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IVADAS

Vaistiniy augaliniy Zaliavy antriniy metabolity kokybinés ir kiekinés
sudéties tyrimai ir jy biologinio poveikio prognozavimai yra svarbi moksliniy
tyrimy kryptis, vertinant augaliniy produkty kokybe ir veiksminguma. Itin
svarbu vertinant biologiSkai aktyviy junginiy kokybing ir kieking sudétj
taikyti inovatyvius analitinius metodus, kuriais jgyjamos naujos mokslinés
zinios ir pritaikomi praktiniai pasiekimai, padedantys nustatyti ir uztikrinti
augaliniy zaliavy ir jy preparaty kokybe bei sauguma.

Stambiauogé spanguolé (Vaccinium macrocarpon Aiton) kaip uoginé
kultiira yra introdukuota ir auginama pramoniniu mastu, mégéjiskuose soduo-
se ir Baltijos Saliy botanikos sody kolekcijose [36, 83, 213]. Paprastosios
spanguolés (Vaccinium oxycoccos L.) uogos ruosiamos ir naudojamos Lietu-
voje maistui [32]. Paprastosios spanguolés auga Lietuvos auk§tapelkiq ir
tarpinio tipo pelqu gamtinése cenopopuhacuose didZiausios j Ju augavietés
yra Valstyblmuose Zuvinto, Kamany ir Cepkeliy rezervatuose. Zaliavy rinki-
mo laiko ir augimo salygy nustatymo tyrimai yra aktualiis siekiant jvertinti
augaly fiziologinius procesus ir skirtingy veiksniy svarbg biologiskai aktyviy
junginiy biosintezei.

Spanguoliy vaisiy biologiSkai aktyvils junginiai pasiZymi biologiniu
aktyvumu (antimikrobiniu, antioksidaciniu, prie§véziniu ir kt.), jy poveikiai
yra priklausomi nuo Zzaliavos Saltinio, augimo salygy, gamtiniy veiksniy,
paruosy laiko ir technologiniy perdirbimo procesy salygy [85, 232]. Aktualu
pateikti naujy moksliniy Ziniy apie spanguoliy rusiy vaisiy cheming sudétj ir
zaliavos su zinoma fitochemine sudétimi panaudojimo galimyb¢ maistui ir
sveikatinimo produkty gamybai.

Duomenys apie V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy fitochemine
sudétj ir sudéties varijavimg yra svarbiis pagrindZiant jy vartojimg praktinés
medicinos tikslais. Uogose nustatyti fenoliniy, triterpeniniy ir kt. biologiSkai
aktyviy junginiy kompleksai, kurie apsprendzia spanguoliy vaisiy multifar-
makologinj poveikj [88, 158]. Literatiroje pateikta moksliniy tyrimy rezul-
taty apie V. macrocarpon vaisiy biologiskai aktyviy junginiy poveikiy tyri-
mus. Nustatytas antimikrobinis poveikis lémé¢, jog stambiauogiy spanguoliy
vaisiy sultys ir ekstraktai vartojami gydant Slapimo taky infekcijas bei jy
profilaktikai [3, 175, 207]. V. oxycoccos vaisiy biologiskai aktyviy junginiy
ir jy biologinio aktyvumo jtakos tyrimy yra mazai, jie fragmentiski, todel yra
nepakankamai sukaupta norint sukurti naujus preparatus [79]. Aktualu
vykdyti V. oxycoccos vaisiy i§samius fitocheminés sudéties tyrimus, siekiant
gauti naujy ziniy apie spanguoliy vaisiy kokybinés ir kiekinés sudéties
varijavima.



Paprastyjy spanguoliy vaisiy biologiskai aktyviy junginiy kokybineés ir
kiekinés sudéties tyrimai yra aktualiis vertinant spanguolyny bukle Lietuvoje
ir nustatant spanguoliy chemotipus. Gauti detaliis spanguoliy vaisiy fito-
cheminés kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimai svarbiis uztikrinant koky-
biskas spanguoliy uogy paruosas ir spanguoliy cenopopuliacijy apsauga bei
siekiant racionaliai naudoti augalinius iSteklius.

Lietuvoje vykdant aukstapelkiy ir tarpinio tipo pelkiy nusausinimo ir
melioracijos darbus paprastyjy spanguoliy gamtiniy cenopopuliacijy plotai
zenkliai sumazgjo. Tai paskatino vykdyti V. macrocarpon veisliy selekcijos
ir introdukcijos mokslinius tyrimus. Baltijos Saliy regiono klimatinés salygos
palankios auginti V. macrocarpon veisliy augalus. Tikslinga iStirti ir atrinkti
Baltijos Saliy klimatinémis salygomis tinkamas auginti spanguoliy veisles su
zinoma biologiSkai aktyviy junginiy kokybine ir kiekine sudétimi. V. macro-
carpon vaisiai anksti sunoksta, uogos vienodo dydzio yra pakankamai
derlingos ir atsparios ligoms [73, 215]. Fitocheminiai sudéties tyrimai yra
aktualiis siekiant paruosti kokybiSka spanguoliy vaisiy augaling zaliava,
tinkama inovatyviy farmaciniy preparaty kirimui, gamybai ir naudojimui
medicinos praktikoje.

Fitocheminés sudéties tyrimy rezultatai gauti Siuolaikiniais fiziko-
cheminiais tyrimo metodais, tiriant skirtingy spanguoliy rasiy V. macro-
carpon ir V. oxycoccos vaisiy éminius, yra aktualts siekiant iSskirti zaliavy
fitocheminius profilius, kurie svarbiis autentiSkumo tyrimuose. Atlikti
V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy fitocheminés sudéties tyrimai pateikia
naujy ziniy ir gali buti panaudoti tolesniuose tyrimuose ateityje ruoSiant
standartizuotg spanguoliy augaling Zaliava ir vykdant farmaciniy formuluociy
tyrimus.

Darbo tikslas — istirti kolekcijose auginamy V. macrocarpon ir natiira-
liose augavietése surinkty V. oxycoccos vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy
junginiy kokybine ir kieking sudét, atlikti farmaciniy formy su liofilizuoty
spanguoliy vaisiy milteliais ir ekstraktais biofarmacinio vertinimo tyrimus ir
nustatyti vaisiy ekstrakty biologinj aktyvuma in vitro.

UZdaviniai:

1. I8vystyti, optimizuoti ir validuoti ultra efektyviosios skys¢iy chro-
matografijos (UESC) fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybinés ir
kiekinés sudéties spanguoliy vaisiy éminiuose tyrimo metodikas.

2. [Istirti Lietuvoje ir Latvijoje auginamy stambiauogiy spanguoliy
(V. macrocarpon) vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
kokybinés ir kiekinés sudéties varijavima.



3. Istirti Lietuvoje nattiraliose augavietése auganciy paprastyjy spanguoliy
(V. oxycoccos) vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybi-
nés ir kiekinés sudéties varijavima.

4. Sumodeliuoti kapsules su liofilizuotais spanguoliy vaisiy milteliais
ir valgomuosius gelius su spanguoliy vaisiy ekstraktu ir jvertinti jy
kokybe biofarmaciniais tyrimais in vitro.

5. Atlikti stambiauogiy ir paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiy ekstrak-
ty antioksidacinio, antimikrobinio ir prieSvézinio aktyvumo tyrimus
in vitro.

Mokslinio darbo naujumas

Spanguoliy genties augaly vaisiy augalinése Zzaliavose fenoliniy ir
triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimams i§vystytos,
optimizuotos bei validuotos UESC-PDA metodikos. Metodiky validacijos
parametry rodikliy (specifiSkumo, linijiSkumo, preciziskumo, aptikimo riby,
nustatymo riby ir atkuriamumo) reikSmés patvirtino metodiky taikymo
tinkamuma. ISvystytomis metodikomis atlikti V. macrocarpon ir V. oxyco-
ccos augaly vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy tyrimai.

Atlikti Latvijos Nacionalinio botanikos sodo kolekcijoje auginamy ir
iSvesty V. macrocarpon veisliy augaly vaisiy triterpeniniy ir fenoliniy junginiy
kokybinés ir kiekybinés sudéties tyrimai. Latvijoje iSvesty spanguoliy veisliy
‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema Tumsa’, ‘Kalnciema RaZiga’ ir introdukuoty
spanguoliy veisliy ‘Searles’ ir ‘Howes’ vaisiy éminiuose nustatyti didziausi
proantocianidiny kiekiai (2,78-3,39 mg EE/g), palyginti su kity tirty kolekcijos
veisliy vaisiy éminiais. Latvijoje iSvesty spanguoliy veisliy ‘Kalnciema Agra’,
‘Septembra’, ‘Dizbriiklene’ ir introdukuotos spanguoliy veislés ‘Early Black’
vaisiy €éminiuose nustatytas didesnis triterpeniniy junginiy kiekis (6,23—
6,62 mg/g), lyginant su kity tirty kolekcijos veisliy vaisiy éminiais.

Atlikti Latvijos gyvybés moksly ir technologijy universiteto V. macro-
carpon veisliy augaly kolekcijoje surinkty vaisiy éminiy fitochemingés
sudéties tyrimai. Stambiauogiy spanguoliy veislés ‘Kalnciema Agra’ vaisiy
éminiuose nustatytas didesnis suminis antocianiny kiekis (5,31 mg/g), paly-
ginti su kity kolekcijoje auginamy veisliy vaisiy éminiuose nustatytu suminiu
antocianiny kiekiu.

Vilniaus universiteto botanikos sodo kolekcijoje auginamy stambiauogiy
spanguoliy ‘Early Black’ ir ‘Howes’ veisliy vaisiy éminiuose jy nokimo metu
nustatyti didesni antocianiny, proantocianidiny ir triterpeniniy junginiy kiekiai,
lyginant su kity kolekcijoje auginamy veisliy vaisiy chemine sudétimi.

Atlikome V. oxycoccos vaisiy éminiy, surinkty Zuvinto biosferos ir Kama-
ny bei Cepkeliy gamtiniuose rezervatuose, fitocheminés sudéties palyginamaja
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analize ir jvertinome pelkiy tipo augavieciy jtaka vaisiy éminiy fenoliniy ir
triterpeniniy junginiy kokybinei ir kiekinei sudéciai. Atviresnése rezervaty
oligotrofinio tipo pelkiy augavietése, surinktuose spanguoliy vaisiy €mi-
niuose, nustatytas didesnis antocianiny, flavonoliy ir proantocianidiny kiekis,
lyginant su junginiy kiekiais, nustatytais vaisiy éminiuose, surinktuose
mezotrofinio ir eutrofinio tipo pelkiy augavietése.

Nustatyta flavonoliy ir triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés
sudéties pokyciai spanguoliy vaisiy éminiuose nokimo periodo metu. Gauti
tyrimy rezultatai pateiké naujy Ziniy apie fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
biosintezés ir kaupimosi procesy désningumus spanguoliy vaisiuose.

Praktiné ir teoriné reikSmé

ISvystytos metodikos gali buti taikomos tiriant spanguoliy vaisiy éminiy
fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybing ir kieking sudétj, vertinant
augalinés zaliavos kokybe, atliekant V. macrocarpon augaly veisliy selekci-
jos ir introdukcijos mokslinius tyrimus.

Saugomose teritorijose (Zuvinto biosferos, Kamany ir Cepkeliy gamti-
niai rezervatai) V. oxycoccos cenopopuliacijose surinkty uogy éminiy fenoliniy
ir triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimai yra svarbis
vertinant gamtiniy augaly resursy chemine sudétj, siekiant iSsaugoti genetine
jvairove bei vykdant vietiniy V. oxycoccos augaly selekcijos tyrimus. Tyrimy
rezultatai aktualiis siekiant pelkiy ekosistemose plésti spanguoliy augavieciy
plotus ir atstatyti gamtinius resursus.

Gauti fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties
spanguoliy vaisiy éminiuose nokimo periodo metu duomenys yra svarbiis
bandant suprasti kompleksinius augalo vystymosi metu vykstan¢iy antriniy
metabolity biosintezés désningumus. Tyrimy duomenys suteikia galimybe
nustatyti ir pagristi optimaly spanguoliy vaisiy rinkimo laika, kai uogose
sukaupiami didziausi biologiskai aktyviy junginiy kiekiai. Atsizvelgiant |
nustatytus V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy fitocheminés sudéties poky-
¢ius uogy nokimo metu, nustatyta, kad racionalu spanguoliy augaliniy zaliavy
paruosas vykdyti rugsé€jo pabaigoje—spalio ménesj, kai uogose sukaupiami
didziausi antriniy metabolity kiekiai. Moksliniy tyrimy rezultatai aktualiis
nustatant spanguoliy uogy rinkimo gyventojams leidimy iSdavimo saugomo-
se teritorijose terminus bei pagrindziant leidimy iSdavimy tvarkg ir optimi-
zuojant gamtos iStekliy naudojima.

Kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais farmacinése formu-
luotése nustatyta pagalbiniy medziagy jtaka antocianiny atsipalaidavimo
kinetikai i§ kapsuliy. Pagalbiné medziaga chitozanas statistiskai reikSmingai
prailgino antocianiny atsipalaidavimg i§ kapsuliy formuociy. Valgomojo
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gelio su spanguoliy vaisy ekstraktu prolonguotg antocianiny tirpimo kinetika
apsprendé¢ pagalbinés medziagos natrio karboksimetilceliulioze ir karbo-
meras, kurie statistiSkai reikSmingai prailgino antocianiny tirpimo greitj.
Farmaciniy formuluociy antocianiny tirpimo kinetikos tyrimai suteikia moks-
liniy Ziniy apie pagalbiniy medziagy ir farmacinés formos jtaka modeliuo-
jamy kapsuliy ir geliy kokybei ir stabilumui. Tyrimy rezultatai gali buti
panaudojami vystant ir kuriant naujas, inovatyvias, modifikuoto veikimo
geriamasias farmacines formas.

Nustatyta, kad V. macrocarpon ir V. oxycoccos spanguoliy vaisiy etanoli-
niai ir vandeniniai ekstraktai slopino bakterijy S. aureus, S. epidermidis,
E. coliir K. pneumoniae padermiy augima in vitro. Atlikus priesvézinio akty-
vumo tyrimus, nustatyta, kad spanguoliy vaisiy €éminiy vandeniniai ir etano-
liniai ekstraktai mazino prostatos karcinomos ir inksty karcinomos lgsteliy
linijy gyvybinguma. Spanguoliy vaisiy sausyjy ekstrakty prieSvézinio ir
antimikrobinio aktyvumo tyrimy rezultatai yra svarbis biologiSkai aktyviy
junginiy tyrimams.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Oxycoccus Hill augaly taksonominé jvairove ir paplitimas

Spanguoliy (Oxycoccus Hill) pogenté yra Ericaceae Seimos, Vaccinium
genties augalai [99, 191]. Oxycoccus Hill pogentei priskiriama nuo 2 iki 5
rasiy [191]. Vieny mokslininky duomenimis Oxycoccus Hill pogentei priski-
riamos dvi riiSys: stambiauogé spanguolé (Vaccinium macrocarpon Aiton sin.
Oxycoccos macrocarpon (Aiton) Pursh) ir paprastoji spanguolé (Vaccinium
oxycoccos L. sin. Oxycoccos palustris Pers.) [36, 48, 79, 191]. Kity autoriy
nuomone, atsizvelgiant i V. oxycoccos augaly poliploidiSkumg iSskiriamos
trys augaly raSys: diploidiné Vaccinium microcarpum (Turcz. ex Rupr.)
Schmalh. (sin. Oxycoccos microcarpus Turcz. ex Rupr.), tetraploidiné Vacci-
nium oxycoccus L. ir heksaploidiné Vaccinium hagerupii (A.Love et
D. Love) Ahokas (sin. Oxycoccos hagerupii A. Love et D. Love) [99, 191].

V. oxycoccos riisies augalai yra paplite Eurazijos ir Siaurés Amerikos
Salto ir vidutinio klimato zonose, auga aukstapelkése ir tarpinio tipo pelkése,
reCiau zemapelkése, uzpelkéjusiuose misSkuose [36, 79]. V. macrocarpon
rii§is yra paplitusi rytinéje ir centrinéje Siaurés Amerikos dalyse [167]. XIX a.
JAV pradéti spanguoliy selekcijos ir kultivavimo tyrimai su gamtinése ceno-
populiacijose auganciais V. macrocarpon augaly taksonais [215]. Moksliniai
spanguoliy selekcijos darbai buvo atlieckami atsizvelgiant i derlinguma,
spanguoliy vaisiy spalva, dyd; ir kitas savybes [215]. XX a. natiiraliose ceno-
populiacijose atrinktos ‘Early Black’, ‘Howes’, ‘McFarlin’, ‘Searles’ span-
guoliy veislés buvo pirmosios pradétos plantacijose auginti veislés [215].
Siuo metu pasaulyje kultivuojama vir§ 200 stambiauogiy spanguoliy veisliy
[150]. Pramoniniu budu daugiausia spanguoliy vaisiy paruoSiama auginant
spanguoliy veisles ‘Stevens’, ‘Pilgrim’ ir ‘Mullica Queen’ [45, 215].

