodas nebuvo sukurtas iki
1952 m. Tais metais Jamesas ir Martinas paskelbé pirmajj straipsnj, kuriame parodytas dujy
chromatografijos panaudojimas lakiyjy riebaly ragsciy atskyrimui. Bégant metams dujy
chromatografo instrumentin¢ dalis yra vis tobulinama, taciau pagrindiniai sudedamieji komponentai
Zymiai nepasikeité ir liko gana paprasti, kaip parodyta 11 paveiksle (Stauffer ir kt., 2008).

Dujy chromatografijos metodas pasiZymi tuo, jog analizés metu miSinio komponentai, pateke
] kolonélg, atsiskiria nuo jos sienelés skirtingu laiku, tuomet, medziagos, sudarancios turimg analite,
iS¢jusios i§ kolonélés juda link detektoriaus. Populiariausias lakiems ir pusiau lakiems junginiams
identifikuoti naudojamas detektorius yra masiy spektrometrinis detektorius, i kurj 1§ koloné¢lés
pateke jonai pries tai yra jonizuojami jony Saltinyje, tada nukreipiami j analizatoriy, o i$ ten patenka
1 minetg detektoriy. Tokiu biidu detektuojant skirtingus molekulinius jonus ir jy fragmentus
gauname junginj individualizuojant} masiy spektra.
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11 pav. Duju chromatografo schema, pateikta is:
https://www.shimadzu.com/an/gc/support/fundamentals/gc.html.

Kolonélé yra dujy chromatografo Sirdis. IS pradziy dujy chromatografijoje buvo naudojamos
tik supakuotos kolonélés — kolonélés, uzpildytos inertiska kieta atrama, padengta skysta nejudancia
faze. 1958 m. Golay isrado atvirojo vamzdelio kolong, paprastai vadinamg kapiliarine kolonéle, kuri
dabar naudojama daugelyje dujy chromatografy dél savo aukstos rezoliucijos (Ettre, 2005).
Supakuotoje koloné¢l¢je gali buti ne daugiau kaip 3000 teoriniy lekSteliy viename metre, o tai
atitikty 300 um aukscio ekvivalenty teorinei lékstelei (Jennings, 2000). Kadangi Sios kolonélés
paprastai nevir$ija 5 metry ilgio, jos gali pasiekti apie 15000 teorininy léksteliy. Kapiliarinés
kolonélés auksCio ekvivalentas teorinei 1ékstelei gali biti Siek tieck mazesnis nei 100 um, o tai tik
nedidelis padidéjimas, palyginti su pakuotomis kolon¢lémis. Taciau kapiliarinés kolonélés yra daug
ilgesnés (paprastai nuo 20 iki 60 m), tai gali talpinti nuo 150000 iki 500000 teoriniy léksteliy
(Jennings, 2000). Tai rodo auks$ta efektyvumg, gauta naudojant kapiliaring kolonélg, lyginant su
supakuota kolonéle (Ettre, 2008). Chromatografinis atskyrimas vyksta misiniui einant per kolonéle
(12 pav.). Kai atskirti pavyzdzio komponentai iSeina i§ kolonélés, jie patenka i detektoriy, kuris
siuncia elektroninj signalg i kompiuterj, kuriame yra sudaroma chromatograma pagal eliutuoty
anali¢iy kiekj (Stauffer ir kt., 2008).
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12 pav. Dujy chromatografo kolon¢l¢je vykstantys procesai, pateikta iS:
https://www.shimadzu.com/an/gc/support/fundamentals/gc.html.

Injektoriai — priemonés, skirtos méginiui patekti j kolonélg. Dujos ir skys¢iai gali bti
ileidziami tiesiai | ileidimo angg SvirkStu, taciau kietos medziagos pirmiausia turi biti iStirpintos
tinkamame tirpiklyje, kad biity injekuotos kaip skystas tirpalas. Norint uztikrinti efektyvy
medziagos jleidima, meéginys turéty biti jleidZziamas staigiu judesiu, kaip ,.kamstis* | kolonéle
(Stauffer ir kt., 2008).

