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SANTRUMPOS

AcN — acetonitrilas

AR - aptikimo riba

DCh — dujy chromatografija

ESS — ekstrakcija subkritiniais skys¢iais
EtAc - etilacetatas

EtOH - etanolis

GC — dujy chromatografija

HCOOH - skruzdziy riigstis

HPLC - efektyvioji skys¢iy chromatografija (angl. high performance liquid chromatography)
KP - kaempferolis

KFE - kietafaz¢ ekstrakcija

MeOH — metanolis

MSD - masiy spektrometrinis detektorius
ME - mikrobangomis skatinama ekstrakcija
MPC — maisto papildas C

MPL - maisto papildas L

MR — miricetinas

MS — masiy spektrometrija

NR - nustatymo riba

QU - kvercetinas

PDA - skenuojantis fotodiodinés matricos detektorius
SN — standartinis nuokrypis

SSN — santykinis standartinis nuokrypis
SSE - ekstrakcija superkritiniais skysc¢iais

UE - ultragarsu skatinama ekstrakcija



IVADAS

Flavonoidai sugeria ultravioletines (280-320 nm) bangas ir apsaugo augalg nuo jy zalingo
poveikio, taip pat veikia kaip antioksidantai, suriSa susidariusius laisvuosius radikalus ir slopina
oksidacijos procesus taip apsaugo lastelese esancius lipidus ir kitas jautrias molekules [1].
Flavonoidais vis dazniau gydomos Sirdies ir kraujagysliy ligos. Labiausiai Zinomas ir placiausiai
pritaikomas medicinoje yra flavanoidy antioksidantinis poveikis: jie skirtingais mechanizmais
slopina oksidacinj stresa lastelése [2]. Flavonoidy prieSuzdegiminis poveikis susijes su jy gebéjimu
slopinti laisvyjy radikaly poveiki organizme, taip pat flavonoidai slopina azoto oksido sekrecija,
kurig sukelia bakterijy endotoksinai ar citokinai. Sumazéjes azoto oksido kiekis mazina lgsteliy
oksidacinius suzeidimus [3]. Tyrimais nustatyta, jog flavonoidai gali biiti naudojami jvairiy akiy
ligy gydyme: Kkataraktos, diabetinés retinopatijos, geltonosios démés degeracijos (AMD),
glaukomos ir sausy akiy sindromo. Kvercetinas slopina fermentg aldozés reduktaze ir taip neleidzia
pakisti osmosiniam slégiui akyse, sergant cukriniu diabetu bei atitolina kataraktos formavimasi [4].
Taip pat atlieka antimikrobines funkcijas, didina organizmo atsparuma radiacijai.

Mokslininkai jau ne kartg pranesé apie rysj tarp flavonoidy vartojimo ir mirtingumo nuo
Sirdies — kraujagysliy ligy sumazéjimo. Trylika i§ penkiolikos meta — analizés metodo
perspektyviniy tyrimy parodé flavonoidy apsaugines savybes: mirtiny ir nemirtiny koronarinés'
Sirdies ligy atvejuose mirtingumas sumazg¢jo 65%. [5] Reguliarus flavonoidy vartojimas su maistu
gali sumazinti ploksteliy dydj iki 40% [6], slopinti uzdegiminiy citokiny® i$raiska ir sumazinti
miokardo infarkto rizikg 30%. [7] Tyrimuose yra stebimas flavonoidy ir kity polifenoliy gebéjimas
apsaugoti organizma nuo galvos smegeny iSemijos.

Lietuvos farmacijos rinkoje vis daugiau atsiranda maisto papildy. ,,Maisto papildai®
sgvoka apibrézta: ,,maisto produktai, kurie yra skirti papildyti jprasta raciong ir kurie, vieni arba
derinyje su kitomis medziagomis, yra koncentruotas maistiniy ar kity medziagy Saltinis, turintys
mitybin] arba fiziologinj poveikj, ir kuriais prekiaujama dozuota forma <..>*. (,,Maistinés
medziagos* yra apibréztos kaip vitaminai ir mineralinés mediiagos3 .) [8] Pasak Nacionalinio maisto
ir veterinarijos rizikos vertinimo instituto Mitybos skyriaus vedéjos Ilonos Drulytés, ,,Vaisty
gamintojai turi jrodyti produkcijos poveikj bei pagristi preparato sauga, o maisto papildai — maistas,
todel tokiy tyrimy jiems nereikalaujama®. [9] Taciau ant kiekvienos pakuotés etiketes, kurioje yra

uzraSas ar pieSinys turi biiti: 1) nurodyta, kaip produktas ar jo sudedamoji dalis veikia sveikata, ir 2)

'Sirdies arterijos yra vadinamos vainikinémis (koronarinémis) kraujagyslémis.
*Tai yra labai didelé grupé baltyminiy medzZiagy, koordinuojanéiy imunines reakcijas.
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biitinai pagrista moksliSkai. Pateiktos informacijos atitikimg tikrina Nacionalinis maisto ir

veterinarijos rizikos vertinimo institutas.

Kadangi spaudoje ir internetinéje erdvéje nuolat pasirodo prieStaringy straipsniy, pasidaré

jdomu, kaip yra i$ tikryjy. Flavonoidai savo savybémis labai naudingi. Jy yra jvairiuose maisto

papilduose.

Darbo tikslas —sukurti, iStirti ir optimizuoti pasirinkty flavonoliy ekstrakcijos ir nustatymo

skys¢iy chromatografijos metoda, ji pritaikyti augaliniy ekstrakty bei maisto papildy analizei.

Darbo uzdaviniai:

1.

ISnagrinéti ir apzvelgti jau esamus flavonoliy analizés augaliniuose ekstraktuose ir

maisto papilduose metodus;

2. Pasirinkti pradines ekstrakcijos ir atskyrimo HPLC salygas;

3. Optimizuoti flavonoliy ekstrakcijg i§ mélyniy lapy ir Gigliy ir dziovinty mélyniy uogy;
4. Optimizuoti flavonoliy ekstrakcija i§ pasirinkty maisto papildy;

5. Panaudoti optimizuotg skys¢iy chromatografijos metoda flavonoliy nustatymui
ekstraktuose;

6. Ivertinti sukurto metodo pagrindines analizines charakteristikas;

7.  Pritaikyti optimizuotus ekstrakcijos metodus realiy bandiniy analizei HPLC metodu.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pasirinktas tyrimu objektas

Nuo seno mélynés vartojamos tikint, jog padeda regéjimui. Kaip miné¢jau anksciau, yra
nemazai tyrimy, jog flavonoidai gali buti naudojami jvairiy akiy ligy gydyme. Todé¢l buvo jdomu
suzinoti, kiek flavonoidy turi $ios uogos. Tuo paciu i$siaiskinti, ar maisto papildai, kurie gaminti i§
mélyniy uogy, turi tikrai tiek flavonoidy, kiek nurodyta ant pakuotés.

Melyné (lot. Vaccinium myrtillus) — priklausantis virziniy Ericaceae Juss Seimai lapus
metantis, daugiametis, nedidelis, 30 — 50 cm auks¢io, misky krimoksnis arba puskriimis su
zaliomis, briaunotomis Sakelémis. [10] Lapai ovalus, elipsiski arba kiauSiniski, kraStai smulkiai
dantyti. Ziedai pavieniai, rausvai Zalios spalvos, i$sidéste lapy paZastyse. Vaisius — melsvai juoda

uoga, turinti daug sékly.

1.1. pav. Mélyniy puskriimis
Me¢lyné auga visoje Lietuvoje, plac¢iai paplitusi pusSynuose su egliy priemaisa, pelkétuose
pusynuose, misriuose miskuose, aukstapelkése ant kemsy, rec¢iau — lapuociy miskuose. Didziausi jy

iStekliai pietingje ir rytinéje Salies dalyse. [11] Mégsta derlinga, rigSty dirvozem;.

1.1.1. Vaistin¢ Zaliava.
Meélynés uogos (Myrtilli fructus) skinamos rankomis, kai yra gerai sunokusios. Vaisiai

perrenkami, iSmetamos priemaiSos (lapai, vaiskoc¢iai, nesunokusios uogos), pavésyje apvytinami ir
tuomet dziovinami dziovykloje ne aukStesnéje 60 °C temperatiroje. ISdziovintos uogos labai

raukslétos, silpno kvapo, rtig§¢iai saldaus skonio.



Meélyniy lapai (Myrtilli folium) skinami prie§ augalui Zydint ar zydé¢jimo pradzioje —
geguzés—liepos mén. Dziovinama gerai védinamoje patalpoje, pavésyje. IS 1 kg Svieziy uogy
gaunama 150-180 g dziovinty. Visa zaliava laikoma audinio maiSuose gerai védinamoje vietoje. Ji

tinkama vartoti 2 metus. SvieZias uogas galima laikyti ir $aldiklyje. [10]

1.1.2. Veikliosios medZiagos.
M¢élyniy lapuose yra rauginiy medziagy, glikozidy, organiniy riig§¢iy (citrinos, obuoliy,

gintaro), flavonoidy, eterinio aliejaus, karotinoidy, alkaloidy ir t. t. Uogose yra daug pektino,
vitaminy: C (askorbo riigsties), B1 (tiamino), B2 (riboflavino), B3 (niacino), karotino, mineraliniy
medziagy (geleZies, kalcio, kalio, vario, magnio, fosforo, chromo, mangano — daugiausia palyginus
su kitais vaisiais ar uogom), flavonoliy, antocianiny, rauginiy medziagy, organiniy rugsciy,
sacharidy, dazancios medziagos - glikozido mirtilino. [12] Mélynés yra geras vitamino K Saltinis.
Jose taip pat yra lgstelienos, mangano ir kity antioksidanty (ypac¢ antocianiny).

e Antocianai:
o malvidinas
o delfinidinas
o pelargonidinas
o cianidinas
o peonidinas
e Hidroksicinamono ragstys:
o kofeino
o feruliné
o kumarino
e Hidroksibenzoinés riigstys:
o galo
o protokatechininé
¢ Flavonoliai:
o kaempferolis
o kvercetinas
o miricetinas
o Kiti fenoliniai dariniai:
o pterostilbenas
o resveratrolis

1.1.3. Indikacijos.

Kaip vaistiné Zaliava yra naudojamos mélyniy uogos ir lapai.