Baltijos Saliy klimatinémis saglygomis aukStapelkiy ir tarpinio tipo pelkiy
gamtinése cenopopuliacijose auga V. oxycoccus ir V. microcarpon risiy
augalai [61]. Natiraliis spanguoliy augavieciy plotai dél Zzmogaus antro-
pogeninés veiklos sumazgjo, todél buvo tikslinga plétoti V. macrocarpon ir
V. oxycoccos introdukcijos ir selekcijos tyrimus [148, 213]. Lietuvoje
1967 m. Vytauto Didziojo universiteto (VDU) Kauno botanikos sodo moksli-
ninkai pradéjo V. macrocarpon veislés selekcijos ir introdukcijos tyrimus
[39]. Kauno botanikos sodo kolekcijoje auginamos veislés ir selekcinés
linijos buvo tirtos agrobiologiniais, biocheminiais bei genetiniais metodais ir
nustatyta, kad Lietuvos klimatinémis salygomis didZiausiu derlingumu pasi-
zyméjo V. macrocarpon augaly rusies ‘Ben Lear’, ‘Early Black’, ‘Pilgrim’ ir
‘Stevens’ veislés [34, 36]. VDU Kauno botanikos sode surinkta unikali
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V. oxycoccos genetiniy iStekliy kolekcija, siekiant iSsaugoti vertingus augaly
klonus, kurie atrinkti saugomose Cepkeliy, Zuvinto, Kamany teritorijose ir
kitose pelkése [37]. Ivertinus augaly derlinguma, uogy dydj ir atsparuma
ligoms, nustatytos V. oxycoccos veislés: ‘Vaiva’, ‘Reda’, ‘Zuvinta’, ‘Vita’ ir
‘Amalva’ [34, 73].

Latvijoje spanguoliy selekcijos ir introdukcijos tyrimai atliekami Latvijos
nacionaliniame botanikos sode, Salaspilyje. Kolekcijoje auginamos span-
guoliy veislés iSvestos Latvijos Salaspilio nacionalinio botanikos sodo
mokslo darbuotojy. Selekcininkas biologijos dr. Alfreds Ripa iSvede ‘Kaln-
ciema Agra’ (1998), ‘Kalnciema Tumsa’ (1998), ‘Kalnciema Raziga’(1998),
‘Septembra’(1998) spanguoliy veisles bei spanguoliy-brukniy hibridines
‘Ttna’ (2006), ‘Dizbruklene’ (1997), ‘Salaspils Agras’ (1996), ‘Salaspils
Melnas’ (1996) veisles, parengé jy auginimo rekomendacijas [73, 166].

Estijoje 1966—1972 m. laikotarpiu buvo iSvestos SeSios V. oxycoccos
veislés, kurios jtrauktos j Estijoje rekomenduojamy auginti uoginiy kultiiry
veisliy sarasa. Selekcininkas Henn Vilbaste atrinko paprastosios spanguolés
‘Kuresoo’, ‘Nigula’ ir ‘Tartu’ veisles, o selekcininké Juta Vilbaste ‘Maima’,
‘Soontagana’ ir ‘Virussaare’ veisles [36, 73].

Europos Salyse uzauginama nedidelé dalis pasaulinés spanguoliy vaisiy
produkcijos [30], todel moksliniai tyrimai introdukuojant naujas spanguoliy
veisles, tiriant jy vaisiy fitochemine sudeétj ir vykdant perspektyviausiy
spanguoliy veisliy atrankg norint auginti Baltijos Saliy regione islieka
aktualiis [33, 83].

1.2. Spanguoliy vaisiy biologiSkai aktyviuy junginiy
sudéties tyrimai

Augaliniai ekstraktai yra daugiakomponentés matricos, kuriy sudétyje
nustatomi jvairios struktiiros antriniai metabolitai — biologiskai aktyviis
junginiai. Pagrindinés spanguoliy vaisiy augalin¢je Zaliavoje nustatomos
biologiskai aktyviy junginiy grupés yra flavonoidai, fenolinés riigStys ir
triterpeniniai junginiai. Siuolaikinés analizés metody taikymas augaliniy
zaliavy tyrimuose jgalina nustatyti $iy junginiy kokybing ir kieking sudeét;.
Fitocheminés sudéties tyrimai spanguoliy augalinéje zaliavoje leidzia
jvertinti Zaliavos autentiSkuma, nustatyti jvairiy veiksniy jtaka biologiskai
aktyviy junginiy sintezés procesams, uztikrinti gaminamy produkty sauguma
ir kokybe.
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1.2.1. Fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties
nustatymo tyrimai

Siekiant jvertinti fenoliniy junginiy kokybing ir kiekybing sudétj auga-
lin¢je matricoje, publikuotos skirtingos §iy junginiy nustatymui taikomos
instrumentinés analizés metodikos. Bendro fenoliniy junginiy kiekio jverti-
nimui augaliniy Zaliavy éminiuose literatiiroje aprasytos spektrofotometrinio
metodo pagrindu sukurtos ir iSvystytos metodikos [156]. Nustatant indivi-
dualiy fenoliniy junginiy kokybing ir kieking sudétj spanguoliy vaisiy auga-
linése Zaliavose, taikomos chromatografiniy tyrimy metody pagrindu sukurtos
ir iSvystytos metodikos [112, 221].

Spektrofotometriniai metodai. Spektrofotometriné Folin—Ciocalteu
metodika naudojama nustatant bendra fenoliniy junginiy kieki [104]. Narwojsz
ir kt. Siuo metodu nustaté, kad bendras fenoliniy junginiy kiekis V. macro-
carpon veisliy ‘Ben Lear’, ‘Early Richard’, ‘Pilgrim’, ‘Bergman’ ir ‘Stevens’
vaisiy éminiuose varijuoja nuo 1,63 mg GAE/g FW iki 3,58 mg GAE/g FW,
o V. oxycoccos vaisiy éminiuose yra 2,27 mg GAE/g FW [132]. Borowska ir
kt. Folin—Ciocalteu metodu nustaté, kad bendras fenoliniy junginiy kiekis
V. macrocarpon veisliy ‘Ben Lear’, ‘Early Richard’, ‘Pilgrim’, ‘Bergman’ ir
‘Stevens’ vaisiy éminiuose varijuoja nuo 1,92 mg GAE/g FW iki 3,74 mg
GAE/g FW, o V. oxycoccos vaisiy éminiuose yra 2,89 mg GAE/g FW [14].

Spektrofotometrinis pH diferencinis metodas yra paprastas, greitas ir
ekonomiskas. Jis taikomas norint nustatyti bendra antocianiny kiekj méginyje
[52, 108, 224]. Siuo metodu nustatyta bendra antocianiny kiekj kiekvienai
augalinei zaliavai reikéty vertinti individuliai [111]. Bendras antocianiny
kiekis augalinése zaliavose ir preparatuose dazniausiai iSreiSkiamas CGE
(cianidin-3-gliukozido ekvivalentu), nes cianidin-3-gliukozidas yra dominuo-
jantis antocianinas daugelyje vaisiy ir darzoviy [109, 204]. Borowska ir kt.
pH diferenciniu metodu nustaté, kad bendras antocianiny kiekis V. macro-
carpon vaisiy éminiuose varijuoja nuo 0,52 mg CGE/g FW iki 0,77 mg
CGE/g FW, o V. oxycoccos vaisiy éminiuose yra 0,43 mg CGE/g FW [14].
Grace ir kt., atlike antocianiny kiekinés sudéties analiz¢ pH diferenciniu
metodu, nustate 0,65 mg CGE/g FW antocianiny stambiauogiy spanguoliy
veislés ‘Stevens’ vaisiy éminiuose [59]. Cesoniené ir kt. nustaté, kad Lietuvoje
auginamy V. oxycoccos veisliy ir klony vaisiy €éminiuose bendras antocianiny
kiekis varijuoja nuo 0,012 mg CGE/g FW iki 0,23 mg CGE/g FW [32].

Nustatant proantocianidiny kiekj spanguoliy vaisiy augalinéje Zaliavoje
ir 1§ jos pagamintuose preparatuose, daznai taikomas spektrofotometrinis
bendro proantocianidiny kiekio DMCA nustatymo metodas [102, 117, 120
172]. Bendras proantocianidiny kiekis iSreiSkiamas proantocianidino A2 arba
katechino ekvivalentais [50, 101]. Grace ir kt., atlike proantocianidiny kiekinés

15



sudéties analiz¢ DMCA metodu, nustaté 1,34 mg PA2E/g FW proantocia-
nidiny stambiauogiy spanguoliy veislés ‘Stevens’ vaisiy éminiuose [59].
Narwojsz ir kt. nustaté, kad bendras proantocianidiny kiekis V. macrocarpon
vaisiy éminiuose varijuoja nuo 0,08 mg CAE/g FW iki 0,30 mg CAE/g FW,
o V. oxycoccos vaisiy éminiuose yra 0,22 mg CAE/g FW [132]. Lu ir kt. iStyre
21 V. macrocarpon veislés vaisiy éminius ir nustaté, kad bendras proantocia-
nidiny kiekis varijuoja nuo 7,4 mg PA2E/g DW (‘Le Munyon’) iki 14,7 mg
PA2E/g DW (‘Howes’) [117].

Chromatografiniai metodai. Chromatografiniai tyrimy metodai
taikomi siekiant nustatyti individualiy biologiskai aktyviy junginiy kokybing
ir kieking sudétj augalinése zaliavose. Cre ir kt. iSvysté ultraefektyviosios
plonasluoksnés chromatografijos metodika bandant nustatyti hiperozida ir
chlorogeno rtigsti spanguoliy vaisiy €éminiuose [31]. Plonasluoksnés chroma-
tografijos metodikos privalumai yra paprastas méginio paruo§imas, trumpas
analiz¢és laikas, galimybé vienu metu iStirti kelis meéginius, tac¢iau tyrimo metu
nebuvo identifikuota kity flavonoidy spanguoliy vaisiy augalinéje Zaliavoje
(4, 31].

Efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodikos naudojamos
siekiant nustatyti flavonoidy kokybine ir kiekine sudétj augalinése zaliavose
[112, 221]. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodo privalumai:
nedidelis tiriamojo meéginio kiekis, efektyvus augalinés matricos komponenty
skirstymas, atkartojamas ir greitas kokybinés ir kiekybinés analizés procesas
[4]. UESC (ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos) metodas, lyginant
su ESC metodu, yra geresné alternatyva dé¢l analizei reikalingo mazesnio
organiniy tirpikliy kiekio, trumpesnés analizés trukmés, didesnio jautrumo ir
skiriamosios gebos [126, 143].

Flavonoidy kiekybiné¢ ir kokybiné analiz¢ efektyviosios skys¢iy chroma-
tografijos ir ultraefektyviosios skysciy chromatografijos metodais atliekama
naudojant PDA ir MS detektorius [80, 174]. Flavonoidy grupés junginiai turi
budingus UV absorbcijos ir MS spektrus. Dél Sios priezasties UV ir MS
detektoriai naudojami kuriant ir vystant flavonoidy kokybinés ir kiekybinés
analizés metodikas [157, 202].

UESC-TOF-MS metodu V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy éminiuo-
se nustatyta nuo 8000 iki 10000 fitocheminiy medziagy [16]. Antocianinai,
flavonoliai, proantocianidinai ir fenolinés riigStys yra pagrindinés spanguoliy
augaliniy Zaliavy biologiSkai aktyviy junginiy grupés [136]. Kylli ir kt.
UESC-PDA-FL metodu nustaté, kad V. oxycoccos vaisiy éminiuose proanto-
cianidinai sudaro 63 proc., antocianinai — 16 proc., flavonoliai — 14 proc.,
hidroksicinamono riigstys — 7 proc. ir hidroksibenzoinés riigstys — 0,05 proc.
suminio fenoliniy junginiy kiekio [91]. Oszmianki ir kt. tyré V. macrocarpon
veisliy ‘Pilgrim’, ‘Stevens’ ir ‘Ben Lear’ vaisiy €éminius, surinktus jy nokimo
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metu, ir nustaté, kad flavan-3-oliai sudaro 41,5-52,2 proc., flavonoliai —
18,6-30,5 proc., antocianinai — 8,0-24,4 proc. ir fenolinés riigstys — 5,0—
12,4 proc. suminio fenoliniy junginiy kiekio [152].

Spanguoliy vaisiy proantocianidinai yra jvairiy polimeriniy struktiiry
junginiy grup¢, sudaryta i§ flavan-3-oliy, daugiausia epikatechino dimery,
trimery, oligomery ir polimery [79, 139]. Daugelis $iy struktiiry biidingos tik
spanguoléms, nors proantocianidiny nustatoma visuose Vaccinium genties
augaluose [139]. Literatiros duomenimis, spanguoliy vaisiy éminiuose
proantocianidinai nustatyti taikant UESC-UV-MS, MALDI-TOF MS ir
LC/MS QTOF ir UESC-PDA-FL metodikas [78, 153]. Oszmianski ir kt.
analizuodami flavan-3-oliy kokybing ir kiekybing sudéti V. macrocarpon
vaisiy éminiuose taiké ESC/MS QTOF ir UESC-PDA-FL metodikas ir
nustaté, kad A tipo procianidiny polimerai sudaré 90-92 proc. suminio flavan-
3-oliy kiekio, o B tipo procianidiny polimerai sudaré 2—4 proc. suminio
flavan-3-oliy kiekio [153]. Jungfer ir kt. nustaté, kad trijose Vaccinium genties
rasiy (V. macrocarpon, V. oxycoccos ir Vaccinium vitis-idaea L.) augaly
vaisiy éminiuose kiekiné proantocianidiny sudétis skiriasi [78]. Autoriai
nurodo, kad A tipo trimeriniy proantocianidiny kiekis V. oxycoccos vaisiy
éminiuose (0,14-0,48 mg A2/100 g FW) buvo 15 karty mazesnis nei V. macro-
carpon vaisiy éminiuose (4,66-6,99 mg A2/100 g FW), o V. vitis-idaea
éminiuose nustatyti didziausi A tipo trimeriniy proantocianidiny kiekiai
(7,69-10,01 mg A2 /100 g FW) [78].

Antocianinai — vandenyje tirplis pigmentai, suteikiantys spanguoléms
spalva [89]. Vilkickyté ir kt. iSvystyta ir validuota UESC-PDA metodika
V. macrocarpon vaisiy augalinéje Zaliavoje identifikavo 15 antocianiny ir jy
aglikony [210]. Viskelis ir kt. tyré antocianiny kiekybing sudétj Lietuvos
klimatinémis salygomis auginty V. macrocarpon veisliy ‘Stevens’, ‘Pilgrim’,
‘Ben Lear’ ir ‘Black Veil’ uogy éminius ESC-UV/MS metodu ir nustate, kad
antocianiny kompleksa sudaro: 33,13 proc. peonidin-3-galaktozido, 6,21 proc.
peonidin-3-arabinozido, 21,28 proc. cianidin-3-galaktozido ir 17,57 proc.
cianidin-3-arabinozido [213]. Vorsa ir kt. nustaté, kad tetraploidiniy V. oxy-
coccos vaisiy antocianiny profiliui biiddinga didesnis kiekis cianidin-3-galak-
tozido (26,7 proc.), cianidin-3-arabinozido (25,3 proc.), peonidin-3-galakto-
zido (24,5 proc.), peonidin-3-arabinozido (17,3 proc.) ir mazesni kiekiai
cianidin-3-gliukozido (1,5 proc.) bei peonidin-3-gliukozido (4,7 proc.) [214].
Diploidiniy V. oxycoccos vaisiy €éminiuose nustatyti didesni kiekiai cianidin-
3-gliukozido (19,5 proc.), peonidin-3-gliukozido (54,5 proc.), cianidin-3-ara-
binozido (13,1 proc.), peonidin-3-arabinozido (12,0 proc.) ir maZesni kiekiai
cianidin-3-galaktozido (0,5 proc.) bei peonidin-3-galaktozido (0,4 proc.) [214].

Spanguoliy vaisiy éminiuose taikant ESC MS/MS ir ESC-UV metodikas
identifikuoti flavonoliai: kvercetin-3-galaktozidas, miricetin-3-galaktozidas,
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kvercetin-3-arabinofuranozidas, kvercetin-3-ramnopiranozidas, miricetin-3-
arabinofuranozidas, kvercetin-3-gliukozidas, kvercetin-3-ksilopiranozidas,
kvercetin-3-arabinopiranozidas, kvercetinas, kvercetin-3-ramnozidas, kemp-
ferol-3-gliukozidas, miricetin-3-ksilopiranozidas [13, 218, 234]. Wang ir kt.
nustaté, kad kvercetin-3-galaktozidas sudaré¢ 3146 proc., miricetin-3-
galaktozidas — 19-32 proc., kvercetin-3-arabinofuranozidas — 7—17 proc. ir
kvercetin-3-ramnopiranozidas — 7-14 proc. suminio flavonoliy kiekio [221].

Spanguoliy vaisiuose nustatytos fenolinés riig§tys priskiriamos benzen-
karboksirtigsties ir cinamono riigs§¢iy dariniams [136, 138]. V. oxycoccos ir
V. macrocarpon vaisiy éminiuose, taikant ESC-PDA metoda, nustatytos
benzoin¢, p-coumaro, chlorogeno ir kavos riigstys [54, 190]. Zheng ir Wang
naudojant ESC-UV metodika nustaté vanilés ir kavos rigstis V. macrocarpon
vaisiy éminiuose [234]. Abeywickrama ir kt. ESC/ESI-MS/MS metodu
spanguoliy vaisiy €éminiuose nustaté galo, protokatecho, sinapo, siringo,
kavos, p-kumaro, ferulo ir chlorogeno rugstis [1].

Apibendrinant spanguoliy vaisiy fenoliniy junginiy sudéties tyrimy
duomenis, galima teigti, kad siekiant nustatyti spanguoliy vaisiy cheming
sudétj, dazniausiai taikomi spektrofotometrinis ir efektyviosios skysciy chro-
matografijos metodai. Aktualu tobulinti ir vystyti naujas fitocheminés
sudéties nustatymo metodikas, kurios jgalinty maziausiomis darbo ir laiko
sgnaudomis jvertinti biologiskai aktyviy junginiy kokybine ir kiekybing
sudétj spanguoliy vaisiy éminiuose. Sukurtos ir validuotos metodikos galéty
biiti pritaikomos biologiskai aktyviy junginiy matricy kokybinés ir kieky-
binés sudéties tyrimams, uZtikrinant trumpg analizés trukme, paprasta, tikslia,
efektyvia, maziau kenksmingy organiniy tirpikliy sunaudojancia ir rutini-
niams tyrimams tinkama analize.