Metodo veikimo efektyvumui didele jtaka daro sorbento daleliy dydis ir tinkamai parinkta
nejudrioji skystoji fazé — organinés medziagos ir jy poliSkumas. Nepolinéms fazéms priskiriami
silikonai, kadangi jie yra chemiskai stabilis ir mazai lakas, darbus galima atlikti 50 - 450 °C
temperattiroje. Skystosios nejudrios fazés parinkimas priklauso nuo skirstomosios medziagos,
nepolinés tiriamos medziagos geriau atskiriamos ant nepoliniy faziy, o polinés ant poliniy
(Danil¢enko ir kt., 2011). Ypac svarbus nejudrios fazés parinkimas atkreipiant démesj j skirstomaja
medZiaga, §i fazé turi biiti chemiSkai panasi j eliutuojamg medziagg (Danil¢enko ir kt., 2011).

Turbtt svarbiausig vieta dujy chromatografe uZima detektorius, kuris yra atsakingas uz
iSanalizuoty rezultaty tiksluma ir jautrumg. Detektorius registruoja dujy, iSeinanciy i§ kolonélés,
sudéties pokycius ir §is signalas yra perduodamas duomeny analizatoriui — kompiuteriui. Paprastali
yra naudojami keli detektoriy tipai, tai fotometriniai, liepsnos, jonizaciniai ir pagristi fizikiniy
dydZiy matavimu (Silumos laidumo, degimo Silumos, dujy tankio). Vienas populiariausiy yra
liepsnos jonizacijos detektorius, kuris leidzia iSmatuoti elektros srove, tekancig per jonizuotas dujy
molekules, tarp dviejy elektrody, kuriems yra teikiama jtampa (Danil¢enko ir kt., 2011). Kai kurie
detektoriai yra jautrs tik tam tikry tipy cheminiams junginiams, kiti yra laikomi
»universaliais® tuo, kad sugeba aptikti beveik visas analites. Taip pat Sios dujy chromatografo dalys
skiriasi savo aptikimo ribomis — kuo selektyvesnis detektorius, tuos didesnis jautrumas aptinkamas
(Stauffer ir kt., 2008).
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2. METODIKA
2.1 Augalinés Zaliavos surinkimas ir paruoSimas ekstrakty gamybai

Magistrinio tiriamojo darbo metu buvo tiriamos penkios skirtingos Salix genties augaly rsys:
Salix purpurea f. lutea; Salix alba ssp. coerulea; Salix purpurea f. angusifolia; Salix purpurea
., Gracilis “; Salix integra xS. kochiana Nr.43.

Augaliné zaliava buvo surinkta Gamtos moksly centro Botanikos instituto padalinio karkly
plantacijose Vilniuje, nuo augaly nugenétos Sakos ir paSalinta tiriamoji medziaga — zievé. Prie$
ekstrakty gamybg susmulkinta zaliava buvo pasverta svarstyklémis (Hanchen, ZHU-113A) ir 72
val. dZziovinama dziovinimo spintoje (Memmert, UF 55), 70 °C. 1zdZiovinta tiriamyjy augaly zieveé
dar kartg pasverta ir jvertintas nuodzitvis.

2.2 Augaliniy ekstrakty gamyba soksleto metodu

Kiekvienos karklo rasies susmulkintos Zievés atsverta po 6 g ir patalpinta j tankiag medziaga,
gerai uzsandarinama, kad ekstrakte nebiity nereikalingy zievés priemaiSy. Traukos spintoje (6’
Thermo Scientific SafeAire Il w/ Base Cabinets) sustatoma soksleto sistema, kuri buvo aprasyta 1.9
skyriuje, i soksleto sistemos vidy patalpinama tiriamojo karklo sandariai supakuota augaliné zaliava
ir uzpilama 500 ml metanolio (Sigma-Aldrich, 99,9%). Soksleto sistema sukonstruota ant kaitinimo
plytelés, nustatyta atitinkama temperatiira — 80 °C, procesas paliekamas vykti 24 val.

Pasibaigus procesui, ekstraktai nufiltruoti Biuchnerio piltuvu, kad nelikty analizei trukdanciy
nuosédy. Naudojant rotoriy nuo gauty ekstrakty pasalintas metanolio perteklius. Tiriamoji medziaga
iSpilstyta 1 50 ml turio laboratorinius mégintuvélius ir paruoSta tolimesnei chromatografinei
analizei.