,,Kur valgomos mélynés ir zemuogés, daktarams néra kas veikti, — sako liaudies patarlé.



DidZiausia Siy uogy vertybé — didelis kiekis flavonoidy, kurie ir suteikia joms tamsiai
mélyng spalva. Butent flavonoliai uzkerta kelia misy senéjimui, taip pat organizmo audiniy
rugstéjimui. Be to, flavonoidai didina kraujagysliy elastingumg ir stiprina jy sieneles, uzkerta kelig
alergijoms, mazina nuovargj bei didina regéjimo aStruma: atgaivina pavargusias ir paraudusias akis.
Meélynégje esancios medziagos turi savybe pagerinti regéjimo aStrumg ypac prieblandoje. Idomus
faktas, kad prezidento Dzono Kenedzio tévas Dzozefas Kenedis, aviacijos generolas, jvedé |
kasdieninj lakiiny raciong mélynes, kad buty i§saugotas regéjimo aStrumas skrydziy metu.

Flavonoliai stabdo zarnyno sutrikimus (mélyniy kisielius naudingas virSkinimui
normalizuoti, padeda tiek esant viduriavimui, tiek esant viduriy uzkietéjimui), naikina Zarnyno
infekcijy sukeéléjus ir Salina i§ organizmo sunkiuosius metalus. Taciau mélyniy negalima vartoti
esant infekcinés kilmés viduriavimui. Mélynés stimuliuoja medziagy apykaita, pasizymi
sutraukianciu, S$lapimo iSsiskyrimg skatinan¢iu, skausmg mazinanciu, prieSuzdegiminiu ir
kraujavima stabdanciu poveikiu. [13] Mélynés turtingos vitaminy C ir E, o jose esanti fruktozé
nedidina cukraus kiekio kraujyje.

Bostono universiteto mokslininkas Dz. Dzozefas, atlikes tyrimus, paskelbé, kad, gausiai
vartojant mélynes, sustipréja raumeny jéga (svarbu dirbantiems sunky fizinj darbg ar
sportuojantiems), ger¢ja atmintis (aktualu studijuojantiems, dirbantiems protinj darba), ger¢ja
judesiy koordinacija (aktualu pagyvenusiems Zzmonéms). [14]

Meélyné turi daug antioksidanty, kurie padeda sumazinti galimybe susirgti Sirdies ligomis.
Meélyniy kisielius ar gérimas naudingas trombozés, miokardo infarkto profilaktikai. Uogoje daug

gelezies, kuri padidina hemoglobino kiekj kraujyje, o veidui suteikia skaistumo.

Siaurés Salyse arbata i§ mélyniy uogy ir lapy yra geriama per3alus, skaudant galvai, kosint.
Reikeéty stengtis per vasara, liepa — rugpjut] privalgyti kuo daugiau mélyniy, o vélesniu mety laiku —

gerti dZiovinty uogy ir lapy nuovirg. [14]

1.2. Flavonoliai

Flavonoidai — heterocikliniai organiniai junginiai (lot. flavus — geltonas) paplite¢ gamtoje,
kuriy yra iki 6,5 tikstancio. Tai augaly pigmentai, kurie kaupiasi zieduose, lapuose, vaisiuose.
Daugelio augaly geltona ar oranziné spalva priklauso nuo flavonoidy, esanciy augale. Biitent jie
suteikia ne tik spalva, bet ir skonj, aromats. Sie aromatiniai junginiai augaluose susidaro i3

aromatiniy riig8ciy, fenilalanino, tirozino ir acetato liekany. [15]



Kaip atskira augaly pigmenty grupé flavonoidai buvo isskirti tik 1938 metais, kai vengry
mokslininkas Albertas Sent — Georgijus pavartojo ,,vitamino P*“ — terming jy apibiidinimui. [16,
17] Pirmasis i$skirtas flavonoidy junginys buvo kvercetinas, jj i§skyré XIX a. mokslininkas Sevrole.

Sie polifenoliniai junginiai skirstomi:

1) Flavonoliai: kvercetinas, kaempferolis, miricetinas, izoramnetinas;

2) Flavonai: apigeninas, luteolinas, chrisinas, diosmetinas, baikaleinas, tangeritinas;

3) Izoflavonai: genisteinas, daidzeinas, gliciteinas;

4) Flavononai: hesperetinas, naringeninas, eriodictiolas;

5) Flavan-3-oliai: (+)-katechinas, (+)-galokatechinas, (-)-epikatechinas, (-)-epigalokatechinas,
(-)-epikatechin-3-galatas, (-)-epigalokatechin-3-galatas, teaflavinas, teaflavin-3-galatas,
teaflavin-3'-galatas, teaflavin-3,3'-digalatas, tearubiginas;

6) Antocianidinai: cianidinas, delfinidinas, malvidinas, pelargonidinas, peonidinas,
petunidinas.

Remiantis struktiira flavonoliai yra flavonoidy klas¢, apimanti keturis anks¢iau iSvardintus
junginius . Tai maistiniai metabolitai, kurie veikia Sirdies ir kraujagysliy sistema, nors kai kurie
mokslininkai priestaringai vertina jy nauda. [18] Siy aktyviy junginiy kiekis maisto produktuose
priklauso nuo daugybés faktoriy: augalo tipo, mety laiko, Sviesos, maisto gaminimo budo ir pan.
Flavonoliai yra blankiai geltonos spalvos ir pagrindiniai jy Saltiniai yra vaisiai, darzovés, arbata ir
raudonasis vynas. Nepaisant to didziausia koncentracija rasta obuoliuose, svogiinuose, uogose,
koptstuose, brokoliuose, kakavoje. [19] Bitent maisto produktuose flavonoliai labiausiai paplitusi
flavonoidy risis. Tyrimai rodo, kad kvercetinas sudaro iki 75% flavonoliy suvartojimo dienos metu,

kuris vidutini$kai yra 13-64 mg per diena.

1 lentelé: Flavonoliy kiekis kai kuriose darzovése ir uogose [20] :

Maisto produktas Flavonoliai, mg/100g
Kvercetinas Miricetinas Kaempferolis
Brokoliai 3,26 0,06 46,80
Mélynés 14,42 2,92 0,01
Spanguolés 4,50 2,40 0,12
Raudonieji svogiinai 39,21 2,70 12,30
Braskes 1,11 0,04 34,89

Flavonoliai turi hidroksilo grupe treCioje pozicijoje, todél jie gali buti laikomi 3-

hidroksiflavonais. Daugiausia yra mono-, di- ir triglikozidai. Mono glikozidai dazniausiai biina 3-O-



glikozidai. Glikozidai yra tam tikros molekulés, kuriose cukriné dalis yra suriSta prie kazkokios
kitos dalies. Glikozidai vaidina svarbius vaidmenis gyvuose organizmuose. Daug augaly kaupia
svarbius cheminius junginius neveiklaus glikozido formoje; atsiradus §iy medziagy poreikiui -
glikozidai atneSami su vandeniu ir fermentu. Flavonoliy ir flavony glikozidy susidarymas priklauso
nuo Sviesos, tad jie randami daugiausia lapuose bei vaisiy odel¢je, o augalo dalyje, esancioje po
zeme, - tik pédsakai. [21]

Nemazai moksliniy tyrin¢jimy parode, kad flavonoidai turi daug hidroksiliniy grupiy,
kurios suteikia gana stiprias antioksidacines savybes. Flavonoidy struktiiroje B Ziedas turi daugiau
elektrony nei A ir C Ziedai. Todél radikalai pirmiausia atakuoja B Zieda. Sios savybés susijusios su
fenoliniy junginiy oksidaciniu mechanizmu, kai hidroksilinés grupés veikia kaip elektrony donorai
ir orto padétyje esanciy pakaity hidrolizacija padeda stabilizuoti fenoksilo ar kitus radikalus. Taciau
hidroksiliniy grupiy glikolizacija yra susijusi su sumaz¢jusiu antioksidaciniu aktyvumu. [22]

Kaempferolis, miricetinas ir kvercetinas turi identiSka molekuling struktiirg ir yra panasaus

dydzio.

2 lentelé: Junginiy cheminés formulés ir molekulinés masés:

Flavonolis Kvercetinas Miricetinas Kaempferolis
Cheminé formulé Ci5H1004 Ci5H100g Ci5H100¢
Molekuliné masé, g/mol 302,24 318,24 286,24

Vienintelis skirtumas tas, kad molekulingje struktiiroje fenolio hidroksilo grupiy skaicius

B ziede yra skirtingas:

OH
HO 0 @
R
OH
OH O

Kaempferolis Kvercetinas Miricetinas

1.2. pav. Flavonoliy struktiira

Flavonoliy sudétis gali zenkliai pasikeisti, kai uogos sunoksta.

Taigi metodai, kurie paremti molekuliy dydziu, néra tinkami norint visiSkai atskirti
flavonolius. [23] Tikimasi, jog adsorbinés chromatografijos metodu pavyks sékmingai jvykdyti
flavonoliy atskyrima, kadangi §ie junginiai turi skirtingus fenolio hidroksido kiekius, kurie parodyty

skirtingas vandenilio susijungimo galimybes.
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Paskutiniai tyrimai rodo, jog kvercetinas, miricetinas ir kaempferolis turi skirtingas
farmakologines funkcijas. Kaempferolis gali slopinti citochromy P450 aktyvuma ziurkiy
hepatocituose. Miricetinas turi jtaka zmogaus glioksalazés slopinimui. [23] Tuo tarpu kvercetinas
gali blokuoti Zmogaus trombocity agregacija. Pasauliné organizacija ,International Agency for
Research on Cancer [24] atliko labai daug tyrimy ir pateiké iSvadas, jog kvercetinas néra
kancerogeniskas zmonéms. Taciau Siuo metu néra pakankamai jrodymy, kad kvercetinas padeda
padidinti fizinj pajéguma.