1.2.2. Triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties
nustatymo tyrimai

ISorinj uogy luobeliy pavirSiy dengia vasSkinis sluoksnis, apsaugantis
vaisiy nuo vandens iSgarinimo, temperatiriniy pokyc¢iy, UV spinduliy bei
mikroorganizmy poveikio [94]. Spanguoliy uogy vaskinio sluoksnio apie
50 proc. sudaro triterpeniniai junginiai [98, 193]. Spanguoliy vaisiy triterpe-
niniy junginiy kokybiniams ir kiekybiniams tyrimams taikomi Siuolaikiniai
instrumentiniai analizés metodai ir naujausios metodologijos, kuriomis
galima atlikti spanguoliy augaliniy Zaliavy, spanguoliy vaisiy maisto papildy
ir vaistiniy preparaty tyrimus.

Vertinant triterpeniniy junginiy sudétj spanguoliy augalingje matricoje,
taikomos instrumentinés analizés metodikos. BMR (branduoliy magnetinio
rezonanso) spektroskopijos metodu nustatyta triterpeniniy junginiy struktiira
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spanguoliy vaisiy éminiuose [66, 70, 131]. Murphy ir kt., taikydami BMR
spektroskopija spanguoliy vaisiuose, nustaté ursolio riigstj ir du reciau
augalinése zaliavose nustatomus cis-3-O-p-hidroksicinamoilursolio riigsties
ir trans-3-O-p-hidroksicinamoilursolio riigsties izomerus [131]. He ir Liu,
taitkydami BMR spektroskopijos metoda spanguoliy vaisiy éminiuose,
nustaté B-sitosterolj ir B-sitosterol-3-O-B-D-gliukozida [66]. BMR spektro-
skopijos metodo privalumas — galimybé nustatyti triterpeniniy junginiy
struktiirg, kai vienu metu analizuojami keli junginiai [87, 228]. BMR metodo
taikymas, siekiant nustatyti triterpeninius junginius kompleksinése augaliniy
zaliavy matricose, gali biiti komplikuotas neatlikus méginio valymo ir
gryninimo [87].

Siekiant jvertinti triterpeniniy junginiy kokybing ir kiekybing sudétj
spanguoliy vaisiy augalinéje matricoje, taikoma dujy chromatografijos su
masiy spektrometrijos detekcija (DC-MS) metodas [94, 142]. Metodas yra
selektyvus ir jautrus, todel naudojamas nustatant biologiskai aktyvius jungi-
nius augalinése matricose. Tiriamyjy junginiy lakumui padidinti reikalinga
meéginio triterpeniniy junginiy derivatizacija, kuri gali prailginti analizés
trukme [228]. Klavins ir kt. V. macrocarpon vaisiy vaskinio sluoksnio
ekstrakte DC-MS metodu nustaté 66,0 mg/g ursolio rugsties, 2,5 mg/g a-amiri-
no, 3,0 mg/g B-amirino ir 3,15 mg/g B-sitosterolio [94]. Kito tyrimo metu
autoriai V. oxycoccos vaisiy ekstrakte nustaté 7,8 mg/g a-amirino, o V. macro-
carpon vaisiy éminiuose 9,2 mg/g B-amirino [98]. Nilova et al. DC-MS
metodu spanguoliy vaisiy iSspaudose nustaté 0,004 mg/g B-sitosterolio [142].

Pentacikliniy triterpenoidy kokybinés ir kiekinés sudéties augalinése za-
liavose ir preparatuose tyrimams taikomas efektyviosios skys¢iy chroma-
tografijos (ESC) metodas. Metodas turi pranaSumy, lyginant su dujy chroma-
tografija, nes sutrumpg¢ja analizés trukme, pasiekiama didesné skiriamoji geba
ir jautrumas [228]. Spanguoliy vaisiy augalinéje matricoje triterpeniniy jungi-
niy kokybiniam ir kiekybiniam vertinimui panaudotos ESC metodikos su MS
[70, 100, 131, 150] ir PDA [231] detekcijomis. ESC-MS metodika, lyginant
su ESC-PDA metodika, yra jautresné ir pateikia duomeny apie triterpeniniy
rugsciy struktiirg [92]. Lipofilinius triterpenoidus ir fitosterolius nustatyti LC-
MS metodu sudétinga, nes minéti junginiai pasizymi dideliu lipofiliSkumu ir
yra mazai jonizuotis galin¢iy funkciniy grupiy [23,130]. Triterpeny moleku-
liy struktiiroje yra nedaug chromofory grupiy, todé¢l jy nustatymas, taikant
PDA detektoriy, atlickamas esant nespecifiniam bangos ilgiui 200-210 nm,
taciau tai leidZia nustatyti lipofiliSkus triterpenoidus ir sterolius [145, 192].

Kondo ir kt. ESC-MS metodu nustaté, kad Svieziuose V. macrocarpon
vaisiy éminiuose ursolio riigsties kiekis varijavo nuo 0,93 mg/g iki 1,09 mg/g,
cis-3-O-p-hidroksicinamoilursolio riigsties kiekis varijavo nuo 0,12 mg/g iki
0,16 mg/g ir trans-3-O-p-hidroksicinamoilursolio rugsties kiekis varijavo
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nuo 0,04 mg/g iki 0,06 mg/g [100]. Xue ir kt. tyré stambiauogiy spanguoliy
vaisiy éminiy ekstraktus ESC-MS metodu ir nustaté, kad ursolio riigsties
kiekis varijavo nuo 28,92 mg/g iki 109,18 mg/g, oleanolio riigsties kiekis
varijavo nuo 5,91 mg/g iki 31,24 mg/g, maslino riigsties kiekis varijavo nuo
0,32 mg/g iki 0,90 mg/g, korosolio riigsties kiekis varijavo nuo 1,19 mg/g iki
3,81 mg/g [229]. Oszmianski ir kt. iStyré stambiauogiy spanguoliy vaisiy
é¢minius LC-PDA-ESI-MS/M metodu ir nustaté, kad betulino riigsties kiekis
varijavo nuo 0,64 mg/g iki 0,82 mg/g, oleanolio riigSties nuo 0,89 mg/g iki
1,14 mg/g, ursolio rugsties nuo 1,04 mg/g iki 1,76 mg/g [150]. Zhang ir kt.
iStyré LC-PDA metodu dziovinty spanguoliy vaisiy éminius ir juose nustaté
0,66 mg/g ursolio ir 0,18 mg/g oleanolio rigsciy [231].

Apibendrinant literatiiroje pateiktus duomenis, galima teigti, kad span-
guoliy vaisiy triterpeniniy junginiy sudéties nustatymo tyrimai yra fragmen-
tiski. Aktualu vystyti V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy triterpeniniy
junginiy nustatymo metodikas ir vykdyti i§samesnius triterpeniniy junginiy
sudéties tyrimus. Siais tyrimais biity galima palyginti triterpeniniy junginiy
kokybing ir kiekine sudéti V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiuose, jvertinti
triterpeniniy junginiy sudéties pokycius nokimo metu ir atrinkti perspekty-
viausias V. macrocarpon veisles, kuriose sukaupiami didziausi triterpeniniy
junginiy kiekiai.

1.3. Spanguoliy vaisiy biologinio aktyvumo tyrimai

Spanguoliy vaisiy fitocheminés sudéties ir biologinio aktyvumo tyrimai
yra aktualiis siekiant panaudoti augalines zaliavas kuriant maisto papildus,
funkcinj maistg ir kitus farmacinius produktus. Spanguoliy vaisiy augalinés
zaliavos junginiy matricoje nustatyti fenoliniai ir triterpeniniai junginiai yra
gamtiniai antioksidantai [ 134, 135]. Spanguoliy vaisiuose nustatyti biologis-
kai aktyviis junginiai geba suristi laisvuosius radikalus, sudaryti kompleksus
su metalo jonais ir paSalinti reaktyvigsias deguonies formas [81, 106].
Antioksidantai slopina uzdegimus [77], 1étina sen¢jimo procesus, mazina
laisvyjy radikaly sukeliama oksidacinj stresg [69] bei onkologiniy ir kity
létiniy ligy rizika [184].

V. macrocarpon vaisiuose nustatytas A tipo trimeriniy proantocianidiny
kompleksas slopina uropatogeniSkos Slapimo taky infekcijos sukéléjos
Escherichia coli padermés adhezija prie Slapimo taky epitelio lasteliy recep-
toriy [175]. Augaliniai stambiauogiy spanguoliy preparatai skiriami vartoti
lengvy pasikartojan¢iy apatiniy Slapimo taky infekcijy simptomams
palengvinti ir motery pasikartojanciy nekomplikuoty apatiniy Slapimo taky
infekcijy profilaktikai [49, 175]. Nowak ir kt. nustate, kad V. macrocarpon
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vaisiy sultys slopina gramteigiamy (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes, Listeria inocua, Bacillus cereus) ir gram-
neigiamy (Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Salmonella typhimurium,
Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa ir Pseudomonas fluores-
cens) bakterijy padermiy augima [144]. Cesonien¢ ir kt. nustaté, kad V. oxy-
coccos vaisiy ekstraktai slopina bakterijy padermiy augima: tiek gramnei-
giamy (Escherichia coli ir Salmonella typhimurium), tiek gramteigiamy
(Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ir
Bacillus subtilis) [37]. Manoma, kad vienas svarbiausiy spanguoliy vaisiy, jy
sul¢iy ar ekstrakty antimikrobiniy poveikio veiksniy yra riig§tinis pH, kurj
apsprendzia spanguoliy vaisiuose esancios rugstys [144, 190].

Spanguoliy vaisiuose nustatyti junginiai (daugiausiai proantocianidinai,
triterpeniniai junginiai, kvercetinas) slopina navikiniy lasteliy gyvybinguma,
skatina apoptozg, slopina proliferacija ir kolonijy formavimasi bei riboja
lasteliy gebéjima migruoti ir metastazuoti [141, 225]. Nustatyta, kad span-
guoliy vaisiy biologiskai aktyvis junginiai sumazina ornitino dekarboksilazes
aktyvuma, matrikso metaloproteinaziy raiska ir veikia uzdegiminius procesus
slopindami ciklooksigenaziy aktyvumg [137]. Spanguoliy vaisiy biologiSkai
aktyvios medziagos slopino burnos, gaubtinés zarnos, prostatos, kriities, inksty,
melanomos ir kiauSidziy véZziniy lasteliy gyvybinguma [180, 140, 221, 224].

Saltai spausty ¥ oxycoccos vaisiy suléiy vartojimas sukelia uzdegima
slopinan€iy ir antitromboziniy mediatoriy raiSkos pokycius hipertenzija
sergan¢iy ziurkiy organizmuose: reikSmingai sumaz¢ja angiotenzing konver-
tuojancio fermento 1 (ACE1), ciklooksigenazés-2 (COX2), monocity chemo-
atraktanto baltymo 1 (MCP1) ir P-selektino mRNR raiska [93]. Spanguoliy
vaisiy vartojimas mazina sistolinj ir diastolinj kraujo spaudima, mazina MTL-
cholesterolio koncentracija plazmoje, didina DTL cholesterolio kiekj, skatina
gliukozés homeostaze ir gali padéti sumazinti kiino mas¢ [203]. Tyrimy su
pelémis metu nustatyta, kad spanguoliy ekstrakto vartojimas padidina geryjy
zarnyno bakterijy Akkermansia kiekj, mazina trigliceridy kiekj, uzdegiminius
procesus ir oksidacinj stresg zarnyne [7].

Spanguoliy vaisiuose kaupiami fenoliniai ir triterpeniniai junginiai lemia
jvairiapusj biologinj poveikj ir gali biiti potencialiai vertingi vykdant ligy
prevencija ir jas gydant. V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy fitocheminés
sudéties nustatymas yra svarbus nagrin¢jant biologinj aktyvuma. Kokybiniai
ir kiekybiniai biologiskai aktyviy junginiy sudéties skirtumai augalinés
zaliavos ¢éminiuose gali turéti svarbig jtaka spanguoliy vaisiy ekstrakty
biologiniams poveikiams. Atsizvelgiant | tai, tikslinga atlikti i§samesnius
V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
fitocheminés sudéties nustatymo ir biologinio poveikio palyginamuosius
tyrimus.
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas

V. macrocarpon vaisiy augalinés Zaliavos éminiai. Vilniaus universi-
teto botanikos sodo kolekcijoje auginamy stambiauogiy spanguoliy veisliy
‘Baifay’, ‘Early Black’, ‘Howes’, ‘Pilgrim’, ‘Red Star’ ir ‘Stevens’ vaisiy
éminiai. Latvijos gyvybés moksly ir technologijy universiteto kolekcijoje
auginamy stambiauogiy spanguoliy veisliy ‘Lemunyon’, ‘Bergman’, ‘Ben
Lear’, ‘Kalnciema Agra’, ‘Pilgrim’, ‘Stevens’ ir ‘Tina’ vaisiy éminiai. Latvijos
nacionalinio Salaspilio botaniko sodo kolekcijoje auginamy stambiauogiy
spanguoliy veisliy ‘Beckwith’, ‘Ben Lear’, ‘Black Veil’, ‘Crowley’, ‘Franclin’,
‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema Tumsa’, ‘Pilgrim’, ‘Salaspils Agras’, ‘Salaspils
Melnas’, ‘Searles’, ‘Septembra’, ‘Ttna’ ‘Dizbriiklene’, ‘Early Black’, ‘Howes’,
‘Kalnciema Raziga’ ir ‘Washington’ vaisiy éminiai.

V. oxycoccos vaisiy augalinés Zaliavos éminiai. Paprastosms spanguo-
lés vaisiy éminiais rinkti: Gerdziy kaime (Sakiy raj.) esan¢ioje pelkéje, Cep-
keliy gamtinio rezervato nendryno, berZyno, gailyno, plynraisc¢io ir plynés
cenopopuliacijose, Lietuvos valstybinio Kamany gamtinio rezervato eutrofi-
néje, mezotrofinése, oligotrofinése augavietése, Lietuvos valstybinio Zuvinto
biosferos rezervato mezotrofinése ir oligotrofinéje augavietése.

Spanguoliy vaisiy éminiai rinkti 2020-2022 m.

2.2. Reagentai

Tyrimams naudoti tirpikliai, reagentai ir standartai buvo analitinio §va-
rumo ir atitiko visus jiems keliamus kokybés reikalavimus: metanolis, aceto-
nitrilas, acetonas, vandenilio chlorido riugstis, DMCA (p-dimetilaminocina-
maldehidas), maslino riigstis, korosolio rugstis, oleanolio riigstis, ursolio
rigstis, B-amarinas, a-amirinas, 3-sitosterolis, kampesterolis, chlorogeno rugstis,
miricetinas, kvercetin-3-ramnozidas, kvercetin-3-a-L-arabinofuranozidas,
kvercetin-3-a-L-arabinopiranozidas, (—)-epikatechinas (,,Sigma-Aldrich®, Stein-
heimas, Vokietija); skruzdziy rugstis (,,Merck*, Darmstatas, Vokietija); etano-
lis 96 proc. (v/v) (gamintojas AB ,,Stumbras®, Kaunas, Lietuva); delfinidin-
3-galaktozidas, cianidin-3-arabinozidas, cianidin-3-galaktozidas, cianidin-3-
gliukozidas, peonidin-3-arabinozidas, peonidin-3-arabinozidas, peonidin-3-
gliukozidas, malvidin-3-galaktozidas, malvidin-3-arabinozidas, cianidino
chloridas, peonidino chloridas, malvidino chloridas, miricetin-3-galaktozidas
(,,Extrasynthese*, Genay, Pranciizija); kvercetin-3-galaktozidas, kvercetinas,
skvalenas (,,Carl Roth®“, Karlsrithé, Vokietija); kvercetin-3-gliukozidas
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(,,Biochemistry®, Buchs, Sveicarija); natrio karboksimetilceliuliozé, beta-
ciklodekstrinas, chitozanas (deacetilinimo laipsnis > 75 proc., vidutinés mole-
kulinés masés), polietilenglikolis 400, natrio hidroksidas (,,Sigma-Aldrich *,
Steinheimas, Vokietija); PROSOLV SMCC TM 50 (Penvestas, JK), karbo-
meras 980 (,,Lubrizol*, Wickliffe, Ohajas, JAV); ABTS (2,2'-azino-bis(3-etil-
benzotiazolino-6-sulfoniné riigstis), troloksas (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-
chroman-2-karboksiliné riigstis), kalio persulfatas, vario (II) chloridas,
amonio acetatas, neokuproinas, natrio acetatas (,,Scharlau, Sentmenatas,
Ispanija); TPTZ (,,Carl Roth®, Karlsrtjé, Vokietija); gelezies (III) chlorido
heksahidratas (,, Vaseline-Fabrik Rhenania®, Bona, Vokietija); TFPH (trifluor-
perazino dihidrochloridas), sieros rugstis, (,,Sigma-Aldrich®, Steinheimas,
Vokietija); acto ragstis (,,Lachner, Neratovicas, Cekijos Respublika).
Vanduo i$valytas ir dejonizuotas naudojant vandens valymo sistemg Milli-Q®
(,,Millipore*, Masacusetsas, JAV).