2.3 Chromatografiné augaliniy ekstrakty analizé

Kokybinei nezinomy junginiy sudéciai nustatyti naudotas dujy chromatografijos — masiy
spektrometrijos metodas. Gauty méginiy ekstraktai buvo praskiesti metanoliu, tyrimo sglygos: dujy
chromatografas su masiy spektrometriniu detektoriumi (SHIMADZU QP2010 ULTRA), silpnai
poliné kapiliariné 5 % dimetil polisiloksaliné kolonélé (Rxi-5ms), nesancios dujos (judri fazé) —
helis, injektoriaus temperatiira — 300 °C, kolonélé termostatuojama nuo 40 iki 300 °C, temperatiiros
kélimo greitis — 15 °C/min, jono Saltinio temperattira — 250 °C, jonizacijos biidas — El 70 eV, jony
analizatorius — vieno kvadrupulio sistema.

Turimos medZiagos identifikuotos pagal kompiuteryje matoma sulaikymo trukme ir masiy
spektra.

Kiekybinei salicino analizei skyséiy chromatografijos metodu paruosti ekstraktai buvo
i8dZziovinami iki sausos liekanos. ISdziovinta mase ekstrahuojama metanoliu, gauti ekstraktai
perfiltruojami ir tiriami skys¢iy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu. Tyrimo salygos:
skysCiy chromatografas su masiy spektrometriniu detektoriumi (SHIMADZU LC-MS 8045
NEXERA-2X), kolon¢lé (YMC-Triat C18 150x3,0 mm (S-3 um/12 nm), proceso temperatiira — 40
°C, mobili fazé¢ — vanduo ir 2 mM amonio formiato + 0,002 % skruzdziy rigsties metanolyje
tirpalas, veikimo rézimas — gradientinis, srautas — 0,3000 mi/min.
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Masiy spektrometro rezimas — MRM, jonizacijos metodas — ESI, fragmentacijos energija -
-50 eV. Kompiuteryje matomos chromatogramos smailés yra identifikuojamos pagal MRM masiy
spektra ir laika.

2.4 Ekstrakty gamyba ultragarso ir maceracijos metodais

Remiantis kokybinés dujy chromatografijos analizés metu gautais rezultatais ir nustacius Kuri
Salix rusis savo zievéje saukaupé tiriamosios medziagos salicino, pradéti gaminti hidroglicerino
ekstraktai kosmetikos gamybai.

Hidroglicerino ekstraktai buvo gaminami keliais skirtingais metodais: maceracija — 5 ¢
zaliavos uzpilti hidroglicerino tirpalu (25 ml distiliuotas H,O + 25 ml glicerinas (Roth, 86%)), toks
misinys sandariame inde laikomas tris paras kambario temperatiiroje; sonifikavimas - 5 g zaliavos
uzpilti hidroglicerino tirpalu (25 ml distiliuotas H,O + 25 ml glicerinas (Roth, 86%)), taip paruostas
tirpalas patalpinamas j ultragarso vonele (Bandelin Sonorex). Sonifikavimo metodu buvo tiriami
trys augaliniai Salix ekstraktai, sandarus indas ultragarso voneléje laikomas 1, 2 ir 3 valandas.

Gauti augaliniai ekstraktai nufiltruoti naudojant Biuchnerio piltuva, iSpilstyti j 50 ml tdrio
laboratorinius mégintuvelius.

2.5 Bandomojo kosmetikos gaminio formulavimas

Bandomasis kosmetikos gaminys serumas buvo gaminamas dviejais skirtingais biidais: 15
buteliuky pagaminta su tiriamosios augalinés medZziagos ekstraktu ir 15 buteliuky be tiriamosios
augalinés medziagos — placebas, produktas nudazytas naudojant maistinius dazus.

Nr. 1 — 15 % ekstraktas su tiriamaja medziaga: 77 % distiliuotas vanduo, 15 % Salix purpurea
., Gracilis “ ekstraktas, 7,5 % glicerinas, 0,25 % etilheksil glicerinas, , 0,25 % fenoksietanolis.

Nr. 2 — placebo ekstraktas su 15 % maistinio dazo: 77 % distiliuotas vanduo, 15 % maistinis
dazas, 7,5 % glicerinas, 0,25 % etilheksil glicerinas, , 0,25 % fenoksietanolis.