Nors ir kvercetinas yra potencialiai laikomas antivéziniu agentu, taciau turi buti atlikta
daugiau tyrimy, kadangi dauguma jy paremti in vitro. Jy metu naudojama didel¢ kvercetino
koncentracija, kurios suvartojimas dienos metu néra jmanomas. Be to, jo teigiamas poveikis gydant
vézj atlikus tyrimus su zmonémis ir su gyvinais vis dar néra jtikinamas. [25] D¢l patikimy ziniy

stokos mokslininkai nerekomenduoja vartoti kvercetino nés¢ioms bei Zindan¢ioms. [26]

1.3. Bandiniy paruoSimas ir ekstrakcijos metoduy apZvalga

Meéginiy paruoSimas bei pati ekstrakcija priklauso nuo meéginio matricos kilmés bei
cheminiy savybiy, molekuliy strukttiros, poliSkumo, koncentracijos, aromatiniy ziedy kiekio bei
hidroksilio grupiy. Méginiy paruoSimas bei nereikalingy medziagy pasalinimas yra svarbiis
zingsniai tyrimo metu, taciau ekstrakcijos procesas yra lemiama procedira fenoliniy junginiy
atskyrimui. Kaip buvo minéta anks¢iau, pats ekstrakcijos procesas priklauso nuo méginio
rusies/prigimties, daleliy dydzio, tirpiklio tipo bei taikomy ekstrakcijos metody. Polifenoliy
cheminés savybés méginyje yra susijusios su paprasty bei kompleksiniy polifenoliniy junginiy bei
skirtingy fenoliniy riig§¢iy, flavonoidy, anticianiny ir proantocianiny koncentracijos. Flavonoidai
dazniausiai ekstrahuojami su metanolio, etanolio, acetono, vandens arba $§iy jvairiy tirpikliy miSinio
pagalba.

Nagringjant literatiirg, buvo aptiktos tokios bandiniy paruo$imo analizei technikos:

1) dziovinimas, homogenizavimas (kietiems ir pusiau kietiems bandiniams);
2) tirpinimas (kietiems bandiniams);

3) skiedimas, iSgarinimas;

4) nuskaidrinimas (filtravimas, ultracentrifugavimas);

5) anali¢iy i8skyrimas (méginio valymas);

6) analiCiy koncentravimas;

7) anali¢iy derivatizacija.
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Kai kurios paruoSimo technikos reikalauja augaly méginius iS8dziovinti Saldant
(liofilizuoti), dziovinti oru arba dziovinimo spintoje. ISdziovinti méginiai yra sumalami arba
sutrinami tam, kad biity iSgautas reikiamas daleliy dydis. Skys¢iai yra pirmiausiai apdorojami juos
centrifuguojant, po to jie filtruojami bei i§gryninami naudojant atskyrimo sistemas. Sumalus meéginj
1 mazas daleles palengvinamas ekstrakcijos procesas. Méginiuose esantys aliejai paSalinami
naudojant nuriebalinimo procesa. Daugumoje atvejy susmulkinimas | mazas daleles kartu su
dziovinimu bei nuriebalinimu (kur reikia) rekomenduojamas pilnam meéginio paruoSimui prie$
ekstrakcija. [27]

Vienas labiausiai paplitusiy fenoliniy junginiy ekstrakcijos metody yra ekstracija tirpikliu.
Ivairts esktrakcijos tirpikliu metodai yra naudojami Siandien, tarp kuriy - ekstrakcija kar$to vandens
voneléje bei Soksleto ekstracija taikomos dazniausiai. Palyginimui su sudétingesniais metodais
Soksleto metodas vis dar naudojamas kaip standartas daugelyje atvejy. Fenoliniy junginiy
ekstrakcijai Soksleto metodu, be metanolio ir/arba acetono, kaip tirpiklis taip pat yra naudojami
metanolio ir rigs¢iy misiniai. Kitais atvejais, kai Soksleto bei karStos vonelés metodai néra taikomi,
taikomas 24 val. ekstrakcijos tirpikliu metodas. Taciau vienas didziausiy $iy metody trikumy yra
pernelyg ilgas ekstrakcijos laikas bei auksSta temperatira, dél kurios fenoliniai komponentai suyra.
Be to, daugelyje atvejy, ekstrakcijai naudojamas didelis tirpiklio kiekis, kas gali sukelti problemy

aplinkai.

Soksleto ekstrakcija — placiausiai naudojamas kiety méginiy ekstrakcijos metodas. [28]

Soksleto ekstracija gana ilgas procesas, ekstrahuojami junginiai turi pasiZymeéti terminiu stabilumu

1
= 1. Maisiklis;
K 2. Apvaliadugné bandinio kolba;
10 3. Distiliacijos metu susidaranciy

gary kelias;

4. Ekstrakcijos kapsulé;

5. Ekstrahuojamas bandinys;
6. Sifono virSus;

7. Sifono iS¢jimas;

8. Jungtis;

9. Vandens Saldytuvas;

10. Jeinantis Saldantis vanduo;

11. ISeinantis $aldantis vanduo.
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1.3. pav.Soksleto ekstrakcijos sistema [29].
tirpiklio virimo temperatiiroje. Sio metodo taikymas reikalauja didelio pavojingy organiniy tirpikliy
kiekio, kurie daro Zalg sveikatai bei aplinkai. Kitas jo trikumas yra bandomy isgauti komponenty

suirimas dél iSoriniy bei vidiniy faktoriy: Sviesos, oro, aukstos temperatiiros.

Maceracijos proceso metu visas arba sumaltas méginys dedamas j indg su tirpikliu ir
uzsandarinamas. Tuomet paliekamas kambario temperatiiroje maziausiai trims dienoms. Tirpalas
yra daznai kratomas iki tol, kol tirpios medZziagos iStirpsta. [30] Po to miSinys filtruojamas, o drégna
kieta medziaga suspaudziama. Likusi micelé¢ i§ augaly paSalinama naudojant slégji arba
centrifuguojant. Tac¢iau Siuo metodu i$ augaly iSekstrahuojamos ne visos veikliosios medziagos.
[31]

Soksleto ekstrakcija ir maceracija — tai daznai naudojamos procediiros fenoliniy junginiy
iSgavimui i§ kietyjy méginiy. Soksleto metodas yra taikomas 90 laipsniy temperatiiroje keliy
valandy bégyje. Tuo tarpu maceracijos laikas yra kelios dienos normalioje aplinkos temperatiiroje.
Sie metodai yra pakankamai paprasti bei jrangos kaina yra palyginti nedidelé. Be to, ju pagalba
ekstrahuojama pakankamai didelis kiekis fenoliniy junginiy. [27]

Maceracijos trilkumai tokie patys kaip ir kity tradiciniy ekstrakcijos metody. D¢l visy Siy
tradiciniy metody trukumy, atsirado kity daznai taikomy fenoliniy komponenty ekstrakcijos
techniky, tarp jy mikrobangomis skatinama ekstrakcija (MSE), ultragarsu skatinama ekstrakcija
(UE), ekstrakcija superkritiniais skysciais (SSE), ekstrakcija subkritiniais skysciais (ESS),
ekstrakcija suslégtais skys¢iais. Sie metodai sutrumpina ekstrakcijos laika, sumaZina toksiniy

terSaly iSleidima dél naudojamo mazesnio organiniy tirpikliy kiekio.

Ekstrakcija superkritiniais skysciais (SSE) — alternatyvus ekologiSkas ekstrakcijos
metodas. Sios technikos déka galime sumazinti toksisky organiniy tirpikliy kiekj, padidinti
sauguma, sumazinti ekstrakcijos proceso laikg ir palengvinti ekstrakto atskyrimg nuo superkritiniy
skys¢iy. Be to, galima uzkirsti kelig ekstrahuoty junginiy degradacijai dél Sviesos ir oro nebuvimo,
o taip pat méginio uZterSimo tirpiklio priemaiSomis rizika yra daug mazesné negu taikant kitus
metodus. Nepaisant visy minéty privalumy, didziausias metodo trikumas — brangi jranga. [27]

Ekstrakcijoje superkritiniais skyscCiais ekstrahuojanti medziaga yra savo superkritinéje
biisenoje. Skystis yra superkritiniame biivyje tada, kai tiek jo temperatiira, tiek slégis yra vir$ jy
kritinio taSko (1.4. pav.). Superkritiniai skysc¢iai turi unikalias savybes — tarping biiseng tarp dujy ir
skysc¢iy, tai priklauso nuo slégio, temperatiiros ir skys€io sudéties. Jie gaunami kaitinant dujas vir§

Ju kritinés temperatiiros arba suslegiant skystj vir§ jo kritinio spaudimo. Keliant slégj, didéja
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superkritiniy skysCiy tankis ir molekuliy sgveika tampa artima skysty junginiy, kurie bus
iSekstrahuoti, molekuliy sgveikai. Keliant temperatiirg padidéja iStraukiamyjy junginiy gary slégis,
kas pagerina jy iStraukima. [32] ISekstrahuotos medziagos kondensuojasi superkritiniame tirpiklyje.
[33]

Dazniausiai naudojami superkritiniai skys¢iai Siame metode yra metanas, anglies

dioksidas, etanas, propanas, etanolis,

amoniakas, benzenas ir  vanduo.
Populiariausias superkritinis skystis yra

CO; dél jo cheminio stabilumo, salyginai

(=

__

mazo toksiSkumo, jis nedegus Dbei

Slégis

7

nebrangus. Anglies dvideginis nesukuria
pavirSiaus jtampos, turi zema Kkriting

temperatirg,  reikalingg  termolabiliy

junginiy ekstrakcijai ir yra lengvai

Temperatira atskiriamas nuo méginio. Ta¢iau CO, yra

1.4. pav. Medziagos faziné diagrama. S — kieta ~ nepolinis, todél netinkamas ekstrahuojant
medziaga, L — skystis, G — dujos, C — kritinis

polinius  fenolinius  junginius. CO,
taskas, F — superkritinis skystis [28]

ekstrakcijos jégos padidinimui pridedamas
polinis tirpiklis (etanolis, metanolis, etilacetatas, acetonas). [27] Sis metodas néra pavojingas
aplinkai, greitas ir nebrangus. Kietafazius bandinius galima naudoti mazais kiekiais, be to
superkritinis skystis po ekstrakcijos gali buti lengvai atskiriamas mazinant slégj arba temperatiira.