2.3. Tyrimo metodai

Spanguoliy vaisiy éminiu paruoSimas. Paprastyjy spanguoliy ir stam-
biauogiy spanguoliy vaisiy éminiai uzsaldyti —20 °C temperatiiroje, tada
perkelti j —60 °C Zemos temperatiiros Saldiklj (,,CVF330/86, ClimasLab SL*,
Barselona, Ispanija). Saldyti spanguoliy vaisiai dZiovinami liofilizatoriuje
(,,Zirbus Technology GmbH®“, Bad Grund, Vokietija) 0,01 mbar slégyje,
kondensatoriaus temperatiira —85 °C. Liofilizuoti spanguoliy vaisiai susmul-
kinti, naudojant elektrinj malting (,,Retsch GM 200, Retsch GmbH, Hahn,
Vokietija). Spanguoliy vaisiy éminiai laikyti sandariai uzdarytuose induose,
tamsoje. Tiriamyjy méginiy nuodzitivis nustatytas Ph.Eur. 01/2008:20232
apraSytu metodu [127]. Tyrimy rezultatai perskaiciuoti absoliuciai sausai
augalinei zaliavai.

Spanguoliy vaisiy sausyju ekstrakty paruoSimas. Liofilizuoti
stambiauogiy spanguoliy vaisiy milteliai ir liofilizuoti paprastyjy spanguoliy
vaisiy milteliai ekstrahuoti 96 proc. (v/v) etanoliu santykiu 1:50 perkolia-
toriuje. Surinktas etanolinis spanguoliy vaisiy ekstraktas distiliuotas, pasali-
nant etanolj. Distiliuotas ekstraktas uzSaldytas —60 °C Zzemos temperatiiros
Saldiklyje (,,CVF330/86, ClimasLab SL*, Barselona, Ispanija) ir liofilizuotas
liofilizatoriuje (,,Zirbus Technology GmbH*, Bad Grund, Vokietija) 0,01 mbar
slégyje, kondensatoriaus temperatiira—85 °C. Sausasis liofilizuotas etanolinis
spanguoliy vaisiy ekstraktas sumaltas i miltelius (daleliy dydis apie 100 um)
su elektriniu malinéliu (Retsch GM 200, Retsch GmbH, Hahn, Germany).
Spanguoliy vaisiy ekstraktai laikyti sandariai uzdarytuose induose, tamsoje.
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Stambiauogiy spanguoliy vaisiai ir paprastyjy spanguoliy vaisai supjaus-
tyti ir ekstrahuoti kar§tu vandeniu maceracijos biidu santykiu 1:2. Vandeninis
spanguoliy vaisiy ekstraktas uzsaldytas —60 °C zZemos temperattros Saldik-
lyje (,,CVF330/86, ClimasLab SL*, Barselona, Ispanija) ir liofilizuotas liofili-
zatoriuje (,,Zirbus Technology GmbH*“, Bad Grund, Vokietija) 0,01 mbar
slégyje, kondensatoriaus temperatiira —85 °C. Sausasis liofilizuotas vande-
ninis spanguoliy vaisiy ekstraktas sumaltas | miltelius (daleliy dydis apie
100 um) su elektriniu maltinéliu (Retsch GM 200, Retsch GmbH, Hahn,
Germany). Spanguoliy vaisiy ekstraktai laikyti sandariai uzdarytuose induo-
se, tamsoje.

Spanguoliy vaisiy fenoliniy junginiy ekstrakcija. Spanguoliy vaisiy
proantocianidiny, flavonoliy, fenoliniy rtig§¢iy ir antocianiny sudéties anali-
zei atsveriama 0,5 g (tikslus svérinys) liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliy
ir uzpilama 10 ml 70,0 proc. (v/v) etanoliu, partigStintu 1,0 proc. vandenilio
chlorido riigstimi, ir ekstrahuojama 15 min. ultragarso voneléje (,,ElImasonic P*,
Elma Schmidbauer GmbH, Singenas, Vokietija), esant ultragarso stipriui
565 W ir bangy dazniui 80 kHz. Gauta iStrauka filtruojama i 10 ml matavimo
kolbute, praskiedziant ekstrahentu iki Zymos. ParuoStos spanguoliy vaisiy
iStraukos laikomos tamsaus stiklo induose —20 °C temperatiiroje.

Spanguoliy vaisiy triterpeniniy junginiy ekstrakcija. Spanguoliy
triterpenoidy ir fitosteroliy sudéties analizés metu 1,0 g (tikslus svérinys)
liofilizuoty spanguoliy milteliy uzpilama 10 ml 100 proc. (v/v) acetono ir
ekstrahuojama 60 min. ultragarso vonel¢je (,,Elmasonic P*“, Elma Schmid-
bauer GmbH, Singenas, Vokietija), esant ultragarso stipriui 1130 W ir bangy
dazniui 80 kHz. Gauta iStrauka filtruojama j 10 ml matavimo kolbutes,
praskiedziant ekstrahentu iki Zymos. Spanguoliy i$traukos laikomos tamsaus
stiklo induose —20 °C temperatiiroje.

Tyrimams naudota aparatiira. Naudota ultra efektyvioji skys¢iy choma-
tografijos sistema (,, Waters ACQUITY UPLC*, Milford, Masacusetsas, JAV)
su fotodiody matricos detektoriumi (,,ACQUITY UPLC PDA e\, Milford,
Milfordas, Masacusetsas, JAV). Junginiai atskirti naudojant ACE C18 atvirks-
tinés fazés (100 x 2,1 mm, 1,7 pm daleliy) kolonéle (,,An Avantor ACE*, ACT,
Aberdynas, JK). Spanguoliy éminiy iStraukos filtruotos per membraninius
filtrus (pory dydis 0,22 pm, ,,Carl Roth GmbH", Karlsruhe, Vokietija).

Antocianiny kokybinés ir kiekybinés sudéties nustatymo metodika.
Antocianiny ir antocianidiny kokybing¢ ir kiekybiné sudétis spanguoliy vaisiy
éminiuose nustatyta taikant Vilkickytés ir kt. iSvystyta ir validuota metodika
[210]. Tyrimo metu naudotas gradientas, kurj sudaré¢ 100 proc. acetonitrilas
(tirpiklis A) ir vandeninis 10 proc. (v/v) skruzdziy rugsties tirpalas (tirpiklis B).
Gradiento kitimas: 0,0 min., 5 proc. A; 0,0-2,0 min., 9 proc. A; 2,0-7,0 min.,
12 proc. A; 7,009,0 min., 25 proc. A; 9,0-10,0 min., 80 proc. A; 10,0—
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10,5 min., 80 proc. A, 10,5-11,0 min., 5 proc. A ir 11,0-12,0 min., 5 proc.
Injekcijos tiris — 1 pl, tekmés greitis — 0,5 ml/min., kolonelés temperatiira —
30 °C. Nustatyti antocianinai ir antocianidinai kiekybiSkai jvertinti esant
520 nm bangos ilgiui.

Flavonoliy kokybinés ir kiekybinés sudéties nustatymo metodika.
Skirstyti flavonolius naudotas gradientas, kurj sudar¢ 100 proc. acetonitrilas
(tirpiklis A) ir vandeninis 0,1 proc. (v/v) skruzdziy rigsties tirpalas (tirpik-
lis B). Gradiento kitimas: 0,0 min., 5 proc. B; 0,0-1,0 min., 12 proc. B; 1,0—
3,0 min., 12 proc. B; 3,0-4,0 min., 13 proc. B; 4,0-9,0 min., 25 proc. B; 9,0—
10,5 min., 30 proc. B; 10,5-12 min., 30 proc. B; 12,0-12,5 min., 90 proc. B;
10,5-13,0 min., 90 proc. B; 13,0-13,5 min., 5 proc. B; ir 13,5-14,5 min.,
5 proc. B, atidedant kita injekcija 2 min. Injekcijos turis — 1 pl, tekmeés
greitis — 0,5 ml/min., kolon¢lés temperatiira — 30 °C. Nustatyti flavonoliai
kiekybiSkai jvertinti esant 360 nm bangos ilgiui.

Triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties nustatymo
metodika. Gradientg sudar¢ vandeninis 0,1 proc. (v/v) skruzdziy riigsties
tirpalas (tirpiklis A) ir 100 proc. metanolis (tirpiklis B). Gradiento kitimas:
0,0 min., 92 proc. B; 0,0-8,0 min., 97 proc. B; 8,0-9,0 min., 98 proc. B; 9,0—
29,5 min., 98 proc. B; ir 29,5-30 min., 92 proc. B, atidedant tolesne injekcija
10 min. Injekcijos tiiris — 1 pl, tékmes greitis — 0,2 ml/min., kolon¢lés tempe-
ratiira — 25 °C. Nustatyti triterpeniniai junginiai ir fitosteroliai kiekybiskai
jvertinti esant 205 nm bangos ilgiui.

Bendro proantocianidiny kiekio nustatymas spektrofotometriniu me-
todu. Bendras proantocianidiny kiekis nustatytas naudojant DMCA (4-dimetil-
aminocinamaldehido) metoda [67]. Méginio paruoSimas: 10 ul spanguoliy
iStraukos sumaiSyta su 3 ml paruosto DMCA reagento (0,1 proc. DMCA
reagento, iStirpinto partigStintame etanolyje (96,3 proc. etanolio ir koncent-
ruota druskos rugstis 9:1 (v/v)). Lyginamasis tirpalas: DMCA tirpalas partigs-
tintame etanolyje. Po méginio paruoSimo pra¢jus 5 min., esant 640 nm
Sviesos bangos ilgiui, spektrofotometru (,,I3“, Hanon, Dzinanas, Kinija)
iSmatuotas 10 mm tiriamojo tirpalo sluoksnio Sviesos absorbcijos dydis.
Bendras proantocianidiny kiekis apskaiCiuotas pagal (—)-epikatechino
(0,0625—1 mg/ml) kalibravimo grafikg (y = 0,7021x + 0,0138; R? = 0,9994),
naudojant formule:

XXV
m

C — bendras proantocianidiny kiekis, mg EE/g; X — (-)-epikatechino kon-
centracija, nustatyta pagal kalibravimo grafika, mg/ml; V — pagamintos
iStraukos turis, ml; m — absoliuciai sausos zaliavos mase, g.
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2.4. Farmaciniy formuy biofarmacinis vertinimas

Kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais biofarmacinis
vertinimas. Kapsuliy su spanguoliy vaisiy liofilizuotais milteliais formu-
luoc¢iy sudétis aprasyta 2.4.1 lenteléje. Kapsulés turiniui patalpinti, atsizvel-
giant j turinio mase ir uzpildymo tiirj, pasirinktos 0 dydzio kapsulés. Zelatinos
kapsulés spanguoliy vaisiy liofilizato ir pagalbiniy medziagy miSiniu uzpil-
dytos naudojant rankinj kapsuliy pildymo aparata. Pagaminty spanguoliy
liofilizato kapsuliy kokybé jvertinta pagal masés vienodumo, suirimo laiko ir
tirpimo testo rezultatus.

2.4.1 lentelé Kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais sudétis

Nr. | SL,g | PS,g | NaKMC,g | BCD,g | CT,g | TKM, g KM, g

NI 0,200 | 0,100 - - - 0,300 0,301 £ 0,001
N2 | 0,200 | 0,100 0,025 - - 0,325 0,326 + 0,001
N3 | 0,200 | 0,100 0,050 - - 0,350 0,352 £ 0,002
N4 | 0,200 | 0,100 0,100 - - 0,400 0,400 £ 0,002
N5 | 0,200 | 0,100 - 0,025 - 0,325 0,324 + 0,001
N6 | 0,200 | 0,100 - 0,050 - 0,350 0,350+ 0,001
N7 | 0,200 | 0,100 - 0,100 - 0,400 0,399 + 0,001
N8 | 0,200 | 0,100 - - 0,025 0,325 0,324 £ 0,002
N9 | 0,200 | 0,100 - - 0,050 0,350 0,349 £ 0,002
N10 | 0,200 | 0,100 - - 0,100 0,400 0,401 + 0,001

Nr. — kapsulés sudéties numeris; SL — spanguoliy liofilizatas; PS — PROSOLV; NaKMC —
natrio karboksimetilceliulozé; BCD — betaciklodekstrinas; CT — chitozanas; TKM — teoriné
kapsulés uzpildymo mas¢; KM — kapsulés uzpildymo masé.

Kapsuliy masés vienodumo testas. Masés vienodumo tyrimas atliktas
pagal Ph. Eur. 2.9.5 metodika [129]. Masés vienodumui nustatyti buvo apskai-
¢iuojama vidutiné vienos kapsulés masé. Pasveriama kapsulé, kuri atidaroma
jos nesulauzant ir iSberiamas visas turinys. Apvalkalas pasveriamas. Turinio
masé yra skirtumas tarp kapsulés mases ir jos apvalkalo masés. Leistinas
masés nuokrypis kapsuléms, kuriy masé didesné nei 300 mg yra +7,5 proc.

Kapsuliy suirimo testas in vitro. Kapsuliy suirimo testas atliktas taikant
Ph. Eur. 2.9.1 metodikg [128]. Suirimo terpé — vandeninio chlorido riigsties
tirpalas (0,1 M), temperattra 37 + 0,5 °C.
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Kapsuliy tirpimo testas in vitro. Kapsuliy tirpimo testas atliktas naudo-
jant mentinj prietaisa (,,Sotax AT 7 smart”, SOTAX AG, Allschwil, Sveica-
rija). Tirpimo terpé 250 ml vandenilio chlorido riigsties tirpalas (0,1 M). Terpés
méginiai (2,5 ml) paimti po 15, 30, 45, 60, 75 ir 90 min., papildant akcepto-
ring terpe 2,5 ml Sviezios terpés tirpalo. Testo metu mentés apsisukimy
daznis — 100 aps./min., terpés temperatiira — 37,0 = 0,5 °C. I§ kapsuliy i8si-
skyrusiy antocianiny kokybiné ir kiekiné analiz¢ atlikta taikant 2.3 poskyryje
aprasSyta antocianiny nustatymo metodika.

Geliy su liofilizuoty spanguoliu vaisiy ekstraktu biofarmacinis verti-
nimas. Geliy formuluociy sudéciy apraSymai pateikti 2.4.2 lenteléje.

2.4.2 lentelé. Valgomyjy geliy su spanguoliy ekstraktu formuluociy sudétis

L 50 2 .
17 o (=) g <9
'*g S 4 g | = = g | % :'E é > )
E2| 25| 5| 25| E|E 2|8 s o
Ex| b= N e 8 S | Bl | &8 = -
E st | & | ET5| 2 |2X 8% | 5= e ]
sE| 22| E| 58| 5 |5/ 88 528 3 2
E& | @3 Q Z g ¥ | fF | ZzE |48 S > =
Gl 15,0 1,0 — - - — 10-15 iki 100 | 100,0 £0,5
G2 | 150 | 20| = | = | = = [ 10-15 | iki100 | 100,0+0,5
G3 15,0 3,0 — - - — 10-15 | iki 100 | 100,0 £0,5
G4 15,0 — 2,0 - 10,0 — — iki 100 | 100,0 £0,5
G5 15,0 — 3,0 - 10,0 — — iki 100 | 100,0 £0,5
G6 15,0 — 4,0 - 10,0 — — iki 100 | 100,0 £ 0,5
G7 15,0 — 2,0 1,0 | 10,0 | 2-3 — iki 100 | 100,0 £0,5
G8 15,0 — 3,0 1,0 | 10,0 | 2-3 — iki 100 | 100,0 +0,5
G9 15,0 — 4,0 1,0 | 10,0 | 2-3 — iki 100 | 100,0 £0,5

Geliy formuluotés su chitozanu pagamintos pagalbing medZziaga
chitozang tirpinant vandenyje, naudojant $ildykle ir pridedant reikalingg kiekj
30 proc. (v/v) acto rugsties, kol visiSkai istirpsta chitozanas, suformuodamas
geliy konsistencijg. | pagamintg chitozano pagrinda iStirpintas sausasis span-
guoliy vaisiy ekstraktas. Iki tikslios gelio masés pridétas reikiamas kiekis
vandens. Natrio karboksimetilceliuliozés geliai paruosti iSbrinkinus natrio
karboksimetilceliulioz¢ nedideliame kiekyje vandens. Véliau natrio karboksi-
metilceliulioz¢ istirpinta reikalingame kiekyje vandens, kol susiformuoja
gelio konsistencija, pridéta PEG400, kuris suteikia geliui mink§tumo, istir-
pintas sausasis spanguoliy ekstraktas. Geliy formuluociy su karbomeru ir
natriokarboksimetilceliulioze¢ paruosimas atliktas sumaisius paruosta karbo-
mero gelj ir paruostg natriokarboksimetilceliuliozés geli, véliau pridéta PEG
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minS$tumui bei iStirpintas sausasis spanguoliy ekstraktas. Visos paruostos
eksperimentinés geliy formuluotés laikytos Saldytuve 5—8 °C temperatiiroje.

Geliy formuluodiy pH nustatymas. Tiriamyjy valgomyjy geliy pH ver-
tés iSmatuotos pusiau kietosioms farmacinéms formoms skirtu pH matuokliu
(,,766 with a Knick SE 104N electrode®, Berlynas, Vokietija).

Geliy formuluodiu tirpimo testas in vitro. Tyrimo metu, naudojant
mentinj prietaisg (,,Sotax AT 7 smart*, SOTAX AG, Allschwil, gveicarija),
5 g gelio iStirpinama tirpimo terpéje. Tirpimo terpé¢ 250 ml iSgrynintas
vanduo. Terpés méginiai (0,3 ml) paimti po 10, 15, 20, 30, 45 ir 60 min.,
papildant akceptoring terpe 0,3 ml Sviezios terpés tirpalo. Testo metu mentés
apsisukimy daznis — 100 aps./min., terpés temperatiira— 37,0 = 0,5 °C. I§
geliy iSsiskyrusiy antocianiny kokybiné ir kiekiné analizé atlikta taikant
2.3 poskyryje aprasyta antocianiny nustatymo metodika.