Misinys homogenizuotas naudojant magneting maisykle, 24 val., kambario temperatiiroje.

Detalesn¢ paruoSimo eiga néra atskleidziama, produktas pagamintas UAB ,,KOSMETIKOS
TYRIMU CENTRAS* Ilaboratorijoje, gamybos protokolas yra vertinamas kaip intelektiné
nuosavybé.

2.6 Mikrobiologinis augalinio produkto tyrimas

Augalinio bandomojo karkly Salix purpurea ,, Gracilis“ serumo mikrobiologiniai tyrimai
atlikti Nacionalinés Visuomenés Sveikatos prieZitiros laboratorijoje, mikrobiologiniy tyrimy
skyriuje.

IeSkomi mikroorganizmai: Aerobinés mezofilinés bakterijos; Zaliamélés pseudomonos
(Pseudomonas aeruginosa); Baltasis balkSvagrybis (Candida albicans); Auksiniai stafilokokai
(Staphylococcus aureus); Zarninés lazdelés (Escherichia coli).

2.7 Bandomojo kosmetikos gaminio tyrimas su Zmoniy grupémis

Pagamintas serumas iSpilstytas j stiklinius 30 ml tiirio buteliukus. Ant visy serumo buteliuky
buvo uzklijuota vienoda bandomojo gaminio etiketé ir iSdalinta tyrime sutikusiy dalyvauti Zmoniy

grupei, kurig kamuoja odos bérimai, akné. Tiriamiesiems asmenims nebuvo atskleista ar pateiktas
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iSbandyti produktas yra su tiriamgja medziaga ar placebas, be veikliosios medziagos. Kosmetinio
produkto testavimas truko 14 dieny. Sukurta gaminj testuojanciy asmeny buvo paprasyta produkta
naudoti du kartus per dieng (ryte ir vakare), tuo paciu kiek jmanoma vengti kity odos prieziiiros
priemoniy, kurios galéty paveikti odos bikle ir trugdyty tyrimo tikslumui.
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3. REZULTATAI
3.1 ParuoStos augalinés Salix Zaliavos nuodZitivio paskaic¢iavimas

Penkiy skirtingy veisliy Salix augaly Sakos buvo atsiveztos j Vilniaus universiteto Chemijos ir
Geomoksly fakulteto analizinés ir aplinkos chemijos katedros laboratorija, paskai¢iuotas
susmulkintos zieves kiekis:

1. Salix purpurea g. lutea — 103,63 ¢
Salix alba ssp. coerulea — 106 g
Salix purpurea f. angusifolia— 113,65 g
Salix purpurea ,, Gracilis“ — 113,5 ¢
Salix integra xS. kochiana Nr.43 — 101,85 g
PO 72 val. dziovinimo buvo jvertintas nu0d21uV1s tirlamoje medZziagoje, pagal formule:

M= « 100 %:

(SEENERIN

my = mas¢ prie§ dziovinimg, m, = mas¢ po dziovinimo;

Ivertinus nuodziiivj pateikti rezultatai:

1. Salix purpurea g. lutea — 47 %

Salix alba ssp. coerulea — 10,5 %

Salix purpurea angusifolia — 58 %

Salix purpurea “Gracilis” — 11,3 %

Salix integra xS. kochiana Nr.43 — 44,6 %

Maz1au31a1 drégmés praradusios riiSys: Salix alba ssp. coerulea; Salix purpurea “Gracilis”

(SIS

3.2 Chromatografiné pagaminty augaliniy ekstrakty analizé

Taikant dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metoda, atlikta skirtingy rasiy Salix
augaly kokybiné analizé (13 pav.) Tokiu btdu nustatyta, jog Salix purpurea ,, Gracilis “ risis savo
zievéje kaupia tiriamaja medziaga — salicing. Identifikavimas vyksta vertinant chromatogramos
grafiko smailes (salicino sulaikymo trukmé = 16,1 min).

26



Dujy chromatografijos - masiy spektrometrijos
chromatograma

Salicinas, R, = 16,1 min

Sulaikymo intensyvumas

5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000

Sulaikymo trukmé, min

13 pav. Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu gauta Salix purpurea
,, Gracilis “ rusies ekstrakto kokybinés analizés chromatograma.