Sis bandinio paruo§imo metodas sékmingai taikomas dujy chromatografijoje.

Kalbant apie kitus fenoliniy junginiy ekstrakcijos metodus, reikéty paminéti ekstrakcijos
ultragarsu (UE) metoda, kurio metu garso bangos paveikia Igsteliy sieneles pagerindamos tirpiklio
prasiskverbimo procesa, ko pasekoje pavyksta ekstrahuoti didesnj junginiy kiekj. Atskiriant
flavonoidus ultragarsu paremta ekstrakcija yra greitas metodas, kuris gali buti naudojamas su
nesimaisanciy tirpikliy miSiniais: heksanas su metanolio ir vandens miSiniu (9:1). Heksano fazé
koncentruoja maziau polinius seskviterpeninius laktonus ir angliavandenilius, o vandeniné
alkoholio fazé koncentruoja flavonoidus ir labiau polinius seskviterpeninius laktonus. [34]

Ultragarso technikos taikymas leidzia tai pat mazinti darbing temperatiira, todél Sis
metodas yra daug veiksmingesnis ekstrahuojant termolabilius fenolinius komponentus. Ultragarso
spinduliai, kuriy daZznis aukStesnis nei 20 kHz palengvina organiniy bei neorganiniy junginiy

ekstrahavima i$ kietyjy matricy panaudojant skystus tirpiklius. Ekstrakto iSgavimas priklauso ne tik
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nuo sonifikacijos laiko, temperatiiros ir pasirinkto tirpiklio, bet taip pat nuo bangy daznio bei
ultragarso bangy pasiskirstymo. Ultragarsas yra naudojamas tiek statiSkame, tiek dinaminiame
metoduose, kai norima iSgauti fenolinius junginius i$ augaly. StatiSka sistema — tai kai ekstrakcija
atlickama uzdarame inde, kur néra nuolatinio tirpiklio padavimo. Dinaminés ekstrakcijos atveju
Sviezias tirpiklis yra pastoviai tiekiamas, o tai skatina efektyvig anali¢iy adsorbcijg bei jy peré¢jima i
ekstrakcijos indg. Biitent nuolatinis ekstrahuoty analiCiy peréjimas uzkerta kelig termolabiliy
(termiSkai neatspariy) junginiy suirimui. Ultragarso bangy poveikyje mazi burbuliukai susidaro
bandinio strukttros viduje, kurie suyra ir suardo lasteliy sieneles, atskiria lgsteliy turinj. Tinkamas
tirpiklis yra susimaiSo su méginiu ir yra sonifikuojamas kontroliuojamoje temperatiiroje tam tikra
laiko tarpg [27].

Lyginant su kitais, USE yra vienas paprastesniy metody dél keliy priezas¢iy: nebrangi
ekstrahavimo jranga, gali biiti naudojamas platus tirpikliy spektras bei suteikia galimybe atlikti
tyrimus su didesnio masto (platesnés skalés tyrimai) medziagomis, susijusiomis su pramoniniais

tikslais.

Mikrobangy skatinama ekstrakcija (ME) naudojama kietoms matricoms. Mikrobangos
yra nejonizuojanti radiacija, kurios bangy ilgis svyruoja nuo 1 m iki I mm (daznis nuo 300 MHz iki
300 GHz). Mikrobangy energija neveikia nepoliniy tirpikliy, todél ekstrakcijai naudojant nepolinius
tirpiklius, reikia pridéti poliniy priedy. [28] Mikrobangos sukelia molekuliy judéjimg medziagose
arba tirpikliuose su dipoliais. To pasekoje méginiai suSildomi labai greitai, o indo sieneliy
temperatiira nepakinta. D¢l Silumos augaly lagstelés garuodamos praranda drégme; gary kiekis didéja
ir galiausiai supléso lasteles bei paleidzia jy aktyvius junginius.

ME pliusai: naudojama maziau organiniy tirpikliy, mazas ekstrakcijos laikas (dazniausiai

maziau negu 30 min.) ir didesnis ekstrahuojamy junginiy kiekis. [27]

KFE - nepusiausvirasis procesas. Visos analités sorbuojamos i$ tekancio per kieta
sorbentg skysCio, po to analités eliuuojamos i§ sorbento tinkamu tirpikliu. [28] KFE metodu
junginiai gali biiti ekstrahuojami i§ skysty ir dujiniy meginiy. Ekstrakcija naudojant kietg fazg yra
panasi | chromatografinj procesa. Naudojama kolonélé, o dar paprasCiau - nejudrios fazes
pripildytas vienkartinis Svirkstas. Kietosios fazés ekstrakcijos jranga - puiki méginiy ekstrakcijai,
koncentracijai ir iSvalymui. Jy yra labai daug dydziy, tipy ir adsorbcijy. Labai svarbu pasirinkti
tinkamg jrangg bandiniui.

Kietafazés ekstrakcijos privalumai:

e maZzesné ekstrakcijos trukmé;
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e lengvesnés darbo salygos;

e didesnis atkuriamumas;

e mazesné tikimybé¢ uztersti méginj;
e mazos tirpiklio sgnaudos;

e geresne izoliacija;

Ekstrakcijos aparatas vienu metu gali paruosti iki 24 bandiniy. Pagrindinés jo savybeés:

vakuumo kontrolé per manometra; atskiras ir lengvas tékmés grei¢io nustatymas naudojant voztuva;

stiklinis indas, dangtis ir piedai susideda i§ lengvai valomy medziagy.

Kietafazés ekstrakcijos atlikimui yra butini keli etapai. Kad biity galima gauti maksimaly

iSgavima, jie turi biiti optimizuoti.

1.

Etapas. Kietosios fazés aktyvavimas/kondicionavimas. Tai biitina sglyga analités sorbcijos
pakartojamumui. Dazniausiai aktyvuojama su organinio tirpiklio, tokio kaip metanolis, ir
vandens miSiniu. Kaip papildomas organinis tirpiklis vartojamas vanduo arba buferis.
Metanolis sudrékina sorbento pavirsiy ir prasiskverbia per sujungtas alkilo fazes, leisdamas
vandeniui efektyviai sudrékinti silicio pavirsiy. [35]

Etapas. Méginio uZneSimas. Siame procese analizuojama medziaga koncentruojasi ant
sorbento. Bitinas tikslus bandinio perleidimas i rezervuara, naudojant tiiring ar mikropipetg.
Bandinys turi biiti formoje, kuri yra suderinama su kietafaze ekstrakcija. [35]

Etapas. ISplovimas. Tam, kad buty pasalintos nereikalingos silpnai sulaikomos medziagos,
reikia nuplauti rezervuarg su tirpalu, kuris stipresnis nei méginio matrica, taciau silpnesnis uz
interferentus, kuriuos siekiama paSalinti. Nuo stacionarios fazés pavirSiaus nereikalingi
komponentai nuneSami su mazu kiekiu vandens ar buferio. Taip pat gali biiti naudojamas
vandeninis buferis turintis savyje mazg kiekj metanolio.

Etapas. Absorbuoty analidiy surinkimas. Siame paskutiniame kietafazés ekstrakcijos etape
per SvirkSta praleidziamas mazas kiekis tirpalo, kuris pasalina analizuojamus junginius, bet
palieka nepasalintas priemaisas iSplovimo metu. Optimaliam tirpiklio pasirinkimui biitinos

zZinios apie analités struktiira, tirpuma, poliSkuma.
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1.5. pav. Standartiné kietafaze ekstrakcija [29].
Anali¢iy iSgavimas geriausias tada, kai méginys kontaktuoja su rezervuaru 20 — 60 s.
Svarbi maza tékme arba lasinimas.
KFE — placiausiai Siuo metu skysc¢iy chromatografijoje taikomas ekstrakcijos metodas.
Ypac populiarus biologiniy, biomedicininiy ir aplinkos objekty analiz¢je, kur labai sudétingos
meéginio matricos bei mazos analiciy koncentracijos. O ekstrahuojamy anali¢iy spektras labai platus

—nuo mazy jony iki biomolekuliy.

1.4. Analizés metody apZzvalga

Viena svarbiausiy chemijos ir biochemijos uzduociy yra atskiry komponenty i§skyrimas 1§
misiniy. Zinoma daug skyrimo metody, tatiau dauguma standartiniy metody yra nepakankamai
efektyvis, ypac iSskiriant pavienius komponentus i§ gamtiniy junginiy misiniy. Nuolat tobulinant
iSskyrimo metodus, prieita prie chromatografiniy metody sukiirimo. Dabar chromatografiniai
metodai naudojami tiek analitiniams, tiek preparatiniams tikslams.

Norint atlikti analiz¢, pirmiausia biitina atlikti analizuojamos medziagos kokybinj ir

kiekybinj jvertinimg. Flavonoidy kokybiniams tyrimams naudojama masiy spektroskopija, IR bei
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UV spektroskopija, kapiliarine elektroforezeé, dujy ir skys¢iy chromatografija. Kiekybinei
flavonoidy analizei naudojama kapiliariné elektroforeze, UV absorbciné spektrofometrija, skysciy ir

dujy chromatografija. [36]

1.4.1. Spektrofotometriné analizé

Spektrofotometrijos pagrindas yra molekuliy sugerties spektro matavimas. Sugerties
spektras — tai kokio nors objekto optinio tankio priklausomybé nuo tiriancios $viesos bangos ilgio.
Tirpaly optinis tankis priklauso nuo tiriamos medZiagos koncentracijos, bandinio storio (optinio
kelio ilgio) ir ekstinkcijos koeficiento. Kokybiné analizé paremta tuo, kad kiekviena molekulé turi
charakteringg sugerties spektra (maksimumy skaicius spektre, jy bangos ilgiai, juostos plotis ir
pan.). Kiekybiné analizé paremta tiesine molekuliy sugerties priklausomybe nuo koncentracijos ir
sugertiems adityvumu.