Antocianiny atsipalaidavimo i$ geliy formuluodiu tyrimas in vitro.
Atsipalaidavimas i tiriamyjy valgomuyjy geliy jvertintas naudojant Franz tipo
difuzines celes. Franz tipo difuzines celes sudaro akceptoriné ir donoriné
terpés, kurias skiria pusiau laidi membrana. Donoriné terpé — tiriamieji geliai
(G1-G9) (1,0 = 0,05 g), akceptoriné terpé — 25 ml iSgryninto vandens. Tiria-
mieji geliai yra jdedami j cilindro formos plastikinius indelius, kuriuose yra
stumoklis, ant jy uzdedama celiulioziné membrana, po to Sie méginiai yra
patalpinami j kitus indelius, kuriuose yra 25 ml akceptorinés terpés. Difuzinés
celés su tiriamaisiais meéginiais laikomos ant magnetinés maiSyklés
(,,JKAMAG C-MAG HS7%, IKA-Werke GmbH & Co, KG, Staufen, Vokie-
tija). Akceptorinés terpés temperatiira 37,0 °C + 0,5 °C. Akceptorinés terpés
méginiai (0,2 ml) imami kas 1, 2, 3, 4, 5 ir 6 valandas. Po kiekvieno paémimo
0,2 ml akceptoringés terpés grazinama atgal. I§ geliy formuluociy atpalaiduoty
antocianiny kokybin¢ ir kiekin¢ analiz¢é atlikta taikant 2.3 poskyryje aprasyta
antocianiny nustatymo metodika.

2.5. Antioksidantinio aktyvumo in vitro nustatymas

Antiradikalinio aktyvumo in vitro nustatymas ABTS radikaly-kati-
jonu suri§imo metodu. ABTS"" radikaly katijony suri§imo tyrimas atliktas
naudojant Raudonés ir kt. apraSyta metodika [163]. Tyrimo metu 3 ml
darbinio ABTS"" tirpalo (absorbcija 0,800 + 0,02) sumaiSyta su 30 pl span-
guoliy vaisiy ekstrakto. Méginys laikytas tamsoje 30 min., po to 10 mm tiria-
mojo tirpalo sluoksnio Sviesos absorbcijos dydzio sumazéjimas matuotas
esant 734 nm bangos ilgiui spektrofotometru (,,I3*, Hanon, Dzinanas, Kinija).
Spanguoliy ekstrakto antiradikalinis aktyvumas apskaiciuotas pagal kali-
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bracing kreive (y=0,0003x + 0,0385; R?=0,9995), kuri gauta naudojant
standartinius 125-1500 umol/l koncentracijos trolokso tirpalus.

Antiradikalinio aktyvumo in vitro nustatymas TFPH radikaly-kati-
jonu suriSimo metodu. Tyrimo metu naudota Asghar ir kt. straipsnyje
apraSyta antioksidantinio aktyvumo nustatymo metodika [9]. Pagamintas
motininis TFPH tirpalas, istirpinant 0,480 g TFPH milteliy 10 ml iSgrynintojo
vandens. Darbinis tirpalas gaminamas 0,5 ml motininio TFPH tirpalo sumai-
Sant su 0,1 ml K»S>0s ir praskiedziant iki 100 ml 4 mol/l H2SOg4 tirpalu.
Tyrimo metu 3 ml darbinio TFPH tirpalo (absorbcija 0,7 + 0,1) sumaiSyta su
150 ul spanguoliy vaisiy ekstrakto. Méginys laikytas tamsoje 30 min., po to
Sviesos absorbcijos dydzio sumazéjimas iSmatuotas esant 502 nm bangos
ilgiui spektrofotometru (,,I3“, Hanon, Dzinanas, Kinija). Kalibravimo
grafikas (y = 0,0006x + 0,0907; R?>=0,995) sudarytas naudojant 31,25-
750 umol/l koncentracijos etaloninius trolokso tirpalus.

Redukcinio aktyvumo in vitro nustatymas FRAP metodu. Tyrimo
metu naudota Raudonés ir kt. straipsnyje paskelbta redukcinio aktyvumo
nustatymo metodika [162]. Darbinis FRAP tirpalas paruostas TPTZ (0,01 M
iStirpintas 0,04 M HCl), FeCls - 6H20 (0,02 M vandenyje) ir acetatinio bufe-
rio (0,3 M, pH 3,6) tirpalus sumaiSius santykiu 1:1:10. Tyrimo metu 3 ml
darbinio FRAP tirpalo sumaiSyta su 40 pl spanguoliy vaisiy ekstrakto. Mégi-
nys laikytas tamsoje 30 min., po to, esant 593 nm Sviesos bangos ilgiui,
tirpalo absorbcijos dydis iSmatuotas spektrofotometru (,,I3%, Hanon, Dzina-
nas, Kinija). Lyginamasis tirpalas — darbinis FRAP tirpalas. Spanguoliy
vaisiy éminiy ekstrakty redukcinis aktyvumas apskaiCiuotas naudojant
kalibracine kreive (y = 0,0005x - 0,0074; R? = 0,9997), kuri gauta naudojant
standartinius 125-1500 pmol/l koncentracijos trolokso tirpalus.

Redukcinio aktyvumo in vitro nustatymas CUPRAC metodu. Taikyta
Ozyurek ir kt. aprasyta redukcinio aktyvumo nustatymo metodika [154].
Darbinis CUPRAC tirpalas gautas sumaiSius 10 mmol/l CuClz x 2H>0,
1 mmol/l CH3COONHj4 buferin; tirpala (pH = 7) ir 7,5 mmol/l neokuproino
etanolinj tirpalg santykiu 1:1:1. Tyrimo metu 3 ml darbinio CUPRAC tirpalo
sumaiSyta su 70 ul sausojo vandeninio spanguoliy vaisiy ekstrakto iStirpinto
70 proc. (v/v) etanolyje (15 mg/ml) ir 140 pl sausojo etanolinio spanguoliy
vaisiy ekstrakto iStirpinto 96 proc. (v/v) etanolyje (15 mg/ml). Méginys laiky-
tas tamsoje 30 min., po to, esant 450 nm Sviesos bangos ilgiui, absorbcijos
dydis iSmatuotas spektrofotometru (,,13“, Hanon, Dzinanas, Kinija). Lygina-
masis tirpalas — darbinis CUPRAC tirpalas. Spanguoliy ekstrakty redukcinis
aktyvumas apskaiciuotas naudojant kalibracines kreives (y = 0,0003x + 0,047;
R2=0,998 ir y=0,0006x —0,0003; R?=0,995), kurios gautos naudojant
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standartinius 250-3000 pmol/l ir 125-1000 pmol/l koncentracijos trolokso
tirpalus, atitinkamai.

Spanguoliy vaisiy éminiy ekstrakty antioksidantinis aktyvumas isreikstas
trolokso ekvivalentu (umol TE/g) absoliuciai sausai zaliavai:

A+ b Vband. (ml)
" ax 1000 My (2)

TE

A — bandinio $viesos absorbcijos dydis; a — nuolydis (angl. slope) i$ trolokso
kalibracinio grafiko lygties; b — nuokrypis (angl. intercept) is trolokso kali-
bracinio grafiko lygties; Viand. — tirlamos augalinés zaliavos bandinio tiiris (ml);
Mpand. — tirlamos augalinés zaliavos atsvertas (tikslus) kiekis (g).

2.6. Antimikrobinio aktyvumo in vitro nustatymas

Antimikrobinis aktyvumas tirtas mikroorganizmy paderméms: Staphy-
lococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Proteus vulgaris (ATCC 8427), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) ir
Candida albicans (ATCC 10231). Mikroorganizmy padermés uzsétos istrizai
ant Miulerio-Hintono agaro (Mueller-Hinton II Agar, BBL, Cockeysville,
JAV) ploksteliy ir kultivuotos 37 °C temperatiroje 12 valandy.

Mikroorganizmai suspenduoti steriliame fiziologiniame tirpale (0,85 proc.).
Séjamosios mikroorganizmy suspensijos mégintuvélio drumstumas atitiko
0,5 pagal McFarland standarta. Vienas mililitras paruostos suspensijos buvo
sumaiSyta su 10 ml agaro (temperatiira 40 °C) Petri lekSteléje (skersmuo
10 cm) padengiant tolygiu sluoksniu l¢kstelés dugng. Ant sustingusio agaro
patalpinti 8 mm skersmens neriidijan¢io plieno tus¢iaviduriai cilindrai. Ci-
lindry vidus uzpildytas 100 pl tiriamojo gelio arba spanguoliy ekstrakto, iStir-
pinto 0,85 proc. fiziologinio tirpalo (15 mg/ml). Kontroliniai bandiniai pa-
ruosti cilindrus uzpildant 100 pl 0,85 proc. fiziologinio tirpalo. Petri 1¢kstelés
inkubuotos KB8182 inkubatoriuje (,,Termaks®, Bergenas, Norvegija) 37 °C
temperatiiroje 24 valandas. Po inkubacijos iSmatuotos slopinimo zony
skersmuo aplink cilindrus (mm).
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2.7. PrieSvézinio aktyvumo in vitro nustatymas

Lasteliy linijos. Zmogaus prostatos karcinomos PPC-1 Igsteliy linija
gauta i§ prof. Tambet Teesalu (Tartu universitetas, Estija). Zmogaus inksty
karcinomos (CakKi-1) lasteliy linija jsigyta i§ Amerikos lasteliy kultury ko-
lekcijos (Manasasas, VirdZinija, JAV). Zmogaus apyvarpés fibroblastai (HF)
CRL-4001 gauti i prof. Helder Santos (Helsinkio universitetas, Suomija).

Spanguoliy vaisiy ekstrakty poveikio lasteliy gyvybingumui nusta-
tymas. Spanguoliy ekstrakty poveikis lgsteliy gyvybingumui nustatytas MTT
redukcijos metodu [60]. Tyrimo metu prostatos karcinomos (PPC-1), inksty
karcinomos (CaKi-1) ir Zzmogaus fibroblasty (HF) lastelés (po 100 pl) pasétos
196 sulin¢liy ploksteles po 4000 Iast./sul., atitinkamai. Plokstelés inkubuotos
37 °C temperatiiroje, 5 proc. COx turincioje aplinkoje 24 val. Po 24 val. span-
guoliy vaisiy ekstrakty serijiniai dvigubi skiedimai, pradedant nuo 5 mg/ml
pridedami prie lasteliy, po to inkubuojami 37 °C temperatiiroje 72 val. Tei-
giama kontrolé¢ — mitybiné terpé be lasteliy, neigiama kontrolé — mitybiné
terpé su lastelémis, be tiriamyjy ekstrakty. Po 72 val. terpé is Sulinéliy nusiur-
biama ir pakeifiama Sviezia terpe su 0,5 mg/ml MTT tirpalo ir inkubuojama
3—4 val. Terpé nusiurbiama ir susiformave kristalai i§tirpinami 100 ul DMSO.
Absorbcija iSmatuota mikroploksteliy skaitytuvu 570 ir 630 nm bangy
ilgiuvose. Eksperimentai pakartoti tris kartus nepriklausomai, rezultatai patei-
kiami su vidutiniu standartiniu nuokrypiu. Apskaic¢iuotos tiriamyjy ekstrakty
ir junginiy koncentracijos, kurios slopina 50 proc. véziniy Igsteliy gyvybin-
gumo (ECs).

Spanguoliy vaisiy ekstrakty poveikio 1asteliy migracijos aktyvumui
nustatymas. Prostatos karcinomos (PPC-1) ir inksty karcinomos (CaKi-1)
lastelés buvo pasetos | 24 Sulin¢liy ploksteles 500 pl mitybinés terpés ir
inkubuotos drégnoje atmosferoje, kurioje yra 5 proc. CO> ir 37 °C tempera-
turoje, kol uzauga lasteliy monosluoksnis. Tada monosluoksniai perbrézia-
mas steriliu 100 pl pipetés antgaliu ties Sulin¢lio centru. Senoji terpé pakei-
¢iama Sviezia, kurioje spanguoliy ekstrakty koncentracija buvo lygi ECso ir
ECio vertéms. Prostatos karcinomos (PPC-1) ,,zaizdos“ fotografuotos kas
12 val., inksty karcinomos (CaKi-1) ,,Zaizdy* vaizdai buvo daromi kas 24 val.
,Zaizdos* plotas analizuotas naudojant ,Image]“ programa (Nacionalinis
sveikatos institutas, JAV).
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2.8. Statistiné analizé

Duomeny analizé atlikta naudojant kompiuterines programas ,,SPSS
Statistics 29 (,,SPSS Inc.*, Cikaga, Ilinojus, JAV) ir ,,Microsoft Excel 2021
(,,Microsoft”, Redmondas, Vasingtonas, JAV). Tyrimo metu apskaiciuoti trijy
pakartojimy aritmetiniai vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai. Taikant
,,Kruskal-Wallis 1-way ANOVA (k méginiy)* testa su daugybiniu palyginimu
jvertinta, ar skirtumai tarp lyginamyjy duomeny grupése yra statistiSkai
reik§mingi (p < 0,05). Taikant ,,Mann-Whitney U* testg jvertinta, ar skirtumai
tarp dviejy lyginamyjy duomeny grupiy yra statistiS$kai reikSmingi (p < 0,05).
Duomeny koreliacijai jvertinti nustatytas Pirsono koreliacijos koeficientas.
Kiekybinés analizés duomenys analizuoti taikant pagrindiniy komponenciy
analiz¢. Tyrimy rezultaty duomenims tarpusavyje palyginti taikytas hierarchi-
nés klasterinés analizés metodas, taikant pilnosios jungties klasterizacijos
metoda su Euklido atstumu.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Spanguoliy vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
kokybinés ir kiekinés sudéties nustatymo metodiky vystymas

Siuolaiking mokslo pazanga atitinkan¢iy metodiky vystymas ir optimi-
zavimas yra svarbus siekiant maziausiomis darbo ir laiko sagnaudomis jvertinti
biologiskai aktyviy junginiy sudétj tiriamosiose Zaliavose. ISvystyty ir vali-
duoty fitocheminés sudéties nustatymo metodiky taikymas leidzia tiksliai ir
kokybiskai jvertinti tiriamy biologiSkai aktyviy junginiy sudétj spanguoliy
vaisiy éminiuose. Augalinés zaliavos cheminés sudéties tyrimy metu identi-
fikuoti fitocheminio profilio Zymenys gali biiti taitkomi Zaliavy ir gaminamy
preparaty autentiSkumo ir kokybeés vertinimui.

3.1.1. UESC-PDA metodikos, siekiant nustatyti fenoliniy
junginiy kokybing ir kiekin¢ sudétj spanguoliy vaisiuose,
vystymas ir validavimas

Spanguoliy rasiy V. macrocarpon ir V. oxycoccos augalai priklauso
Oxycoccus genciai, jy vaisiy éminiy biologiskai aktyviy junginiy chromato-
grafinis profilis yra panaSus, taCiau varijuoja fenoliniy junginiy kiekiné
sudétis [132]. Fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties varijavimo
nustatymas Siuolaikiniais analizés metodais yra svarbus spanguoliy vaisiy
augalinés zaliavos autentiSkumo, kokybés ir biologinio aktyvumo tyrimuose
[17, 78].

Metodo vystymas. Metodo vystymas ir validacija yra tarpusavyje susij¢
procesai, kuriy metu jrodomas i§vystytos metodikos anali¢iy kokybinio ir
kiekybinio jvertinimo mokslinis patikimumas [186]. Fenoliniy junginiy
atskyrimui dél molekuliy poliSkumo paprastai naudojamos atvirkstiniy faziy
kolonélés [26, 125]. Vystant metoda anali¢iy skirstymas buvo atliktas
naudojant ACQUITY UPLC BEH Cis (2,1 x50 mm, 1,7 um) ir ACE Cis
(100 x 2,1 mm, 1,7 um) atvirkstiniy faziy kolonéles. Dél geresnio anali¢iy
atskyrimo ir didesnio jy simetriSkumo, tolimesnei analizei pasirinkta ACE Cig
(100 x 2,1 mm, 1,7 pm) kolon¢lé. Naudojant judrig fazg i§ vandens ir aceto-
nitrilo mi$inio, lyginant su judria faze sudaryta i§ metanolio ir vandens miSi-
nio, sumaz¢ja eliuavimo trukme, sustipréja paskutiniy i§ kolonélés iSplauty
anali¢iy smailiy simetrija, tod¢él esant maZzoms koncentracijoms junginiai
tiksliau kiekybiskai jvertinami [29]. Atsizvelgiant | Siuos duomenis kaip
mobili faz¢ pasirinktas vandens ir acetonitrilo gradientas. Flavonoidai gali
biti jonizuoti, o tai mazina jy adsorbcija 1 kolonélés stacionarig faze ir
chromatogramoje gali atsirasti analiiy asimetrija [205]. Siekiant sumazinti
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matricos komponenty jonizacija, pagerinti analizés skiriamaja gebg ir atku-
riamuma, vandenin¢ faz¢ buvo partigstinta skruzdziy riig§timi [29].

Kolon¢lés temperatiiros parinkimas yra vienas i§ skysCiy chromato-
grafijos parametry, turintis jtakos anali¢iy sulaikymo trukmei ir atskyrimo
efektyvumui. DaZniausiai flavonoidy skirstymas atliekamas esant 25-35 °C
kolon¢lés temperatiirai [181]. Didéjant temperatiirai, mazéja tirpikliy klam-
pumas, todél analiciy skirstymas kolon¢léje greitéja, dél to siekiant pagreitinti
analizés trukme, kartais palaikoma kolon¢lés temperatiira btina >40 °C, taciau
daznai dél to sumazéja fenoliniy junginiy skirstymo efektyvumas [126, 147].
Atsizvelgiant | moksliniy tyrimy rezultatus, tyrimo metu kolon¢lé termosta-
tuota 30 °C temperatiiroje [42, 181].