Siekiant nustatyti santyking salicino koncentracija, skirtingais budais paruoStuose
ekstraktuose, atlikta skysCiy chromatografija — masiy spektrometriné analizé (14 pav.) Santykinei
koncentracijai jvertinti naudota 0,01 mg/ml koncentracijos lidokaino vidinis standartas. Remiantis
gautais tyrimo rezultatais nustatyta, jog nepriklausomai nuo ekstrakto paruo$imo biido, visuose
ekstraktuose rasta salicino koncentracija yra vienoda - 0,01 %.

Skysc¢iy chromatografijos — masiy spektrometrijos
12000000 -~
o 1207204
o §10000000 ) — Lidokainas
; ; 8000000 - — Salicinas
X O
S5
U:') -E 6000000 -
4000000 -
2000000 15770181
O l L T A\ A 1 1
0 10 20 30 40 50
Sulaikymo trukmé, min

14 pav. Maceracijos metodu pagaminto ekstrakto skysc¢iy chromatografijos — masiy
spektrometrijos analizés chromatograma.
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14 lentelé. Skysc¢iy chromatografiijos — masiy spektrometrijos metodu atliktos analizés

rezultatai.
Smaile Sulaikymo m/z Sritis Junginys
trukmé
1 14.174 TIC 120720437 Lidokainas
2 10.353 TIC 15770181 Salicinas
Total 136490619

Koncentracijos skai¢iavimas:

Ekstrakto, iSgarinus tirpiklius, masé = 0,1432 g.

Salicino koncentracija mg/ml, apskaiciuota i§ chromatogramos duomeny: 0,01 mg/ml
lidokaino standarto — 120720437; x mg/ml salicino — 15770181; x = 0,001306 mg/ml.

Procentiné salicino koncentracija: sauso iStirpinto ekstrakto koncentracija miSinyje = 14,32
mg/ml — 100 %; salicino koncentracija misinyje = 0,001306 mg/ml — x %; x = 0,01 %.

3.3 Hidroglicerino ekstraktai kosmetinio serumo gamybai

Eksraktai buvo pagaminti keturiais skirtingais metodais, ultragarso metodu, proceso trukmé —
1 val., 2 val., 3 val. ir maceracijos metodu, trukmé 72 val.

15 pav. Pagaminti ir nufiltruoti ekstraktai, 1 — maceracija 72 val., 2 — sonifikavimas 1 val., 3 —
sonifikavimas 2 val., 4 — sonifikavimas 3 val.

Atliekant filtravima pastebéta, jog maceracijos metodu gauto ekstrakto iSeiga didziausia, o
pats ekstraktas maziau kimSo naudotus filtrus. Taip yra tod¢l, kad sonifikavimo metu atsirado daug
mikrometrinio dydzio “Siuksliy”, kurios trukdé filtravimo procesui. Kadangi maceracijos metodas
taip pat yra patrauklus dél savo paprastumo, tolimesniuose tyrimuose buvo nuspresta naudoti
maceravimo metodika gaminant augalinj ekstrakta.
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3.4 Kosmetikos bandomojo gaminio serumo gamyba

Bandomasis kosmetinis produktas buvo suformuluotas UAB ,,KOSMETIKOS TYRIMU
CENTRAS* laboratorijoje, iSpilstytas j 30 ml tario stiklines kosmetines talpas su pipete ir
padalintas tiriamyjy grupei. Placebo varianto ir gaminio su augaliniu salicinu pakuotés paliktos
identiSkos, ko pasekoje tiriamyjy zmoniy grupé negaléjo pastebéti skirtumo kurj produktg vertins
(16 pav.).

16 pav. Pagamintas ir paruoStas naudojimui kosmetinis serumas su Salix purpurea ,, Gracilis *
karklo Zievés ekstraktu.