Tai pakankamai lengva technika fenoliniy junginiy kiekio nustatymui augaluose. Folin-
Denis ir Folin-Ciocalteu yra daugelj mety placiai naudojami metodai spektrofotometrinés analizés
metu. Sie metodai yra paremti chemine redukcija dalyvaujant reagentams, kuriy sudétyje yra
volframo ir molibdeno (Folin — Denis ar Folin—Ciocalteufenolinis reagentas). Sios redukcijos
produktai biidami kartu su fenoliniais junginiais yra meélynos spalvos bei yra plataus Sviesos
absorbcijos spektro. Abiejy metody reagentai nereaguoja su visais augaluose esanciais fenoliais, be
to analizei trukdo pasalinés medziagos tokios kaip askorbo riigstis, aromatiniai aminai ir cukrai.

[27]

1.4.2. Dujy chromatografija

Dujy chromatografija pagrista skirtinga dujy ar gary misinio sudedamyjy daliy adsorbcija
pasirinkto adsorbento pavirSiuje. Tai dar viena technika naudojama fenoliniy junginiy (flavonoidy,
fenoliniy riig§ciy) atskyrimui ir kiekio nustatymui. Pagrindiné problema atliekant dujy
chromatografijos analiz¢ yra derivatizacija ir fenoliniy junginiy nepastovumas/kintamumas. GC
pagalba, nustatant fenoliniy junginiy kiekj maisto matricose, gali biiti naudojami i§valymo procesai,
tokie kaip lipidy Salinimas i§ ekstrakty, fenoliy iSleidimas i§ glikozidy ir esterio junginiy
fermentiniuose, Sarminiuose ir riigStinguose junginiuose bei cheminiai koregavimo procesai
(transformacija j nekintamus darinius). [27]

Dazniausiai naudojamos kolonélés taikant dujy chromatografijos technika yra lydyto

silicio kapiliarai 30 m ilgio su 25 — 32 pum vidinio skersmens ir nejudrios fazés dalelés 0.25 pm
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dydzio. Naudojamos judrios fazés: He, H,, N», Ar. Renkantis He galima didinti greit] — iSeis grazios
smailés. N, klampesnés uz vandenilio dujas, dél to difuzija buty mazesné.

Metalinis kaitinimo blokas elektros energija kaitina 400 — 450 °C temperatiira skystus
meéginius iki garinimo, o stikliniame jdékle skysty bandiniy garai.

Pateiktame penktame paveiksle darbiniame split rezime visi voZtuvai atidaryti. Méginys
yra jvedamas j purkstuva (geltona sritis) virSuje. Sis virsta garais, kurie ne$anéiy dujy srautu
keliauja | kolon¢lg. Tam kompiuteriu valdomas atidaromas trefias voztuvas norimam dalijimo
santykiui reguliuoti (pvz., 1:10 — viena dalis méginio patenka j iSgarinimo kamera, o 10 daliy
iSmetama srauto). 1 ir 2 voztuvai atidaryti, 3 — uzdaromas visiskai. Padalintas bandinys jterpiamas i}
purkstuvo virSy (geltona zona). Vyksta garavimas. NeSanéiy dujy paimta méginio gary dalis

keliauja i kolon¢lg. [37]

Meginys 1,2, 3 — voztuvai,
l valdomi elektroniniu

Silikoniné tarpiné budu

Pbﬁi: —* Tarpinés 1 - reguliuoja
praputimas nesanciyjy dujy srauta,

Nesanéios N
dujos — 717 ateinantj i§ baliono;
" 2 — trukdantys
Kaitinamas 3 —* Srauto 1¥metimas junginiais, kurierenkasi

metalinis —F ant gumos pertvaros,
blokas Tgarinimo kamera pasalinami(paprastai

Stiklinis jdéklas pastovus srautas 3
ml/min);

Kolonele ) 3 — Split rezime
7 Detektorius kontrrc))linio bandinio
frakcijos susimaiSo su
| neSanciomis dujomis ir
patenka j kolonélg, o
splitless rezimas yra
uzdarytas

—

Kolonélé

1.6 pav. Schema purkstuvas split/splitless (vientisas/issiSakojes)[37].



Dujy chromatografinei analizei naudojami chromatografai. Jj sudaro Sios pagrindinés

dalys (7 pav.): nuolatinio srauto nesanciyjy dujy Saltinis; neSanciyjy dujy valymo sistemos ir grei¢io

matavimo bei
Duomeny apdorojimo reguliavimo  mazgas;

s oinio ileidim sisterna ) .
Meginio fleidimas dozavimo prietaisas
/ N\ ) tirlamajai ~ medziagai
Dujy srauto reguliatorius jvesti; chromatografiné
\. kolonélé, dirbanti
><t— » g i izoterminémis

Nesandios dujos » Atlickos . -
salygomis arba keiciant
Kolonélé \ isilgai sorbento
Reduktorius Detektorius . .
sluoksnio temperatiirinj
lauka; detektorius,
Dujy balionas Termostatas fiksuojantis istekancias
i§  kolonéles atskirto
Dujy chromatografo schema [38] misinio sudedamasias

dalis; prietaisas, paverCiantis detektoriaus impulsg signalu, kuris, pavyzdziui, gali biiti uzraSomas
popieriaus juostoje; atskirais atvejais - jrenginys atskirtoms misinio sudedamosioms dalims surinkti.

Dujos i§ baliono per reduktoriy nuolat tieckiamos j chromatografinj jrenginj. [39]

1.4.3. Efektyvioji skysCiy chromatografija

Efektyvioji skys¢iy chromatografija — analitinés chromatografijos metodas, naudojamas
miSiniy junginiams atskirti,

HPLC SISTEMOS SCHEMA remiantis skirtingomis
Tirpikliai junginiy sulaikymo
HPLC kolonélé

trukmémis, kai Sie su judria

faze (eliuentu), kurioje buna

iStirpes  tirlamasis medziagy

misinys, pereina per

stacionarig faze (sorbenta)
Valdymas ir
duomeny

oo koloné¢léje. Misinio

komponenty atskyrimas

Siurblys Detektorius

Meginio jleidimas

(lleidimo kilpa) vyksta dé¢l skirtingos miSinio

. ) komponenty  fizikinés = —
Tirpiklio atliekos g=—t=—=

=R

1.8 pav. Efektyviosios skysciy chromatografijos schema.
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cheminés sgveikos su nejudria ir judria fazémis. Chromatografing analiz¢ sudaro bandinio
ileidimas, skirstymas, atskiry anali¢iy detekcija ir gauty duomeny apdorojimas bei jvertinimas.

Chromatografijos metu eliucija vyksta dideliame slégyje, procesas yra automatizuotas,
labai greitas ir efektyvus. Eliucijos buferj j koloné¢le dideliu iki 400 atm slégiu paduoda siurbliukas,
todel eliucija vyksta ypac greitai. [40] Naudojamos biitinai dvi nesimaiSancios fazés (pvz., kieta —
skysta, kieta — dujiné, skysta — dujiné, skysta — skysta). Atskiriami miSinio komponentai (analités)
turi tirpti judrioje fazéje ir sgveikauti su nejudria faze. Tuo tarpu paciy atskiriamy anali¢iy sgveika
su sorbentu turi biiti nevienoda, nes prieSingu atveju analités nebus atskiriamos.

HPLC naudojamos 5 — 50 cm ilgio 2 — 6 mm vidinio skersmens koloné¢lés, sorbenty
daleliy dydis 3 — 20 pum. Judri fazé pumpuojama siurbliu, automatiskai vyksta detektavimas ir
uzrasomos atskiry anali¢iy chromatogramos.

Efektyvioji skysCiy chromatografija — dazniausiai naudojamas metodas tiek fenoliniy
junginy atskyrimui, tiek jy kiekio nustatymui. Yra daugybé faktoriy kurie jtakoja fenoliy analize
taikant §j metoda, t. y. méginio gryninimas, mobili faz¢, kolonéliy tipas ir detektoriai. ISgryninti
fenoliniai junginiai dedami ] HPLC jrenginj panaudojant atvirkstinés fazés C8- arba C18- sujungta
silicio dioksido koloné¢le, fotodiodo detektoriy ir polinius riigstintus organinius solventus. Taipogi
gali buti panaudotos kitos fazés: SiO,, Sephadex ir poliamidas. Gradientin¢ eliucija paprastai
atlickama naudojant dvikomponente tirpikliy sistema, t. y. vanduo su acetatu arba skruzdziy
rugsties buferis ir metanolis arba acetonitrilas kaip organinis modifikatorius. Maziau populiariis
fosfatiniai buferiai dél didelio jony Saltinio uZterStumo. Analizé paprastai atlickama kambario
temperatiiroje, taciau kartais rekomenduojama iki 40 OC tam, kad biity sutrumpintas analizés laikas,
nes dél termostabiliy kolonéliy eliucija dazniau kartojasi. Jeigu pagrindinis tyrimo tikslas yra
nustatyti dominuojancius flavonoidus méginyje, pakanka 30 — 60 min. atskyrimui nuo 5 iki 10
junginiy. Kita vertus i§samesniam tyrimui gali prireikti iki 2 val. Tokiomis salygomis atskiriama ir
identifikuojama nuo 30 iki 50 junginiy vienu méginio ileidimu. [41]

HPLC yra greitas, ekonomiskas chromatografijos buidas, nes galima iSskirti ir aptikti
mazus medziagy kiekius, todél naudojamas biochemijos, molekulinés biologijos, biotechnologijos,
farmacijos, eksperimentinés medicinos laboratorijose. [40] Sio analizés metodo geras efektyvumas
ir didel¢ skiriamoji geba, labai greitas atskyrimas, puikus jautris, galimybé automatizuoti analizés
procesa.