Tyrimo metu, kei¢iant mobiliy faziy gradienta, sudaryta i§ (0,1-1 proc.)
skruzdziy riigsties vandeninio tirpalo (mobili fazé A) ir 100 proc. acetonitrilo
(mobili faze B), tékmés greiti (0,4—0,5 ml/min.), injekcijos trj (1 pliki 10 pl)
ir analizés trukm¢ nuo 10 iki 15 min. buvo siekiama kuo geriau atskirti
spanguoliy vaisiy iStraukoje esanciy junginiy analites, esant 360 nm bangos
ilgiui. ISvystytos metodikos parametrai spanguoliy vaisiy éminiy iStrauky
fenoliniy junginiy nustatymui aprasyti 2.3 poskyryje. Spanguoliy vaisiy
éminiy UESC-PDA chromatografinis profilis pateiktas 3.1.1.1 pav.

0,05 | 3 A
0,04 1
0,02 1
0,01 1 1 4 .5
Jl I 8 9
0700._]JN AM o an A
3 B
0,06 1 2
5 9
AU 0,041 4 j67 8
0,02 1 1
0,00 {— I — : = .
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sulaikymo trukmé, min.

3.1.1.1 pav. Spanguoliy vaisiy éminiy (A) ir standarty misinio (B)
UESC-PDA profilis
(1) chlorogeno riigstis, (2) miricetin-3-galaktozidas, (3) kvercetin-3-galaktozidas, (4) kver-
cetin-3-gliukozidas, (5) kvercetin-3-a-L-arabinopiranozidas, (6) kvercetin-3-a-L-arabinofu-
ranozidas, (7) kvercetin-3-ramnozidas, (8) miricetinas, (9) kvercetinas (360 nm).
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Validacija. Anali¢iy kokybin¢ analiz¢ atlikta lyginant etaloniniy junginiy
UV absorbcijos spektrus su stambiauogiy spanguoliy matricos smailiy UV
absorbcijos spektrais, esant vienodai sulaikymo trukmei [176]. Nustatytas
spanguoliy Zaliavos chromatografinis profilis specifiskai budingas spanguo-
léms. Tai patvirtina ir ankstesniy moksliniy tyrimy duomenys: taikant iki
3,5 karto ilgiau trunkantj ESC analizés metoda gautas panasus flavonoliy
chromatografinis profilis [221, 226].

Identifikuoty junginiy tiesiSkumo ribos, kalibracinio grafiko lygtys, ju
determinacijos koeficientai, kokybinio ir kiekybinio nustatymo riby para-
metrai pateikti 3.1.1.1 lentel¢je. Identifikuoty junginiy tiesiSkumo nustatymo
ribos yra nuo 0,78 pg/m iki 200 pg/ml ir apima visas tyrimo metu nustatytas
fenoliniy junginiy koncentracijas. Visy anali¢iy kalibravimo grafiky determi-
nacijos koeficientai R? yra daugiau nei 0,999, tai patvirtina optimizuotos
UESC metodikos tiesiSkuma [182, 186]. Apskaiciuotos tiriamyjy anali¢iy
aptikimo ribos varijuoja nuo 0,38 pg/ml iki 1,01 pg/ml, o nustatymo ribos
varijuoja nuo 0,54 pg/ml iki 3,06 pg/ml.

3.1.1.1 lentelé. Identifikuoty fenoliniy junginiy tiesiSkumo, nustatymo ir
aptikimo riby parametrai

Junsinvs TiesiSkumo Kalibracinio R? LOD, | LOQ,
unginy intervalas, pg/ml | grafiko lygtis pg/ml | pg/ml

Chlorogeno riigstis 1,95-62,5 3 =5060x+570 |0,9999 | 0,38 | 1,16
Miricetin-3- 0,78-100 y=3450x—396 |0,9999| 0,18 | 0,54
galaktozidas
Kvercetin-3- 3,13-200 | y=4880x+1180|0,9999 | 1,01 | 3,06
galaktozidas
Kvercetin-3- 3,13-50 y=4160x—61,7 | 0,998 | 0,92 | 2,78
gliukozidas
Kvercetin-3-a- 3,13-50 $=5250x+861 | 0,9999 | 0,70 | 2,12
L-arabinopiranozidas
Kvercetin-3-a- _
Lorabinofuranogidas 3,13-50 y=4170x—199 | 0,9997| 0,99 | 3,03
Kvercetin- 3,13-50 3=3690x+797 [0,9998| 0,76 | 2,29
3-ramnozidas
Miricetinas 1,56-50 y=5360x— 1240 | 0,9999 | 045 | 1,36
Kvercetinas 3,13-50 y=7450x 1070 | 0,9999 | 0,76 | 2,29

Pastaba: LOD — aptikimo riba, LOQ — nustatymo riba, R? — determinacijos koeficientas.
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Analizés metodo tikslumas iSreiskiamas procentais ir parodo artumag tarp
iSmatuotos analités vertés ir tikrosios vertés [72, 74]. Tikslumas turéty biiti
jvertintas naudojant sertifikuota etaloning augaling zaliava arba matrica be
tirlamosios analités [8, 182]. Nepavykus gauti sertifikuotos etaloninés span-
guoliy augalinés zaliavos, tikslumas vertintas dviem alternatyviais metodais
[8]. Pirmuoju metodu jvertintas ribinis atkuriamumas (tikslus standarto kiekis
dedamas ] tus¢ig matricg), antruoju metodu jvertinas bendras atkuriamumas
(1 zinomos koncentracijos natiralios analités matricg pridedamas tikslus stan-
darto kiekis) [8]. Ribinis atkuriamumas jvertintas tiesiSkumo ribose trijuose
koncentracijos lygiuose: mazos, vidutings ir didelés [206]. Nustatytas ribinis
atkuriamumas 1 lygyje buvo 97,05-105,40 proc., 2 lygyje 96,17-103,59 proc.,
3 lygyje 95,97-103,59 proc., kai santykinis standartinis nuokrypis varijavo
nuo 0,03 proc. iki 3,16 proc. [206]. Bendras atkuriamumas nustatytas j natt-
ralig matricg pridéjus tiksly analitinio standarto kiekj, santykiu 2:1, siekiant,
kad tiriamosios analités koncentracija matricoje padidéty 50 proc., 100 proc.
ir 150 proc. [182]. Padid¢jus analités koncentracijai matricoje 50 proc. nusta-
tyta atkuriamumo reik§mé varijavo 94,10-107,40 proc. ribose, padidéjus
analités koncentracijai matricoje 100 proc. —96,33—108,13 proc. ribose, padi-
déjus analités koncentracijai matricoje 150 proc. — 93,64-106,84 proc. ribo-
se, kai santykinis standartinis nuokrypis varijavo nuo 0,02 proc. iki 4,01 proc.
[206]. Tikslumas jvertintas abiem metodais nevirSijo tarptautinése gairése
nurodytos 80—-110 proc. ribos [107]. Palyginus abiejy metody rezultatus
nustatyta, kad ribinio atkuriamumo atveju gauti rezultatai yra siauresnése
ribose 95,97-105,40 proc., lyginant su bendro atkuriamumo jvertinimo ribo-
mis 93,64—-108,13 proc. Bendro atkuriamumo didesniems nuokrypiams jta-
kos galéjo turéti matricos efektas, dél kurio analitei sgveikaujant su kitais
matricoje esanciais komponentais pakinta prognozuojamo atsako intensy-
vumas [160, 170].

UESC-PDA metodikos preciziSkumas vertintas pagal du parametrus:
pakartojamuma ir tarpinj preciziSkumg. Sulaikymo trukmés santykiniai
standartiniai nuokrypiai, vertinant pakartojamuma, varijavo nuo 0,10 proc.
iki 0,20 proc., o tarpinj preciziSkuma nuo 0,07 proc. iki 0,17 proc. [206].
Identifikuoty fenoliniy junginiy kiekio pakartojamumo santykiniai standarti-
niai nuokrypiai varijavo nuo 0,52 proc. iki 1,48 proc., o tarpinio preciziSkumo
kiekio santykiniai standartiniai nuokrypiai varijavo nuo 0,59 proc. iki
1,88 proc. [206]. Nustatyti preciziSkumo santykiniai standartiniai nuokrypiai
nevirsijo rekomenduojamos 2 proc. santykinio standartinio nuokrypio ribos
[24, 57,107, 183].

Metodikos validacijos parametrai: specifiskumas, linijiskumas (R? > 0,999),
preciziSkumas, aptikimo ribos (0,38—1,01 pg/ml), nustatymo ribos (0,54—
3,06 pg/ml) bei atkuriamumas (93,64—108,13 proc.) atitiko reikalavimus ir
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patvirtino metodikos tinkamuma taikymui. ISvystyta ir validuota UESC-PDA
metodika gali biiti taikoma rutininiams spanguoliy vaisiy zaliavos identifi-
kavimo ir miricetino bei kvercetino grupés junginiy kiekybinio jvertinimo
tyrimams.

3.1.2. UESC-PDA metodikos, siekiant nustatyti triterpeniniy
junginiy kokybing ir kiekin¢ sudétj spanguoliy vaisiuose,
vystymas ir validavimas

Siuolaikiniy instrumentinés analizés metody taikymas spanguoliy vaisiy
augalinés zaliavos tyrimuose jgalina identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti
triterpeninius junginius. Spanguoliy augaliniy zaliavy tyrimy metu buvo
siekiama iSvystyti ir validuoti efektyvia, ekonomiska, atkartojama, greitai
vykdoma, triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties nustatymo
UESC-PDA metodika.

Metodikos vystymas. UESC-PDA metodikos vystymas triterpenoidy ir
fitosteroliy kokybinei ir kiekybinei analizei spanguoliy éminiuose atliktas,
atsizvelgiant | mobilios fazés sudéti, tekmes greitj ir temperatiirg. Anali¢iy
skirstymas atliktas naudojant ACE C18 atvirkstiniy faziy koloné¢lg (ACT,
Aberdeen, UK; 100 x 2,1 mm, 1,7 um), kurioje selektyviai iSskirstomi poli-
niai ir lipofiliski nelakdis junginiai [2, 55].

Mobilios fazés sudétis ir eliuavimo tipo pasirinkimas yra vienas svar-
biausiy veiksniy lemianciy efektyvy triterpeniniy junginiy skirstyma [228].
Izokratinio eliuavimo metu nepavyko isskirstyti lipofiliSkesniy junginiy (-
amirino, o-amirino, B-sitosterolio, kampesterolio ir skvaleno), dél to buvo
ieSkoma kity alternatyvy, leidzianciy atlikti junginiy skirstyma. Tyrimo metu
taikytos jvairios sudéties mobilios fazés: acetonitrilas ir metanolis, vanduo ir
acetonitrilas, vandeninis 0,1 proc. skruzdziy riigSties tirpalas ir metanolis.
Maziausias skirstymo efektyvumas nustatytas naudojant acetonitrilo ir meta-
nolio mi$inj. Vandeninés terpés pariigStinimas skruzdziy rigsStimi ir gradien-
tinio elivavimo pritaikymas pagerino smailiy skiriamaja gebg ir smailiy
simetriSkumg [47]. Pasirinkus gradientinj eliuavima ir kaip eliuentus
naudojant vandeninj 0,1 proc. skruzdziy ruigsties tirpalg ir metanolj buvo didi-
nama metanolio koncentracija tirpiklyje, taip padidinant tirpiklio lipofilis-
kuma. Toliau pritaikius izokratinj eliuavima, miSiniu sudarytu i§ 98 proc.
metanolio ir 2 proc. vandeninio 0,1 proc. skruzdziy rtgsties tirpalo, i$skirs-
tytos B-amirino, a-amirino, B-sitosterolio, kampesterolio ir skvaleno smailés.
Esant ilgesnei analizés trukmei metanolio pasirinkimas yra geresnis nei
acetonitrilo, nes iSvengiama negrjztamos matricos junginiy absorbcijos kolo-
néléje, o tai didina kolonéles skirstymo stabiluma [18].
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Kolon¢lés temperatiiros parinkimas yra svarbus veiksnys optimizuojant
sistemos tinkamumga ir skirstymo kokybe [122]. Did¢jant temperatiirai, ma-
z¢ja tirpikliy klampumas, todé¢l kinta analiciy skirstymo greitis kolonél¢je
[71]. Tyrimo metu, parenkant temperatiiros 20-35 °C, t¢kmés greicio 0,1—
0,4 ml/min., injekcijos tlirio 1-3 pl sistemos parametrus, nustatyta, kad efek-
tyviausias anali¢iy skirstymas atliekamas, esant 25 °C temperatiirai, 0,2 ml/min.
tekmés greiCiui ir 1 pl injekcijos turiui. ISvystytos triterpeniniy junginiy
nustatymo metodikos spanguoliy vaisiy éminiy iStraukose parametrai aprasyti
2.3 poskyryje.

Validacija. ISvystytos UESC-PDA metodikos validacija atlikta pagal
tarptautinés harmonizacijos konferencijos rekomendacijas, naudojant Siuos
analitinius parametrus: specifiSkuma, linijiSkuma, aptikimo ir nustatymo ribas,
preciziskuma ir atkuriamuma [72].

Junginiy identifikavimas ir kokybiné analize¢ atlikta lyginant etaloniniy
junginiy ir spanguoliy vaisiy matricos smailiy sulaikymo trukmes, UV
absorbcijos ir MS spektrus. V. oxycoccos ir V. macrocarpon gauti chromato-
grafiniy analiCiy profiliai yra identiSki, skiriasi tik anali¢iy smailiy plotai
(3.1.2.1 pav.). Chromatogramoje (3.1.2.1 pav.) matomg bazinés linijos pakili-
m3g salygoja polisSkumo pasikeitimas ir didesné metanolio koncentracija, kuri
apsprendzia didesn¢ absorbcijg esant nespecifiniam UV bangos ilgiui [18].
Spanguoliy vaisiy éminiy iStrauky chromatogramoje ne visos nustatytos
analités identifikuotos. Kai kurios i§ $iy analiCiy turi charakteringus UV
absorbcijos maksimumus (3.1.2.1 pav.), kuriuos apsprendzia chromoforiniy
grupiy buvimas triterpeniniy junginiy struktiiroje [131, 233]. Literatiiroje
apraSyti du ursolio riigsties esteriai: cis-3-O-p-hidroksicinamoilursolio rugs-
tis ir trans-3-O-p-hidroksilcinamoilursolio riigstis, kuriems biidingas Amax
308,9 nm ir Amax 312,4 nm, atitinkamai [131]. Misy tyrimo metu nustatyta,
kad UV maksimumus Siame bangy diapazone turi 3.1.2.1 pav. A ir B
chromatogramose pazymétos junginiy analités: a — Amax 308,8, b — Amax 308,8
ir ¢ —Amax 312,4, d —Amax 312,4. Literatiros duomenimis cis-3-O-p-
hidroksicinamoilursolio rtgsties ir trans-3-O-p-hidroksilcinamoilursolio
rugsties pagrindinis fragmentas m/z yra [M]~ 601,4 [227]. Miisy tyrimo metu
po junginiy fragmentavimo, taikant MS/MS detekcija nustatytas santykinis
jony kiekis yra m/z reikSmes 601,41 (100 proc.), 144,98 (39,87 proc.), 437,32
(4,32 proc.) ir 163,00 (1,43 proc.). Fragmentus [M—H>O]~ 144,98 ir [M]"
163,00 galima identifikuoti kaip kumaro rigsti [56], o [M—H2O] 437,32
galima identifikuoti kaip ursolio riigS§tj ar jos izomerg [146]. Junginiy
3.1.2.1 pav. pazyméty e ir f raidémis Amax 281,4, taCiau duomeny apie
spanguoliy vaisiy éminiuose nustatytus identiSkg UV spektrg turinius
junginius rasti nepavyko. Spanguoliy vaisiy éminiy specifiniy triterpeniniy
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junginiy identifikavimas, ateityje galéty suteikti daugiau Ziniy apie
spanguoliy triterpeniniy junginiy chromatografinio profilio specifiskuma.
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3.1.2.1 pav. Spanguoliy vaisiy éminiy istrauky (A),

(B) bei standarty misinio (C) UESC-PDA profilis

Standarty miSinio chromatograma (C): (1) maslino rugstis 21 pg/ml, (2) korosolio riigstis
46 ng/ml, (3) oleanolio riigstis 27 pug/ml, (4) ursolio rigstis 25 ug/ml, (5) P-amirinas
42 pg/ml, (6) kampesterolis 42 pg/ml, (7) a-amirinas 42 pg/ml, (8) B-sitosterolis 42 ug/ml,
(9) skvalenas 21 pg/ml (205,5 nm). Spanguoliy vaisiy éminiy istrauky (A), (B) chromato-
grama: a, b, ¢, d, e, f neidentifikuotos analités turin¢ios Amax.

Identifikuoty junginiy tiesiSkumo ribos, kalibracinio grafiko lygtys, ju
determinacijos koeficientai, kokybinio ir kiekybinio nustatymo ribos
nurodytos 3.1.2.1 lentel¢je. Identifikuoty junginiy tiesiSkumo ribos nuo
1,563 pg/ml iki 2000 pg/ml apima visas tyrimo metu nustatytas triterpenoidy
ir fitosteroliy koncentracijas. Nustatytas determinacijos koeficientai R? yra
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daugiau 0,999, tai jrodo optimizuotos metodikos tiesiSkuma [186]. Apskai-
Ciuotos anali¢iy aptikimo ribos varijavo nuo 0,27 pg/ml iki 1,86 pg/ml, o
nustatymo ribos varijavo nuo 0,90 pg/ml iki 6,18 pg/ml.