3.5 Mikrobiologinés augalinio produkto analizés rezultatai

Nacionaliniame visuomenés sveikatos centre buvo atlikta kosmetikos produkto
mikrobiologiné analizé. Buvo nustatyta, jog produktas atitinka Lietuvos Respublikos sveikatos
apsaugos ministerijos kosmetikos sterilumo reikalavimus, kadangi nevirSijja galimy uZzterStumo
ribiniy ver¢iy, kuriose nurodyta, jog aerobiniy mezofiliniy bakterijy skaicius, kolonijas sudarantys
vienetai (KSV), gaminyje neturi vir§yti < 1 x 10° (1 g arba 1 ml). Kity tirty neleidZiamy
mikroorganizmy produkte nerasta.

3 lentelé. Mikrobiologinés analizés metu tirty mikroorganizmy bandomajame produkte

rezultatai.
Meéginio Tyrimas atliktas pagal Ieskomi mikroorganizmai Tyrimy
registravimo metoda rezultatai
Nr.
MA 7390 LT EN 1SO 21149:2017 Aerobiniy mezofiliniy <10
bakterijy skaic¢ius KSV
lg/ml
MA 7390 LT EN ISO 22717:2016 Zaliaméliy pseudomony Nerasta
(Pseudomonas
aeruginosa) aptikimas 1
g/ml
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MA 7390

LT EN 1SO 18416:2016

Baltojo balkSvagrybio
(Candida albicans)
aptikimas 1 g/ml

Nerasta

MA 7390

LT EN 1SO 22718:2016

Auksiniy stafilokoky
(Staphylococcus aureus)
aptikimas 1 g/ml

Nerasta

MA 7390

LT EN 1SO 21150:2016

Zarniniy lazdeliy
(Escherichia coli)
aptikimas 1 g/ml

Nerasta

3.6 Bandomojo produkto tyrimas su Zmoniy grupémis, turin¢iomis odos problemy

Praéjus dviems savaitéms po augalinio serumo praktinio tyrimo, kuriame dalyvavo 30 Zmoniy
grupé, buvo pateikta apklausa, neatsizvelgiant ar asmuo naudojo placebg ar produktg su tiriamgja
medziaga, uzduoti tiksliniai klausimai ir procentais pateikti tiriamyjy asmeny vertinimai. Klausimai:

1. Ar pastebéti teigiami pokyciai, susij¢ su odos problemomis? (odos bérimai, spuogai,
akne)

2. Kaip vertinate bendra produkto drékinamajj efekta?

3. Kaip vertinate bendrg produkto kokybe? (konsistencija, kvapas, i§vaizda)

4. Ar butuméte linke tokj produkta naudoti?

4 lentelé. Tyrimo metu pateiktos apklausos rezultatai.

Tiriamyjy atsakymai: Produktas su Tiriamyjy Placebo
tiriamgja medZiaga atsakymai: bandomasis
(Salix purpurea produktas
» Gracilis“ ekstraktu)
SumaZzéjo bérimai, Odos poky¢iai
susitrauké uzdegiminiai 75 % nepastebéti, bukle 87,5 %
spuogai, palygéjo odos stabili
reljefas
Teigiami poky¢iai Pastebétas bérimy
nepastebéti, isliko tie 25 % sumazegjimas, 12,5%
patys bérimai palygéjo odos
reljefas
Pakankamai pridrékinta 87,5 % Juntamas 100 %
ir skaistesné oda drékinamasis pojiitis
Papildomai teko naudoti Papildomai teko
krema, bandomojo 12,5 % naudoti krema, 0%
serumo neuzteko bandomojo serumo
neuzteko
Puiki konsistencija, Puiki konsistencija,
maloniai padengia oda, maloniai padengia
kvapas neutralus, 100 % oda, kvapas 100 %

nedirgina, pakuotés
i8vaizda patraukli

neutralus, nedirgina,
pakuotés iSvaizda
patraukli
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Naudoty dél

Naudoty §j produktg ir 75 % drékinamojo efekto, 87,5%
toliau taciau ne

probleminei odai

gydyti

Naudoty §j produkta
Nenaudoty §io produkto 25 % odos problemoms 12,5 %

gydyti

L—— w-—]”

17 pav. Vienos i$ tiriamyjy merginy, naudojusiy produkta su Salix purpurea ,, Gracilis
ekstraktu, probleminiy veido sri¢iy nuotrauka, a — pirmaja diena; b — pragjus dviems
savaitéms po serumo su salicinu naudojimo.