Pastebéta, jog cukrai molekulés struktiiroje fenolinius junginius daro tirpesnius vandenyje,
todel tirpikliy maiSymas su vandeniu ekstrakcija daro efektyvesne. [42] Atlikti tyrimai su avietémis,
Seivamedzio uogomis, gervuogemis, girtuoklémis, spanguolémis, mélynémis ir kitomis valgomomis

uogomis, pvz., analizuojant fenolinius junginius gervuogeése tarp flavonoliy dominavo kvercetinas ir
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kaempferolis. Naudojant neigiamos jonizacijos masiy spketrometrija fenolinis uogy ekstrakty
profilis buvo pakankamai skirtingas, kadangi vandens ekstrakte buvo aptikti tik trys junginiai.
Teigiamu MS rezimu pavyko aptikti panasy antocianiny profilj. [43]

IS spanguoliy buvo sékmingai iSskirtas ir identifikuotas kvercetinas HPLC ir DCh-MS
metodais. [44]
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2. EKSPERIMENTO METODIKA

2.1. Medziagos ir tirpikliai

Siame tiriamajame darbe buvo naudotos $ios cheminés medziagos ir tirpikliai.
Grynos etaloninés medZiagos jsigytos 18 Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija):
1) Kvercetinas (QU) CAS-Nr. 117-39-5; grynumas > 98.0%;
2) Miricetinas (MR) CAS-Nr. 529-44-2; grynumas > 96.0%;
3) Kaempferolis (KP) CAS-Nr. 520-18-3; grynumas > 90%.

Naudoti tirpikliai:
1) Dejonizuotas vanduo- pasigamintas laboratorijoje, panaudojant turimg vandens gryninimo
sistemg NANOpure Infinity (Barnstead, JAV)
2) Metanolis (MeOH) ESCh grynumo Merck (Vokietija);
3) Skruzdziy rugstis (HCOOH), 98 - 99% grynumo Scharlau Chemie (Belgija);
4) Acetonitrilas (AcN) ESCh grynumo Merck (Vokietija);,
5) Etanolis (EtOH) ESCh grynumo Merck (Vokietija);
6) Etilacetatas (EtAc) ESCh grynumo Merck (Vokietija).
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2.2. Aparatira

2.2.1 Skys¢iy chromatografiné sistema

Tyrimai buvo atliekami efektyviosios skysCiy chromatografijos sistema Agilent LC 1100
Series (Agilent Technologies, JAV), kuri buvo sudaryta i§: nudujinimo jrenginio, keturiy kanaly
siurblio, jvedimo sistemos su rankiniu voztuvu, kolonéliy termostato, atvirks¢iy faziy

chromatografinés kolonélés ir spektrofotometrinio fotodiodinés matricos detektoriaus.

2.1 pav. Skysciy chromatografiné sistema
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2.2.2. Naudota pagalbin¢ jranga ir sgnaudinés medzZiagos:

Svérimai buvo atliekami analitinémis svarstyklémis KERN 770 (Vokietija);

Automatinés pipetés (Eppendorf, Vokietija);

Matavimo kolbutés 25 mL ir 50 mL;

Purtyklé (Stuart, Vokietija);

Filtrai: vienkartiniai 0,45 um PTFE;

Azotas tirpikliams nugarinti buvo pagamintas, panaudojant azoto dujy generatoriy Nitro
Flow Lab (Parker Filtration, JAV);

Vanduo buvo distiliuojamas GFL2002 (Vokietija) distiliatoriumi, véliau gryninamas

NANOpure Infinity (Barnstead, JAV) dejonizacijos sistema;

2.3. Tyrimo objektai

Pasirinkti bandiniai buvo jsigyti vaistin¢je Lietuvoje:
1) Dziovinti mélyniy lapai ir tigliai (Lietuva);
2) Dziovintos mélyniy uogos (Lietuva);
3) Maisto papildas C (MPC) (JSC Olainfarm, Latvija);
4) Maisto papildas L (MPL) (UAB Aconitum, Lietuva).

2.4. Metodikos

Darbas atliktas VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro Cheminés metrologijos
laboratorijoje. Analiz¢ buvo atlikta remiantis straipsnyje ,,Optimization of matrix solid-phase
dispersion extraction for the chromatographic analysis of flavones in cranberries [45] nurodytomis

analizés salygomis, rekomenduojamomis flavonoidy nustatymui.

2.4.1.Tirpaly ruoSimas ir ekstrakcija
2.4.1.1. Mélyniy lapai ir iigliai

Analizei buvo naudoti pirkti vaistingje dziovinti mélyniy lapai ir Gigliai. Bandiniai sveriami
po lg tiriamojo objekto ir uzpilama po 20 ml tirpiklio:

1) 100 °C temperattros dejonizuotas vanduo;

2) Kambario temperatiiros (22°C) dejonizuotas vanduo;

3) MeOH/vanduo tirpalas (70/30) su 0,5 % skruzdziy ruigsties priedu;
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4) MeOH/vanduo tirpalas (30/70) su 0,5 % skruzdziy riigsties priedu;
5) Metanolis (MeOH);
6) Acetonitrilas (ACN);
7) Etanolis (EtOH);
8) Etil acetatas (EtAc).
Meéginiai purtomi purtykléje 30 min. Paskui filtruojami vienkartiniais 0,45 pm PTFE
filtrais.
I.  bandinio paruoSimo biidas:
Tiriamieji tirpalai (kiekvienas atskirai) skiedziami 100 karty: i 2 ml tirio
meégintuvelj jpilant 990 ul MeOH ir 10 pl paruosto meéginio tirpalo.
II.  bandinio paruos$imo budas:
Tiriamieji tirpalai (kiekvienas atskirai) skiedziami 50 karty: | 2 ml tirio
mégintuvelj jpilant 980 ul MeOH ir 20 pl paruoSto méginio tirpalo.
III.  bandinio paruosimo bidas:
Tiriamieji tirpalai (kiekvienas atskirai) skiedziami 10 karty: | 2 ml tdrio

mégintuvelj jpilant 900 ul MeOH ir 100 pl paruosto méginio tirpalo.

2.4.1.2. Dziovintos mélyniy uogos
Pirktos vaistingje dziovintos mélyniy uogos bandiniams ruosti naudotos dviem biidais:

I.  budas: pasverta po 1g tiriamojo objekto (dziovinty mélyniy uogy);
II.  budas: pries sveriant po 1 g mélyniy uogos, sutrintos gristuvéje.
Analizei tirpalai buvo ruoSiami tokiu paciu principu kaip tai buvo daroma mélyniy lapy ir
tgliy atveju. Mélyniy uogos buvo uzpilamos tokios pacios sudéties tirpikliais. Méginiai purtomi

purtykléje 30 min.

2.4.1.3. Maisto papildai

Dviejy riiSiy maisto papildy kapsuliy milteliai sveriami atskirai po 0,5 g. Méginiai

ruoSiami analogiSkai kaip aprasyta pries tai 2.4.1.1 skyrelyje.

2.4.1.4. Etaloniniy tirpaly gamyba

Kvercetino, miricetino ir kaempferolio etaloninés medziagos buvo pasveriamos po 5 mg
(atskirai) ir tirpinama 25 ml MeOH. Metodo optimizavimui buvo naudoti 10 karty skiesti (j 2 ml
tirio meégintuvel] jpilant 900 pl MeOH ir 100 pl paruostos etaloninés medziagos) tirpalai.
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Kalibravimo grafiko sudarymui buvo naudota serija i§ SeSiy etaloniy tirpaly suskirtingom

koncentracijom nuo 1 pg/g iki 50 ug/g

2.4.2. Kietafaze ektrakcija (KFE)

Paruosti dziovinty uogy ir maisto papildy bandiniai iSvalomi, pasinaudojant kietafaze

ekstrakcija. Tam tikslui buvo naudojamos Sep-Pak C18 500 mg 6 cc KFE kolonélés su C18

sorbento uzpildu (Waters, JK). I8 turimy literatiiros duomeny buvo pasirinktos tokios salygos:

1.

etapas: pirmiausia buvo uzpilami 5 ml 100% dejonizuoto H,O aktyvavimui.
Vandenuo efektyviai sudrékina silicio pavirsiy;

etapas: uzneSama 10 ml méginio. Analizuojama medziaga koncentruojasi ant
sorbento. Tiksliai bandinys perleidziamas j rezervuara, naudojant mikropipete;
etapas: praplaunama 1 ml 100% dejonizuotu H,O. Nuo stacionarios fazés
pavir$iaus nereikalingi komponentai nuneSami su mazu kiekiu vandens;

etapas: surenkama 5 ml 80% MeOH. Per Svirksta praleidziamas mazas kiekis
tirpalo, kuriuo surenkami analizuojami junginiai, bet palickamos nepasalintos

priemaisos iSplovimo metu.

2.4.3. Optimizuotos chromatografinés salygos

Injekcijos taris: 20 pL;

Detekcija: 370 nm (galima naudoti ir 380 nm);

Eliuentas A: 0,5 % skruzdziy riigsties tirpalas dejonizuotame vandenyje;

Eliuentas B: metanolis, partgstintas 0,5 % skruzdziy rugstimi;

Judrios fazés srauto greitis palaikomas pastovus - | mL/min;
SPE kietafazés ekstrakcijos kolonélé: Sep-Pak Vac C18 6c¢c.
Prieskolonélé: Zorbax Eclipse XDB-CI18 12,6 mm x 4,6 mm (Agilent Technologies,

JAV);

Kolonélé: Atvirks¢iy faziy Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, JAV) 150

mm x 4,6 mm, C18 sorbento daleliy dydis 5 pm.

Meéginiai buvo jvedami, panaudojant 20 uL kilpa. Tirpikliy sistema: eliuentas A — 0,5 %

skruzdziy rugsties tirpalas dejonizuotame vandenyje, eliuentas B — metanolis, partigstintas 0,5 %
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skruzdziy rugStimi. Nustatymui naudotas eliuavimo gradientinis metodas, nurodytas 3 lentel¢je,

detekcija — 370 nm (ref 360 nm), srauto greitis - 1,0 mL/min, termostatuojama 22°C.

3 lentelé: Gradientinis eliuavimo metodas.