3.1.2.1 lentelé. ldentifikuoty junginiy tiesiSkumo, nustatymo ir aptikimo riby
parametrai

Junginys ) TiesiSkumo Kalibracini.o R? LOD, | LOQ,
intervalas, pg/ml grafiko lygtis pg/ml | pg/ml
Maslino riigstis 3,125-200 y=2790x + 3990 |0,9994| 0,89 2,95
Korosolio rugstis 3,125-200 y =3280x + 750 0,9997 | 0,66 2,21
Oleanolio rugstis 2,344-600 y =3240x + 12900 | 0,9997 | 0,55 1,85
Ursolio riigstis 3,906-2000 y =2930x + 39000 |0,9999| 0,54 1,81
B-amirinas 6,250-200 y=3170x + 6470 |0,9998| 1,11 3,69
Kampesterolis 6,250-200 y=2910x+ 1350 |0,9995| 1,80 5,99
a-amirinas 6,250-200 y=3090x - 1030 |0,9996| 1,37 4,58
[-sitosterolis 6,250-200 y=2100x +4830 |0,9995| 1,86 6,18
Skvalenas 1,563-200 y =30900x + 50400 | 0,9999 | 0,27 0,90

Pastaba: LOD — aptikimo riba, LOQ — nustatymo riba, R? — determinacijos koeficientas.

Tikslumo parametras padeda jvertinti gauto rezultato ir tikrosios
reikSmes atitikima, iSreiSkiant artuma tarp gauty rezultaty procentais [121].
UESC-PDA metodikos atkuriamumas jvertintas etaloniniy junginiy kiekio
nustatymu trijuose koncentracijos lygiuose: 1 lygyje 95,47-107,96 proc.,
2 lygyje 100,52-106,12 proc., 3 lygyje 99,87-104,95 proc., kai santykinis
standartinis nuokrypis variavo nuo 0,03 proc. iki 5,83 proc. [179]. Nustatyti
tiriamyjy analic¢iy tikslumo rezultatai nevirSijo tarptautinése gairése nurody-
tos rekomenduojamos 80—110 proc. ribos [107].

Metodikos preciziSkumas jvertintas pagal pakartojamumg ir tarpinj
preciziSkuma, nustatant V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy éminiuose
identifikuoty junginiy kiekio santykinj standartinj nuokrypj. V. oxycoccos ir
V. macrocarpon vaisiy éminiuose sulaikymo trukmeés pakartojamumo santy-
kiniai standartiniai nuokrypiai varijavo nuo 0,06 proc. iki 0,11 proc. ir nuo
0,20 proc. iki 0,88 proc., o tarpinio preciziSkumo nuo 0,25 proc. iki 0,60 proc.
ir nuo 0,31 proc. iki 0,68 proc., atitinkamai [179].

Identifikuoty triterpenoidy, fitosteroliy ir skvaleno kiekiy pakartojamu-
mo santykinis standartinis nuokrypis V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy
éminiuose varijavo nuo 0,78 proc. iki 3,16 proc. ir nuo 0,90 proc. iki 8,81 proc.,
atitinkamai [179]. Nustatyti junginiy kiekiy tarpinio preciziSkumo santykiniai
standartiniai nuokrypiai V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy €miniuose
varijavo nuo 1,71 proc. iki 8,88 proc. ir nuo 1,59 proc. iki 11,20 proc., atitin-
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kamai [179]. Nustatytos tarpinio preciziSkumo HortRat reikSmes V. oxyco-
ccos it V. macrocarpon vaisiy éminiuose varijavo nuo 0,30 iki 1,05 ir nuo 0,30
iki 1,01, atitinkamai [179]. Nustatytos HortRat reikSmés atitiko HortRat
reikSmiy 0,3-1,3 diapazona, kuris rekomenduojamas validacijos tyrimams,
atlieckamiems vienoje laboratorijoje [107].

Nustatyti UESC-PDA metodikos tinkamumo rezultatai patvirtina, kad
pasirinkti chromatografiniai parametrai tinkami analizuojamy spanguoliy
augaliniy zaliavy iStrauky triterpeniniy junginiy ir fitosteroliy kokybiniam ir
kiekybiniam vertinimui. Tokie tyrimai yra svarbiis vertinant jau esamy bei
naujai i§vedamy veisliy ir genetiniy klony vaisiy chemine sudétj, optimalaus
spanguoliy vaisiy rinkimo laiko nustatymui, zaliavy fitocheminés sudéties
standartizavimo tyrimuose.

3.2. V. macrocarpon vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimai

Didé¢jantis spanguoliy augalinés zaliavos panaudojimas skatina vystyti
naujy spanguoliy veisliy selekcija, introdukcija ir kultivavimg [213, 221].
Vykdant perspektyviy stambiauogiy spanguoliy veisliy paieSkas intensyviau
atliekami spanguoliy vaisiy fitocheminés sudéties ir poveikio tyrimai [150].
Nokimo periodo metu spanguolése vykstantys antriniy metabolity sintezés
procesai apsprendzia spanguoliy augalin¢je zaliavoje nustatomy biologiSkai
aktyviy junginiy kokybing ir kiekybing sudétj. Spanguoliy vaisiy éminiy
tyrimai leidZia jvertinti biologiSkai aktyviy junginiy sudéties pokyc€ius jy
nokimo metu ir pagrjsti uogy kokybiskos augalinés zaliavos paruosas. Tyri-
mai suteikia galimybg atrinkti spanguoliy veisles, kuriy vaisiuose sukaupiami
didZiausi biologiskai aktyviy junginiy kiekiai.

3.2.1. V. macrocarpon veisliy augaly, auginamy VU Botanikos sodo
kolekcijoje, vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimai

Atlikome Vilniaus botanikos sodo kolekcijoje auginamy stambiauogiy
spanguoliy veisliy ‘Baifay’, ‘Early Black’, ‘Howes’, ‘Pilgrim’, ‘Red Star’ ir
‘Stevens’ vaisiy éminiy antocianiny, flavonoliy, chlorogeno riigsties, pro-
antocianidiny, triterpenoidy, fitosteroliy kokybings ir kiekinés sudéties poky-
¢iy uogy nokimo laikotarpiu analize (3.2.1.1 pav.).

41



—
[\

=
£
£ o0 10 |
S %
gg 8
S2 0]
e 2 4|
o= Q
£ =
E™ 2
7 0%
Rugpjucio Rugpjucio Rugséjo Rugséjo Spalio Spalio
12d. 274, 10d. 244, 8d. 24d.
5
o 4
&0
E 3
£ 2]
-ﬂ)
=S|
0
Rugpjicio Rugpjtcio Rugséjo Rugséjo Spalio Spalio
12 d. 27 d. 10 d. 24 d. 8d. 22 d.
0,6

L L
B W

=
(93]

kiekis, mg/g

0,2 :i:—$ ——
0,1 ¢ —6 g ——
0,0 ‘
Rugpjucio Rugpjtcio Rugséjo Rugséjo Spalio Spalio
12d. 27d. 10d. 24 d. 8d. 22 d.
10

Bendras proantociani- ﬂ Chlorogeno riigsties H Suminis flavonoliy

diny kiekis, mg EE/g
S N

——
0
Rugpjucio Rugpjtcio Rugséjo Rugséjo Spalio Spalio
12d. 27d. 10d. 24 d. 8d. 22 d.
@ Mety diena
—&— ‘Baifay’ —&— ‘Howes’  —*— ‘Red Star’
—#— ‘Early Black’ ‘Pilgrim> —@®— “Stevens’

3.2.1.1 pav. Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties pokyciai spanguoliy vaisiy
éminiuose nokimo laikotarpiu

(A) Suminio antocianiny kiekio pokyc¢iai. (B) Suminio flavonoliy kiekio poky¢iai. (C) Chlo-
rogeno rugsties kiekio poky¢iai. (D) Bendro proantocianidiny kiekio poky¢iai.
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V. macrocarpon vaisiy augalinés Zaliavos éminiuose uogy nokimo laiko-
tarpiu nuo rugpjucio 12 d. iki spalio 22 d. kiekybin¢ biologiSkai aktyviy
junginiy sudétis kito: proantocianidiny kiekis mazéjo 2 kartus, chlorogeno
rugsties kiekis mazejo 1,3 karto, flavonoliy kiekis mazéjo 2 kartus, o antocia-
niny kiekis didéjo nuo 27 iki 450 karty. Misy tyrimy rezultatai koreliuoja su
kity mokslininky tyrimy rezultatais [218, 221].

Uogy spalvos intensyvumg apsprendZia augaliniai pigmentai — antocia-
ninai ir antocianidinai [133]. Suminis antocianiny ir antocianidiny kiekis
spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose nokimo metu, varijavo nuo 0,01 mg/g
iki 9,63 mg/g. Maziausias suminis antocianiny kiekis 0,01 mg/g nustatytas
veislés ‘Baifay’ uogy éminiuose surinktuose nokimo laikotarpio pradzioje,
rugpjucio 12 d. Didziausias suminis antocianiny kiekis 9,63 mg/g nustatytas
spanguoliy veislés ‘Howes’ uogy éminiuose surinktuose spalio 22 d. Wang et
al. tyré JAV klimatinémis saglygomis auginamy veisliy ‘Early Black’, ‘Howes’,
‘Ben Lear’, ‘Stevens’, ‘#35°, ‘Crimson Queen’, ‘Demoranville’, ‘Mullica
Queen’ vaisiy éminiy antocianiny ir antocianidiny pokycius vaisiy nokimo
metu (nuo liepos 19 d. iki spalio 17 d.) [221]. Autoriai nurodo, kad minéty
veisliy éminiuose suminis antocianiny kiekis didéjo visa tyrimo laikotarpi, o
veislé yra svarbus faktorius turintis jtakos Siems pokyciams [221].

Suminis flavonoliy kiekis nokimo laikotarpiu varijavo nuo 1,5 mg/g iki
3,7 mg/g. Didziausias suminis flavonoliy kiekis 3,7 mg/g nustatytas span-
guoliy veislés ‘Howes’ uogy éminiuose nokimo periodo pradzioje rugpjucio
12 d. Maziausias suminis flavonoliy kiekis 1,5 mg/g nustatytas spanguoliy
veislés ‘Howes’ uogy éminiuose, surinktuose sunokus uogoms, spalio 22 d.

Chlorogeno riigsties kiekis spanguoliy augalin¢je zaliavoje nokimo lai-
kotarpiu kito nezymiai. Sios rigsties kiekiné sudétis varijavo nuo 0,10 mg/g
iki 0,49 mg/g. Didziausias chlorogeno riigsties kiekis 0,49 mg/g nustatytas
spanguoliy ‘Red Star’ veislés uogy éminiuose, surinktuose rugpjiucio 12 d.
Maziausias chlorogeno rugsties kiekis 0,10 mg/g nustatytas spanguoliy ‘Baifay’
veislés uogy éminiuose, surinktuose spalio 22 d.

Taikant spektrofotometrinj metoda nustatéme, kad tirty spanguoliy
veisliy uogy éminiuose bendras proantocianidiny kiekis varijavo nuo 2,28 mg
EE/g iki 8,87 mg EE/g. Didziausias proantocianidiny kiekis 8,87 mg EE/g
nustatytas ‘Howes’ spanguoliy veislés uogy éminiuose, surinktuose rugpjucio
12 d. Uogy nokimo laikotarpiu nuo rugpjii¢io 12 d. iki spalio 8 d. spanguoliy
veisliy uogy éminiuose proantocianidiny kiekis mazéjo 2 kartus. Uogy noki-
mo laikotarpiu nuo spalio 8 d. iki spalio 22 d., tirty veisliy éminiuose proanto-
cianidiny kiekio maz¢jimas stabilizavosi arba 1,1 karto padidéjo. Vvedens-
kaya ir kt. ir Wang ir kt. nustate, kad proantocianidiny koncentracija intensy-
viausiai maz¢ja spanguoliy vaisiy nokimo pradzioje, o vélesniame brendimo
etape padidéja [218, 221].
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Triterpeniniy junginiy kiekis spanguoliy veisliy uogy éminiuose laiko-
tarpiu nuo rugpjiicio 12 d. iki spalio 22 d. kito netolygiai (3.2.1.2 pav.). Sumi-
nis triterpenoidy kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose varijavo nuo 1,56 mg/g
iki 4,83 mg/g. Didziausias suminis triterpenoidy kiekis 4,83 mg/g nustatytas
spanguoliy veislés ‘Howes’ uogy éminiuose, surinktuose rugpjucio 12 d.,
kuris statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo kiekiy nustatyty spanguoliy
veislés ‘Early Black’ uogy éminiuose, surinktuose rugséjo 24 d. ir spalio 22 d.
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3.2.1.2 pav. Triterpenoidy ir fitosteroliy kiekinés sudéties pokyciai
spanguoliy vaisiy éminiuose nokimo laikotarpiu

(A) Suminio triterpenoidy kiekio pokyciai. (B) Suminio fitosteroliy kiekio pokyciai.

Oszmianski ir kt. nustaté, kad spanguoliy veisliy ‘Pilgrim’ ir ‘Stevens’
uogy éminiuose, surinktuose laikotarpiu nuo rugsé€jo 1 d. iki rugséjo 22 d.,
triterpenoidy koncentracija didéjo 1,1 ir 1,3 karto, atitinkamai [152]. Misy
tyrimo metu nuo rugpjucio 28 d. iki rugséjo 24 d. suminis triterpenoidy kiekis
spanguoliy veislés ‘Pilgrim’ uogy éminiuose 1,4 karto sumazéjo, veislés
‘Stevens’ uogy éminiuose 1,2 karto padidé¢jo.

Atlikus fitosteroliy kiekinés sudéties analize nustatéme, kad fitosteroliy
kiekis spanguoliy uogy éminiuose varijavo nuo 0,62 mg/g iki 0,94 mg/g.
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Spanguoliy vaisiy éminiuose [-sitosterolio kiekis sudaré didesng dalj
98,16 proc. nei kampesterolis 1,84 proc. Wu et al. taip pat nurodo, kad
B-sitosterolis yra pagrindinis spanguoliy vaisiy fitosterolis [227].

Spanguoliy vaisiy rinkimo laikas yra vienas i$ svarbiy veiksniy, lemian-
¢iy biologiskai aktyviy junginiy kiekj spanguoliy Zaliavoje. Spanguoliy
zaliavoje, paruosStoje uogy brandos periodo pradzioje (rugpjicio mén.),
nustatytas didesnis flavonoliy ir proantocianidiny kiekis, o vaisiy brendimo
laikotarpio pabaigoje (spalio mén.) surinktuose spanguoliy vaisiy zaliavos
éminiuose nustatytas didesnis antocianiny ir antocianidiny kiekis. IStyrus
Vilniaus universiteto Botanikos sodo kolekcijoje auginamy stambiauogiy
spanguoliy veisliy vaisiy éminius nustatéme, kad skirtingy brandos tarpsniy
‘Early Black’ ir ‘Howes’ veisliy spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyti didesni
kiekiai antocianiny, proantocianidiny, flavonoliy ir triterpenoidy.

3.2.2. V. macrocarpon veisliy augaly, auginamy Latvijos
gyvybés moksly ir technologiju universiteto kolekcijoje,
vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybinés
ir kiekinés sudéties tyrimai

Baltijos Saliy regionas pasiZzymi panaSiomis klimatinémis salygomis,
kurios yra palankios spanguoliy auginimui [84]. Latvijoje kaip ir Lietuvoje
natiiraliy pelkiy plotai dél Zmogaus antropogeninés veiklos sumazéjo, todél
pradeéti plétoti pelkiy ploty atkiirimo darbai, vykdant stambiauogiy spanguo-
liy introdukcijos ir selekcijos tyrimus bei auginimag [149]. Spanguoliy vaisiy
paruosos per paskutinius 20 mety Latvijoje didéjo, buvo ple¢iami spanguo-
lynai, did¢jo spanguoliy vaisiy ir jy perdirbimo produkty vartojimas [83,
209]. Vystant spanguoliy veisliy selekcijg ir auginimg Baltijos Saliy regione,
aktualu atlikti Latvijos klimatinémis salygomis auginamy spanguoliy veisliy
uogy éminiy biologiskai aktyviy junginiy kokybineés ir kiekybinés sudéties
tyrimus.

Atlikome Latvijos gyvybés moksly ir technologijy universiteto kolekei-
joje auginamy stambiauogiy spanguoliy veisliy vaisiy éminiy fitocheminés
sudéties kokybing ir kiekybine analize (3.2.2.1 pav.).
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3.2.2.1 pav. Fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties varijavimas
stambiauogiy spanguoliy veisliy uogy éminiuose

(A) Suminio antocianiny kiekio poky¢iai. (B) Suminio flavonoliy kiekio poky¢iai. (C) Chlo-

rogeno rigsties kiekio poky¢iai. (D) Bendro proantocianidiny kiekio poky¢iai. (E) Suminio

triterpeniniy junginiy kiekio poky¢iai. Skirtingos raidés zymi statistiskai reikSmingus skirtu-

mus tarp nustatyto junginiy kiekio spanguoliy vaisiy éminiuose (p < 0,05).
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Latvijos klimatinémis saglygomis auginamy V. macrocarpon vaisiy émi-
niuose kiekybiné biologiskai aktyviy junginiy sudétis uogy nokimo laikotar-
piu nuo rugpjucio 16 d. iki rugsejo 15 d. kito: bendras proantocianidiny kiekis
mazejo 1,3 karto, suminis identifikuoty flavonoliy kiekis maz¢jo 1,3 karto,
suminis triterpenoidy kiekis mazé¢jo 1,2 karto, chlorogeno riigsties kiekis
maze¢jo 1,7 karto, suminis antocianiny kiekis didéjo nuo 2,6 iki 17 karty
(3.2.2.1 pav.). Nustatyta spanguoliy vaisiy éminiuose biologiskai aktyviy
junginiy kiekinés sudéties varijavimo tendencija yra panaSi | Lietuvos
klimatinémis salygomis Vilniaus botanikos sodo kolekcijoje auginamy
spanguoliy veisliy uogy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kiekinés
sudéties varijavimg vaisiy nokimo laikotarpiu [198].