[$analizavus pateiktus apklausos rezultatus ir jvertinus tiramyjy asmeny odos biikle, galima
daryti iSvadg, jog i§ karklo Zzievés iSskirtas augalinis salicinas yra tinkamas naudoti, kaip
antiuzdegiminé medziaga, spuogy ir aknés bérimy gydymui. Taciau atsiZvelgiant | odos tipa, Sis
produktas efektyviau veikia tiems zmonéms, kurie turi i$sauséjusia odg, kadangi produktas turi ir
stipry drékinamajj poveikj.
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ISVADOS

1. Atlikus kokybing dujy chromatografijos analizg, rezultatai parodé, jog tiriamosios
medziagos, salicino, savo zievéje daugiausia sukaupé Salix purpurea ,, Gracilis* risis. Kiekybinés
efektyviosios skysCiy chromatografijos analizés metu tirtame miSinyje nustatyta salicino
koncentracija — 0,01 %.

2. Pagamintas kosmetikos gaminys — hialurono serumas, kurio sudétyje buvo 15 % Salix
purpurea ,,Gracilis “ ekstrakto. Po 30 dieny nuo produkto pagaminimo buvo jvertinta produkto
mikrobiologiné sauga, t. y. - iStirtas mikroorganizmy kiekis. Nustatyta, kad parinkti konservantai
efektyviai inhibuoja bakterijy dauginimasi ir produktas atitinka Lietuvos Respublikos sveikatos
apsaugos ministerijos mikrobiologinio uzter§tumo normas, keliamas kosmetikos gaminiams.

3. Ivertinus praktinio bandomojo gaminio tyrimo su Zmoniy grupémis, turin¢iomis odos
problemy, rezultatus, nustatyta, jog 75 % tiriamyjy, naudojusiy produkta su veikligja medziaga,
sumazejo bérimai, palygéjo odos reljefas, 25 % odos bérimai isliko. Placebg band¢ asmenys 87,5 %
nepastebéjo jokiy odos pokyéiy, 12,5 % iskildavo maziau inkstiry, oda tapo Svaresné. 100 %
tiriamyjy, naudojusiy placeba, jauté drékinamajj poveikj, 12,5 % naudojusiems produkta su salicinu
triko drékinimo, i§ to galima daryti iSvada, jog $is gaminys yra tinkamas Zmonéms, turintiems
sausg, netgi Serpetojancig oda. 100 % apklaustyjy buvo patenkinti produkto kokybe, konsistencija
atitiko reikalavimus, kvapas nedirgino. Testuotojy nuomone, parinkta produkto pakuoté buvo
patraukli vartotojui. 75 % tyrime dalyvavusiy asmeny, naudojusiy pordukta su salicinu, biity linke
naudoti §j produkta odos problemoms gydyti, 87,5 % tiramyjy, bandziusiy placebo seruma, naudoty
produkta del drékinamyjy savybiy.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

MIGLE IVANAUSKAITE
Salix purpurea ,,Gracilis“ ekstrakto gamyba ir panaudojimas kosmetikos produkto gamyboje