Laikas, min. Eliuentas A, % Eliuentas B, %
0 70 30
7 50 50
10 40 60
16 30 70
20 10 90
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3. REZULTATU APTARIMAS

3.1. Flavonoliy atskyrimo ir nustatymo salygu parinkimas ir optimizavimas

Pirmame etape buvo siekiama parinkti optimalius bangos ilgius, kuriuose ne tik modeliniy,
bet ir kity flavonoliy esanciy realiuose objektuose absorbcija biity maksimali. 3.1 pav. pavaizduoti
modeliniy flavonoliy absorbcijos spektrai, iSmatuoti PDA detektoriumi. Tolimesniems tyrimams
buvo pasirinkta absorbcijos detekcija 370 nm bangos ilgyje, kai anali¢iy (miricetino, kvercetino ir
kaelimpferolio) absorbcijos signaly intensyvumas buvo maksimalus. 1§ ankstesniy tyrimy atlikty
Cheminés metrologijos laboratorijoje buvo zinoma, kad realiy objekty ekstrakty tyrimuose
miricetinui detektuoti, kartais trukdo matricos elementai (signalas persikloja su kitais dviem
junginiais esanciais ekstraktuose), todél miricetino atveju galima taikyti detekcijag 380 nm bangos

ilgyje.

1000
. . . 1200 :
Miricetinas Kvercetinas
. 800 € 1000
g >
X x
Z 600 .E' 800
s 8
£ 200 g 60
2 ‘S
] £ 400
< 200 2
< 200
0 0

250 300 350 400 450 500 550 250 300 350 400 450 500 550

Bangos ilgis, nm Bangosilgis, nm
800 .
" Kaempferolis
>
i>" 600
c
3
S 400
o
2
2
< 200
0 —TT
250 300 350 400 450 500 550

Bangosilgis, nm

3.1 pav. Flavonoliy (25 ug/g) absorbcijos spektrai ismatuoti PDA detektoriumi

Nors pasirinkty tyrimams anali¢iy (miricetino, kvercetino ir kempferolio) poliSkumai yra
skirtingi ir $ias analites buty galima atskirti pritaikius izokratinj atskyrimo rezima, darbe naudojome
eliucijos gradienta. Gradientinis rezimas leidzia pilnai atskirti jvairius skirtingo poliSkumo

flavonolius per 16 min. Gradientinis atskyrimas buvo optimizuotas atsizvelgiant | gera skyra,
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priimtinas sulaikymo trukmes bei smailiy simetriSkumg. 3.1 lenteléje pateikta optimizuota

gradientinés flavonoliy eliucijos programa.

3.1 lentelé. Judrios fazés gradiento formavimo programa

Trukmeé, 99,5 % MeOH, partigstintas 0,5%
min skruzdziy riagstimi,%

0,0 30

7.0 50

12.0 60

16.0 70

18.0 70

Trijy flavonoliy anali¢iy atskyrimg gradientiniu reZimu iliustruoja 3.2 pav. pateikta
chromatograma, kurioje matome pilnai perskiriamas 10 pg/g koncentracijos modelinio miSinio

smailes.

30

cl Kvercetinas
25 Miricetinas

Kaempferolis

20
15

10

Absorbcija, santyk. vnt.

0 5 10 15 20

-5 . .
——370nm ——380 nm Laikas, min

3.2 pav. Flavonoliy standartinio misinio (10 ug/g) atskyrimas naudojant optimizuotq
gradientinj eliucijos rezimg: Kolonélé — Zorbax Eclipse ZDC C-18, 150x4,6 mm, 5 pm.
Tekmes greitis — 1000 pl, A=370 ir 380 nm.

3.2. Analiciy ekstrakcijos salygy tyrimas
Ekstrakcijos efektyvumui labai svarbu tinkamo tirpiklio parinkimas. Tinkamai pasirinktas

ekstrahuojantis tirpiklis turi atitikti Siuos reikalavimus: turi gerai ekstrahuoti analites; tirpiklio
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smailé¢ chromatogramoje turi gerai atsiskirti nuo anali¢iy smailiy; tirpiklis turi biiti suderinamas su
skysciy chromatografijos kolon¢le.

Optimizuojant salygas buvo pasirenkami skirtingi organiniai tirpikliai. Pradinémis
salygomis buvo pasirinktas grynas MeOH. Bet dalis aktyviy junginiy tirplis labiau poliniuose
tirpikliuose ir todel neiSekstrahuojami su pakankama i§gava gryname metanolyje.

Tyrimy metu buvo palyginta ekstrahuojancio tirpiklio prigimties jtaka méginiy
ekstrakcijos efektyvumui. Kadangi Sios trys analités yra panaSiy savybiy, be to miricetino ir
kaempferolio signalai ne visuose bandiniuose buvo aptinkami (S$iy medziagy dazniausiai biina
maziau, nei kvercetino), tai optimizavimas buvo vykdomas remiantis kvercetino (QU) rezultatais.
Buvo tiriami ir palyginami penki ekstrahentai: dejonizuotas vanduo 100°C ir kambario
temperatiiroje (22°C), MeOH/vanduo tirpalas (30/70) su 0,5 % skruzdziy rigsties priedu,
MeOH/vanduo tirpalas (70/30) su 0,5 % skruzdziy riigsties priedu ir grynas MeOH. Ekstrakcija
vykdoma 30 min purtykléje, kaip aprasyta 2.4.1 skyrelyje. Paskui naudojama kietafaze ekstrakcijos
(KFE) procediira méginiy iSvalymui, panaudojant C18 kolonéle (Waters, JK). KFE procedira $io
baigiamojo darbo metu nebuvo optimizuojama, nes Sie tyrimai jau buvo atlikti laboratorijoje pries
tai ir buvo panaudota KFE eiga ir salygos aprasytos 2.4.3 skyrelyje [45]. 3.3 ir 3.4 paveiksluose

pateikiami chromatogramy pavyzdziai, kuriuose matyti KFE jtaka anali¢iy nustatymui.
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3.3 pav. DZiovinty mélyniy uogy ekstrakto chromatograma (ekstraktas nufiltruotas per
0,45 um filtrg, praskiestas 50 karty su metanoliu ir 20 uL jvesta j chromatografq analizei). QU-
kvercetino smaile.
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DAD1 B, Sig=370,16 Ref=360,100 (EN\FLAVONOLIAI0018.D) QU
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3.4 pav. DzZiovinty mélyniy uogy ekstrakto chromatograma (méginiui atlikta KFE
isvalymo procediira, po kurios 20 uL jvesta j chromatografg analizei). QU- kvercetino smaile.

IS Siy paveiksly matome, kad panaudojus KFE su C18 kolon¢le, apie 10 karty pagere¢jo

kvercetino analités jautris dél sukoncentravimo efekto ir matricos jtakos pasalinimo, iSvalant

méginj.
Ekstrakcijos optimizavimo rezultatai pateikiami 3.5 pav.:
1600
1400 M Lapai ir stiebai
1200 H DZiovintos uogos
1000 MPL
800 m MPC

600
400
200

100 oC

70
oC  MeOH 100

MeOH MeOH

3.5 pav. Kvercetino smailiy ploty priklausomybé nuo ekstrahuojancio tirpiklio prigimties,
sudeties ir sqlygy, skirtingiems bandiniams (dziovinti lapai ir igliai, dZiovintos uogos bei maisto
papildy milteliai).
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IS gauty rezultaty matyti, kad geriausias ekstrakcijos efektyvumas skirtingoms matricoms yra
pasiekiamas, panaudojant MeOH ir dejonizuoto vandens tirpalg santykiu 70/30 su 0,5 % skruzdziy

rugsties priedu. Taigi biitent Sios sudéties tirpiklis buvo naudojamas tolimesniems tyrimams.

3.3.Flavonoliy nustatymo metodo taikymas augaliniy ekstrakty ir maisto
papilduy analizei

Sukurtas, iStirtas ir optimizuotas pasirinkty flavonoliy ekstrakcijos ir nustatymo skysc¢iy
chromatografijos metodas pritaikytas augaliniy ekstrakty bei maisto papildy analizei. Siekiant
atlikti kokybing maisto papildy ir meélyniy analize buvo naudojama efektyvioji skyscCiy
chromatografija, formuojant gradienting eliucija ir analizei naudojant pasirinktus bandinius (zidr.
2.3 skyriy). Atliekant kokybing¢ analizg, siekiant patvirtinti nustatyta analite, méginiai buvo

ileidziami su kvercetino, miricetino ir kaempferolio etaloniniy tirpaly priedu.

3.3.1. Metodo analiziniy charakteristiky nustatymas

Norédami atlikti metodo patvirtinimg, buvo jvertintos Sios charakteristikos: atrankumas
kitiems flavonoliams, kalibracinés kreivés tiesiSkumas, aptikimo riba (AR), nustatymo riba (NR),
pakartojamumas, glaudumas ir teisingumas (vidinis laboratorijos atkuriamumas).

Flavonoliy kiekybiniam nustatymui buvo sudarytas kalibracinis grafikas, panaudojant
pasigamintg etaloniniy tirpaly serija, skiedziant pradinj etaloninj tirpalg. Atsizvelgiant | galimus
anali¢iy kiekius méginiuose buvo pasirinktos Sesios skirtingos koncentracijos: 1; 2,5; 5; 10; 25 ir 50
ng/g. Visi analizuoti junginiai parodé gera tiesiSkuma (r*> 0,998) matuotame intervale.

Kalibravimno grafikai visoms trims analitéms yra pateikti 3.6 paveiksle.

Visame analizuotame koncentracijy intervale (1- 50 pg/g) smailiy ploto priklausomybé

nuo koncentracijos buvo tiesiska (3.2 lentele).
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3.6 pav. Pasirinkty flavonoliy (QU, MR ir KP) kalibravimo grafikai. Chromatografinés
sqlygos kaip aprasyta 2.4.3 skyrelyje, judrios fazes greitis ImL/min., detekcija 370 nm,
kolonélés temperatiira 22 °C, injekcijos tiris 20 uL)

Apskaiciuotos aptikimo (AR) ir nustatymo (NR) ribos jvertinamos lyginant iSmatuota
turimos koncentracijos etalono smailés aukstj su bazinés linijos triukSmu ir nustatant minimalig
koncentracija, kada analité gali biiti patikimai aptikta, t.y. atskirta nuo bazinés linijos triuk§mo (3x
SN) ir kiekybiskai nustatyta (10x SN) (3.2 lentelé):

3.2 lentelé: Flavonoliy koreliacijos koeficientai, regresijos lygtys, aptikimo ir nustatymo ribos, kai

(n=3).