Per pastaruosius deSimtmecius Zymiai iSaugo natiraliy vaistiniy medziagy vartojimas
pasauliniu mastu. Zmonés vis labiau kreipia démesj j naudojamy preparaty sudétj, teikia pirmenybe
augalinés kilmés medziagoms, kurios mazina alergijy ir kity Salutiniy susirgimy rizika, lyginant su
chemiskai sintetintomis. Viena i§ tokiy medziagy, aptariamyjy tiriamojo magistrinio darbo metu,
yra salicinas, kuris yra iSgaunamas i§ vietinés kilmés karkly zieveés ekstrakto. Salicinas, tai
alkoholinis B-gliukozidas, nuo seno zinomas dél savo antiuzdegiminiy savybiy, kurios taip pat yra
naudojamos sintetinio vaisto aspirino gamyboje. Tiriamojo darbo tikslas yra iSanalizuoti $ios
medziagos savybes, kuriant kosmetikos gamini — seruma, kuris veikty kaip antiuzdegiminé
medziaga gydant odos problemas, skatinty odos lasteliy regeneracija ir maZinty riebaly iSsiskyrima
ant veido. Istyrus penkias skirtingas karkly veisles, Salix purpurea ,, Gracilis* Zievés ekstrakte
chromatografinés analizés metu nustatytas sukauptas reikiamas salicino kiekis. Naudojant §j
ekstrakta pagamintas hialurono serumas su 15 % Salix purpurea ,, Gracilis*. Bandomasis
kosmetikos gaminys buvo iSdalintas 30 zmoniy grupei, kuriy pusé naudojo placebo produktg ir kita
pusé produkty su tiriamaja medziaga, kad buty galima nustatyti konkrety tiriamosios medziagos
aktyvuma. Po dviejy savaiciy produkto naudojimo, Sie asmenys uzpildé pateikta apklausg apie savo
odos biukle tyrimo metu, gauti rezultatai parodé¢, jog 75 % tiriamyjy, naudojusiy produkta su
salicino ekstraktu, sumazéjo odos bérimai, palygéjo odos reljefas, taip pat oda tapo skaistesné ir
pakankamai pridrékinta. Taéiau 25 % tiriamyjy odos problemos isliko tokios pacios. Jvertinus tirty
asmeny odos bukle, buvo prieita prie iSvados, jog augalinis serumas labiau tiko Zmonéms,
turintiems sausg problematiSskg oda, bet ne tiems, kuriy oda yra ypac riebi. Paklausus ar Zmonés
rinktysi testi Sio produkto naudojima, beveik 80 % tiriamyjy teigé, jog sutikty jtraukti §j kosmetikos
gaminj ] savo odos prieziliros ruting. Taigi 1§ gauty rezultaty galima daryti iSvada, jog natiiralus
salicinas, dél savo uzdegima mazinanciy savybiy, yra tinkamas naudoti odos priezitiros priemonése.

36



SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

MIGLE IVANAUSKAITE
Preparation and usage of Salix Purpurea ,,Gracilis“ Extract in Manufacture of Cosmetics

The use of natural medicines worldwide has increased significantly in recent decades. People
are paying more and more attention to the composition of the preparations used, preferring herbal
substances that reduce the risk of allergies and other side effects over chemically synthesized ones.
One such substances, discussed in this master thesis, is salicin, which is extracted from the local
orgin willow bark. Salicin, an alcoholic B-glucoside, has long been known for its anti-inflammatory
properties, which are also used in the production of the synthetic drug aspirin. The aim of the
research is to analyze the properties of this substance, creating a cosmetic product — serum, which
would act as an anti-inflammatory agent in the treatment of skin problems, promote skin cell
regeneration and reduce fat secretion on the face, resulting in skin smoothing. Examination of five
different willow species revealed the required salicin content in the bark extract of Salix purpurea
“Gracilis” by chromatographic analysis. Hyaluronic serum with 15 % Salix purpurea ,, Gracilis
was prepared using this extract. The test cosmetic product was distributed to a group of 30 people,
half of them used a placebo product and the other half were using the product with the test
substance to determine the specific activity of the salicin. After two weeks of using the product,
these individuals completed a survey of their skin condition during the study, and the results
showed that 75 % of the subjects who used the product with salicin extract had reduced skin rashes,
compared skin relief, and had brighter and more hydrated skin. However, 25 % of the subjects, skin
problems remained the same. Based on the skin condition of the subjects, it was concluded that the
plant serum was more suitable for people with dry skin than for those with particularly oily skin.
When asked if people would choose to continue using this product, almost 80 % of those surveyed
said that the would agree to include this cosmetic product in their skin care routine. Thus, it can be
concluded from the obtained results that natural salicin, due to its anti-inflammatory properties, is
suitable for use in skin care products.
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PADEKA

Noréciau padékoti Matui Janulevi¢iui uz nuolating pagalba ir visus vertingus patarimus
vykdant praktinj darba bei vertinant gautus tyrimy rezultatus.

Taip pat noréciau padékoti Artiirui Lyskoit uz nuoSirdzig pagalbg atliekant chromatografine
ekstrakty analize.

Dékoju savo baigiamojo magistrinio darbo vadovui prof. dr. Artiirui Katelnikovui uz pagalbg
ir tikslingus patarimus viso praktinio darbo metu.

Dékoju UAB , KOSMETIKOS TYRIMU CENTRAS* uz konsultacijas ir pagalbg
formuluojant produkta.
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