Koreliacijos Aptikimo Nustatymo

Analité Tiesés lygtis koeﬁcgentas riba , riba’, pg/g
) ug/'g
Miricetinas  y=0,026x — 0,001 0,999 0,08 0,1
Kvercetinas  y=0,027x — 0,001 0,999 0,08 0,1
Kaempferolis y=0,021x + 0,002 0,998 0,04 0,07

*— AR ir NR apskaiciuotos pagal PDA duomenis.

Pasirinkty etaloniniy tirpaly gautos smailiy i§é¢jimo trukmés nurodytos 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé: Flavonoliy analiciy sulaikymo trukmés

Junginiai Sulaikymo trukmeé, min.
MR 9,6
QU 12,5
KP 15,5
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3.3.2. Maisto papildy analize¢

IStyrus metodo pagrindines analizines charakteristikas, buvo atlikta pasirinkty maisto
papildy analiz¢. Pasirinkti bandiniai buvo jsigyti vaistin¢je Lietuvoje: "Maisto papildas C" (MPC)
(JSC Olainfarm, Latvija) ir "Maisto papildas L" (MPL) (UAB Aconitum, Lietuva)- tikrieji
pavadinimai neatskleidziami. Bandiniy kapsulése esantys milteliai buvo pasveriami po vidutiniskai
0,5 g ir méginiai ruos$iami taip kaip apraSyta 2.4.1.1 skyrelyje. UzraSytos chromatogramos pavyzdys

pateikiamas 3.7 paveiksle.
QU

mAU —
60 — |
50 5 ‘|
40 - |
30— \

20 MR |“ KP

O

= - — U S o

2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

3.7 pav. Optimizuotu metodu gauto maisto papildo MPL ekstrakto chromatograma. Sqlygos, kaip
aprasyta 2.4.3. skyrelyje.

Apibendrinti pasirinkty dviejy maisto papildy tyrimy rezultatai pateikti Zemiau esancioje
lenteléje. Nustatytos koncentracijos perskaiCiuotos ir iSreikStos veikliosios medziagos mase mg
vienoje papildo kapsuléje.

3.4 lentelé. Miricetino, kvercetino ir kaempferolio nustatymas maisto papilduose

Analité Nustatyta veikliosios medZiagos masé papildo
kapsuléje £ SN, mg (n=3)
MPC * MPL
Miricetinas <NR 0,5+0,1
Kvercetinas 26,2 + 3,1 84+1,2
Kaempferolis <NR <NR

* Pastaba: maisto papildo MPC gamintojas

gaminio yra 30 mg kvercetino.
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Siekiant palyginti flavonoliy kiekj natiiraliuose produktuose vaistingje buvo jsigytos
dziovinty meélyniy lapy - digliy bei dziovinty mélyniy uogy arbatos (Lietuva). IStyrus Siuos
bandinius mélyniy lapuose ir Gigliuose visy anali¢iy koncentracija buvo Zemiau jy nustatymo riby
(méginiai paruosti kaip apraSyta 2.4.1.1 skyrelyje). Dziovintose mélyniy uoguose (méginiai paruosti
kaip apraSyta 2.4.1.2 skyrelyje) pavyko nustatyti kverceting, kurio koncentracija sieké 43,4+ 3,6
ng/g.

3.3.3. ISgavos tyrimai

Baigiamojo darbo metu buvo atlikti iSgavos tyrimai. Analizés metodo teisingumas
paprastai vertinamas optimizuotomis metodo salygomis, analizuojant sertifikuotyjy pamatiniy
medziagy méginius su tiksliai sertifikuotomis analités ar keliy anali¢iy koncentracijomis. Jei tokiy
pamatiniy medziagy néra galimybés jsigyti, tai gali buti atliekamas iSgavos testas su ,,tus¢iu‘
bandiniu, kuriame néra nustatomos analités. Siame tiriamajame darbe susidiiréme su problema, kad
ne tik néra tinkamy pagaminty pamatiniy sertifikuotyjy medziagy, bet taip pat néra panasios
matricos méginiy, kuriuose nebiity tiriamyjy anali¢iy. Todél buvo nuspregsta méginio matricos jtaka
metodo analizinéms charakteristikoms jvertinti analités priedo metodu, atimant pries tai nustatyta
anali¢iy koncentracijg ir tuomet apskaiciuojant iSgava pagal "pridéta- rasta" principa.

I kiekvieng maisto papildo MPL milteliy méginio porcijg buvo pridedamas zinomas kiekis
flavonoliy etaloninio miSinio (dviejy skirtingy koncentracijy t.y. 2,5 ir 10,0 pg/g), o po atlikty
ekstrakcijos ir iSvalymo KFE procediry, méginiai buvo iSanalizuoti ir apskai¢iuotos iSgavos. 3.8

paveiksle pavaizduotos ekstrakto su 10 pg/g standarty priedu chromatogramos.
QU

mAU — MR H
60

50 - | ‘|
40 - | |
30 - “ ‘\
20 ‘ \
10 |

25 5 7.5 10 12.5 15 17.5

3.8 pav. MPL papildo ekstrakto su etaloninio misinio 10 ug/g koncentracijos priedu

chromatogramos.
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3.4 lenteléje pateikti flavonoliy nustatymo MPL papildo milteliuose rezultatai ir etalony
misinio priedo iSgavos. Pras¢iausius iSgavos rezultatus parodé kaempferolis, nors nustatymo
rezultaty santykinis standartinis nuokrypis - ne didesnis 10%. Greiciausiai tokj rezultata nulémé tai,
kad Sis junginys turi tik viena -OH funkcing grupe "B" aromatiniame Ziede ir jo saveika su sorbentu
KFE atlikimo metu skiriasi nuo kvercetino ir mirecetino. Taigi nemaza dalis analités prarandama

méginio iSvalymo metu.

3.5 lentelé. Miricetino, kvercetino ir kaempferolio isgavos testo rezultatai

Analité ISgava £ SSN, % (n=3)
Pridéta 2,5 ng/g Pridéta 10,0 pg/g
Miricetinas 98 +4 99 +6
Kvercetinas 105 +£8 102 +7
Kaempferolis 5610 69+5

Puikius rezultatus gavome su miricetinu — jo iSgavos yra labai artimos 100 procenty
abiems pridétiems Sios analités koncentracijoms. Kvercetino i§gava virSija 100 % ir tai sietina su

atlikty matavimy sklaida.
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l.

ISVADOS

Tiriamojo darbo metu iSnagrinéti ir apzvelgti flavonoliy analizés augaliniuose ekstraktuose
ir maisto papilduose metodai. Buvo pasirinktos tokios optimalios miricetino, kvercetino ir
kaempferolio anali¢iy atskyrimo ir nustatymo salygos: injekcijos turis: 20 pL; detekcija: 370
nm (galima naudoti ir 380 nm); eliuentas A: 0,5 %  skruzdziy rigsties tirpalas
dejonizuotame vandenyje; eliuentas B: metanolis, pariigStintas 0,5 % skruzdziy riig§timi;
judrios fazés srauto greitis palaikomas pastovus - 1 mL/min; kolonélé Zorbax Eclipse XDB-
C18 (Agilent Technologies, JAV) 150 mm x 4,6 mm, C18 sorbento daleliy dydis 5 um. su
prieskolon¢le Zorbax Eclipse XDB-C18 12,6 mm x 4,6 mm (Agilent Technologies, JAV);
Optimizuota flavonoliy ekstrakcija i§ mélyniy lapy ir Gigliy, dziovinty mélyniy uogy bei
maisto papildy. Geriausi rezultatai gauti, kai ekstrahuojancio tirpiklio sudétis buvo
MeOH/vanduo (70/30), ekstrakcija vykdoma kambario temperatiiroje 30 min purtykléje.
Meéginio iSvalymui buvo taikyta optimizuota laboratorijoje KFE procediira, panaudojant
C18 kolonéle, kuri apie 10 karty pagerino nustatomy analiCiy jautrius dél sukoncentravimo
ir matricos jtakos pasalinimo.

IStirtos pagrindinés analizinés metodo charakteristikos optimaliomis saglygomis.

Sukurtas ir iStirtas metodas sékmingai panaudotas komerciniy maisto papildy (MPL ir
MPC), sudétyje turin¢iy meélyniy, analizei kvercetino masé vienoje kapsulé¢je MPL ir MPC
papildy atitinkamai sieké 8,4 + 1,2 mg ir 26,2 + 3,1 mg. Nustatytos i§gavos svyravo nuo 56

% kaempferoliui iki 105 % kvercetinui.
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SUMMARY

Flavonols belong to a class of flavonoids that includes kaempferol, quercetin, myricetin,
and isorhamnetin. They are plant-based metabolites that are believed to provide beneficial effects to
the cardiovascular system, although which compounds provide benefit and what the specific
benefits are remain controversial according to some scientists.

The aim of the Master’s thesis is to create, analyse and optimise the extraction and high
performance liquid chromatography (HPLC) quantification method and apply it for the analysis of
blueberry plant extracts and food supplements with blueberries. Blueberry leaves and stems, dried
berries, food supplements ‘MPL’ and ‘MPC’ used for the analysis were purchased in a pharmacy.
The samples were extracted at 100 °C and at room temperature (22 °C) using deionised water and at
room temperature (22 °C) using MeOH/water (70/30), MeOH/water (30/70) and MeOH as
extraction solvents. A solid phase extraction method was applied for extracts clean-up procedure.
The separation of flavonols was done by High Performance Liquid Chromatography system with
C18 column. HPLC was performed using gradient elution: two components system (A: MeOH
acidified with 0,5% of formic acid and B: deionised water acidified with 0,5% of formic acid) was
used as mobile phase. The detection using DAD was performed at 370nm wavelength.

After the qualitative and quantitative analysis of the samples, traces of quercetin and
myricetin were found. However, no kaempferol was detected. Quercetin levels were the highest in
supplement ‘C’ samples and the lowest in blueberry leaves and stems. The study shows that the
optimised HPLC method can be successfully applied in the analysis of this kind of food

supplements.
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PADEKA

Dékoju VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro Cheminés metrologijos laboratorijai
uz suteiktas galimybes tiriamojo darbo metu naudotis sgnaudinémis medZiagomis, reagentais ir

jranga.
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