Suminis antocianiny ir antocianidiny kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose
varijavo nuo 0,22 mg/g iki 5,31 mg/g. Wang et al. tyrimo metu nustaté, kad
‘Ben Lear’ uogy éminiuose antocianiny kiekis didéjo nuo rugpjiicio 18 d., o
spanguoliy veislés ‘Stevens’ uogy €éminiuose nuo rugpjicio 28 d. [221]. Pana-
Sios antocianiny kiekio kitimo tendencijos ‘Ben Lear’ ir ‘Stevens’ uogy
éminiuose nustatytos ir miisy tyrimo metu. Misy ir kity autoriy tyrimuose
nustatyta, kad tuo paciu metu surinkty spanguoliy veisliy ‘Ben Lear’ ir
‘Stevens’ uogy éminiuose nustatytas antocianiny kiekis ‘Ben Lear’ uogy
éminiuose yra didesnis [218, 221].

Latvijos klimatinémis saglygomis auginamy spanguoliy vaisiy éminiuose
suminis flavonoliy kiekis varijavo nuo 1,27 mg/g iki 4,33 mg/g. DidZiausias
suminis flavonoliy kiekis 4,33 mg/g nustatytas spanguoliy veislés ‘Stevens’
uogy éminiuose surinktuose rugpjicio 16 d., kuris statistiskai reikSmingai
nesiskyré nuo kiekio nustatyto Sios spanguoliy veislés vaisiy €miniuose,
surinktuose rugséjo 1 d. Vilniaus botanikos sodo kolekcijoje auginamy span-
guoliy veislés ‘Stevens’ vaisiy éminiuose, surinktuose panasiu laikotarpiu,
nustatytas suminis flavonoliy kiekis buvo 2 kartus mazesnis [198].

Chlorogeno riigsties kiekiné sudétis varijavo nuo 0,11 mg/g iki 0,39 mg/g.
Didziausias chlorogeno rugsties kiekis 0,39 mg/g nustatytas spanguoliy
‘Pilgrim’ veislés uogy éminiuose, surinktuose rugpjicio 16 d. Vilniaus bota-
nikos sodo kolekcijoje auginamy spanguoliy veislés ‘Pilgrim’ vaisiy éminiuo-
se, surinktuose rugpjtcio 12 d., nustatytas chlorogeno rigsties kiekis yra pana-
Sus — 0,36 mg/g [198].

Spektrofotometriniu metodu nustatéme, kad spanguoliy veisliy uogy
éminiuose bendras proantocianidiny kiekis varijavo nuo 3,28 mg EE/g iki
5,99 mg EE/g. Didziausias proantocianidiny kiekis 5,99 mg EE/g nustatytas
‘Stevens’ spanguoliy veislés uogy éminiuose, surinktuose rugpjucio 16 d.
Vilniaus botanikos sodo kolekcijoje auginamy spanguoliy veislés ‘Stevens’
vaisiy éminiuose, surinktuose rugpjiic¢io 12 d. nustatytas bendras proantocia-
nidiny kiekis — 5,34 mg EE/g [198]. Vorsa ir kt. nurodo, kad spanguoliy
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bendram proantocianidiny kiekiui vaisiy éminiuose turi jtakos aplinkos ir
genetiniai faktoriai [215]. Wang ir kt. teigia, kad giminingy spanguoliy veisliy
éminiuose panasus (didelis/mazas) proantocianidiny kiekis sietinas su flavo-
noidy sinteze veikianciais genetiniais faktoriais [221].

Stambiauogiy spanguoliy veisliy éminiuose nustatyty antocianiny, flavo-
noliy, proantocianidiny, chlorogeno riigsties ir triterpeniniy junginiy kieky-
binés sudéties varijavimui spanguoliy uogy nokimo metu jvertinti buvo atlik-
ta principiné komponentin¢ analiz¢ (3.2.2.2 pav.).
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3.2.2.2 pav. Spanguoliy vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
pagrindiniy komponenciy analizé

Spanguoliy vaisiy éminiai surinkti rugpjucio 16 d.: 1BL — ‘Ben Lear’, 1B — ‘Bergman’,
IKA — ‘Kalnciema agra’, 1L — ‘Lemunyon’, 1P — ‘Pilgrim’, 1S — ‘Stevens’ ir 1T — ‘Tina’;
spanguoliy vaisiy éminiai surinkti rugséjo 1 d.: 2BL — ‘Ben Lear’, 2B — ‘Bergman’, 2KA —
‘Kalnciema agra’, 2L — ‘Lemunyon’, 2P — ‘Pilgrim’, 2S— ‘Stevens’ ir 2T — ‘Tina’;
spanguoliy vaisiy éminiai surinkti rugséjo 15 d.: 3BL — ‘Ben Lear’, 3B — ‘Bergman’, 3KA —
‘Kalnciema agra’, 3L — ‘Lemunyon’, 3P — ‘Pilgrim’, 3S — ‘Stevens’ ir 3T — “Tina’.
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Analizei buvo naudojami du pagrindiniai komponentai, paaiSkinantys
84,59 proc. visos duomeny dispersijos. Pirmoji komponente, kuri apibiidino
55,79 proc. visos duomeny dispersijos, koreliavo su §iais junginiais: flavono-
liais (0,890), chlorogeno riigstimi (0,854), proantocianidinais (0,784) ir
antocianinais (—0,514). Antroji komponentée, kuri apibiidino 28,80 proc. visos
duomeny dispersijos, koreliavo su $iais junginiais: proantocianidinais (—0,527),
triterpeniniais junginiais (—0,948) ir antocianinais (0,901) (3.2.2.2 pav. A).

Stambiauogiy spanguoliy uogy éminiai surinkti rugpjucio 16 d. neigia-
moje antros komponentgs srityje sudaré bendra éminiy grupe (3.2.2.2 pav. B).
Siuose spanguoliy uogy ¢éminiuose nustatyti didziausi kiekiai proanto-
cianidiny, flavonoliy, chlorogeno rugsties, triterpeniniy junginiy ir maZzas
kiekis antocianiny. Spanguoliy uogy éminiy surinkty rugs¢jo 1 d. taSkai
komponenciy brézinyje pasislinko i brézinio centra, nes uogoms nokstant
antocianiny kiekis spanguoliy uogy éminiuose didéjo, o proantocianidiny,
chlorogeno riigsties, flavonoliy, triterpeniniy junginiy kiekiai maz¢jo. Span-
guoliy veisliy éminiy surinkty rugsejo 15 d. taskai persiskirsté j neigiama
pirmos komponentés ir teigiama antros komponentés sritj, nes antocianiny
kiekis spanguoliy uogy éminiuose dar labiau didéjo, o proantocianidiny,
chlorogeno riigsties, flavonoliy, triterpeniniy junginiy kiekiai mazéjo.

Forney et al. nustaté, kad spanguoliy uogy nokimo metu bendro fenoliniy
junginiy kiekio poky¢iai yra nedideli. Individualiy fenoliniy junginiy sudéties
poky¢iai gali turéti didesng reikSme spanguoliy vaisiy maistinei vertei [51].
Spanguoliy augalinés zaliavos kokybinés ir kiekybinés biologiskai aktyviy
junginiy sudéties tyrimy déka biity galima jvertinti spanguoliy augalinés
zaliavos ir pagaminty preparaty sudétj [52, 110].

3.2.3. V. macrocarpon veisliy augaly, auginamy Latvijos
nacionalinio Salaspilio botanikos sodo kolekcijoje, vaisiy éminiy
fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties
tyrimai

Spanguoliy veisliy vaisiy cheminé sudétis varijuoja, todél jy kokybinés
ir kiekinés sudéties vertinimas yra svarbus vertingiausiy spanguoliy veisliy
atrankai ir jy selekcijai. Aktualu taikyti Siuolaikinius analizés metodus,
nustatant skirtingy spanguoliy veisliy éminiy fitocheming sudét;.

Tyrimo metu atlikta Latvijos nacionalinio botanikos sodo kolekcijoje
auginamy introdukuoty ir iSvesty stambiauogiy spanguoliy vaisiy €éminiy
antocianiny, proantocianidiny, flavonoliy ir triterpenoidy kokybinés ir kieky-
binés sudéties analizé (duomenys pateikti 3.2.3.1 ir 3.2.3.2 pav.).
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3.2.3.1 pav. Antocianiny ir flavonoliy kokybinés ir kiekinés sudéties
varijavimas stambiauogiy spanguoliy veisliy uogy éminiuose

Skirtingos raidés zymi statistiskai reikSmingus skirtumus tarp spanguoliy veisliy uogy émi-
niuose nustatyto suminio antocianiny kiekio bei suminio flavonoliy kiekio (p < 0,05).
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3.2.3.2 pav. Proantocianidiny ir triterpeniniy junginiy sudéties varijavimas
stambiauogiy spanguoliy veisliy uogy éminiuose

Skirtingos raidés zZymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp spanguoliy veisliy uogy
éminiuose nustatyto proantocianidiny kiekio bei suminio triterpenoidy kiekio (p < 0,05).
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Stambiauogiy spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyta 12 antocianiny ir
antocianidiny grupés junginiy. Cianidin-3-galaktozidas, cianidin-3-arabino-
zidas, peonidin-3-galaktozidas, peonidin-3-arabinozidas sudare 94,06 proc.
suminio antocianiny ir antocianidiny kiekio (3.2.3.1 pav. A). Kiti nustatyti
junginiai (delfinidin-3-galaktozidas, cianidin-3-gliukozidas, peonidin-3-gliu-
kozidas, malvidin-3-galaktozidas, malvidin-3-arabinozidas, cianidinas, peoni-
dinas, malvidinas) sudar¢ 5,94 proc. suminio antocianiny ir antocianidiny
kiekio. Cesoniené ir kt. tyré Lietuvos klimatinémis salygomis uzauginty span-
guoliy veisliy ‘Le Munyon’, ‘Searles’, ‘Pilgrim’, *Franklin’, ‘Early Richard’,
‘Stevens’, “Washington’, ‘Black Veil’, ‘Howes’ vaisiy éminius ir nustaté, kad
cianidin-3-galaktozidas, cianidin-3-arabinozidas, peonidin-3-galaktozidas,
peonidin-3-arabinozidas sudar¢ 92,16 proc. suminio antocianiny ir antociani-
diny kiekio [33]. Cesonienés ir kt. tyrimy rezultatai atitinka miisy tirty veisliy
éminiuose nustatytg antocianiny kieking sudét;.

Spanguoliy veisliy uogy éminiuose identifikuoti 8 flavonoliy grupés
junginiai. Miricetin-3-galaktozidas, kvercetin-3-galaktozidas, kvercetin-3-
arabinofuranozidas ir kvercetin-3-ramnozidas sudaré 91,48 proc. suminio
flavonoliy kiekio (3.2.3.1 pav. B). Kiti nustatyti junginiai (kvercetin-3-
gliukozidas, kvercetin-3-arabinopiranozidas, miricetinas, kvercetinas) sudaré
8,52 proc. suminio flavonoliy kiekio. Wang ir kt. nustatyta spanguoliy veisliy
‘Early Black’, ‘Howes’, ‘Ben Lear’, ‘Stevens’, ‘Crimson Queen’, ‘Demoran-
ville’ ir ‘Mullica Queen’ éminiy flavonoliy kokybiné ir kiekybiné flavonoliy
sudétis atitinka miisy tyrimo rezultatus [221].

Atlikus triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties analize
spanguoliy vaisiy éminiuose nustatéme 6 triterpenoidus (3.2.3.2 pav. B).
Ursolio rugstis sudaré didziausig kiekj 75,63 proc., antras vyraujantis jungi-
nys oleanolio riigstis sudaré 18,48 proc. Kiti triterpenoidy grupés junginiai
(korosolio rugstis, maslino riigstis, a-amirinas, f-amirinas) sudaré 5,89 proc.
suminio triterpenoidy kiekio. Klavins ir kt. ir Oszmianski ir kt. patvirtina, kad
spanguoliy vaisiy éminiuose didZiausig triterpeniniy junginiy kiekj sudaré
ursolio riigstis [94, 152].

Latvijos nacionalinio botanikos sodo kolekcijoje introdukuoty ir iSvesty
stambiauogiy spanguoliy veisliy fitocheminés sudéties palyginamoji analizé
jvertinta atliekant hierarching klastering analiz¢. Veisliy éminiy klasterine
analiz¢ buvo atlikta analizuojant antocianiny, flavonoliy, proantocianidiny ir
triterpenoidy kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimy rezultatus. Gauti klaste-
rinés analizés duomenys pateikti 3.2.3.3 pav.
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3.2.3.3 pav. Spanguoliy veisliy panasumo pagal fenoliniy ir triterpeniniy
Jjunginiy sudétj vaisiy éminiuose dendogramos

(A) pagal antocianiny ir antocianidiny kiekj; (B) pagal flavonoliy kiekj; (C) pagal bendra
proantocianidiny kiekj; (D) pagal triterpenoidy kiekj.

Spanguoliy veisliy vaisiy éminiai pagal antocianiny kokybing ir kieky-
bing sudetj suskirstyti j I-III klasterius. I klasterio veisliy vaisiuose nustatytas
antocianiny kiekis varijavo nuo 3,78 mg/g iki 6,28 mg/g. II klasterj sudare
stambiauogiy spanguoliy veislés ‘Black Veil’, ‘Franclin’, ‘Early Black’, kuriy
uogy éminiuose nustatytas antocianiny kiekis buvo didziausias ir varijavo nuo
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8,64 mg/g iki 9,32 mg/g. Sapers ir kt. tyrimo metu spanguoliy veisles ‘Black
Veil’, ‘Franclin’ ir ‘Early Black’ priskyré prie didelj antocianiny kiekj
sukaupianciy spanguoliy veisliy [177]. Spanguoliy veislé ‘Franclin’ yra
hibridas gautas kryzminant ‘Early Black’ x ‘Howes’ veisles [215]. ‘Franclin’
veislés uogy éminiuose nustatytas suminis antocianiny kiekis statistiskai
reikSmingai nesiskiria nuo veislés ‘Early Black’ uogy éminiuose nustatyto
suminio antocianiny kiekio ir yra 2 kartus didesnis uz antocianiny kiekj
nustatytg veislés ‘Howes’ uogy éminiuose. Diaz-Garcia ir kt. nustate, kad
antrosios ir treciosios kartos veisliy vaisiy €éminiuose antocianiny kiekis yra
didesnis nei pirminés selekcijos veisliy bandiniuose [45]. III klasteriui
priskirti veisliy ‘Septembra’, ‘Dizbriiklene’ ir ‘Crowley’ vaisiy éminiai, kuriy
suminis antocianiny kiekis vairavo nuo 6,46 mg/g iki 7,72 mg/g.

Spanguoliy veisliy vaisiy éminiai pagal flavonoliy kokybing ir kiekybine
sudét] suskirstyti 1 IV=VI klasterius. IV klasteriui priskirti veisliy éminiai,
kuriuose nustatytas suminis flavonoliy kiekis varijavo nuo 0,98 mg/g iki
1,37 mg/g. Siuose éminiuose kvercetin-3-galaktozidas sudaré 32,18 proc.,
miricetin-3-galaktozidas — 22,72 proc. suminio flavonoliy kiekio. V klasterio
spanguoliy uogy éminiuose nustatytas suminis flavonoliy kiekis varijavo nuo
1,21 mg/g iki 1,40 mg/g. Siy spanguoliy vaisiy éminiuose nustatytas miricetin-
3-galaktozido kiekis buvo 1,5 karto didesnis uz bendra tirtyjy veisliy miricetin-
3-galaktozido kiekio vidurkj ir sudaré 27,67 proc. VIKklasteriui priskirtos
spanguoliy veislés, kuriy suminis flavonoliy kiekis buvo maziausias ir vari-
javo nuo 0,71 mg/g iki 0,92 mg/g.

Spanguoliy veisliy vaisiy éminiai pagal proantocianidiny kiekybing
sudét] buvo suskirstyti § VII-IX klasterius. VII klasterio spanguoliy veisliy
vaisiy éminiuose nustatytas proantocianidiny kiekis varijavo nuo 2,18 mg
EE/g iki 2,54 mg EE/g. VIII klaster] sudar¢ spanguoliy veisliy éminiai, kurio-
se nustatytas bendras proantocianidiny kiekis varijavo nuo 1,73 mg EE/g iki
2,08 mg EE/g. IX kalsterio ‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema Tumsa’, ‘Searles’,
‘Howes’, ‘Kalnciema RaZiga’ spanguoliy uogy éminiuose nustatytas bendras
proantocianidiny kiekis buvo didziausias ir varijavo nuo 2,78 mg EE/g iki
3,39 mg EE/g. Latvijoje 1998 m. i§vestos spanguoliy veislés ‘Kalnciema Agra’,
‘Kalnciema Tumsa’, ‘Kalnciema Raziga’ priskirtos i klasterj dé¢l didelio, sta-
tisti$kai reik§mingai nesiskirian¢io, bendro proantocianidiny kiekio. Siy Lat-
vijoje iSvesty spanguoliy veisliy éminiuose nustatyta didelj proantocianidiny
kiekj galéjo apresti genetiniai veiksniai. Vorsa ir kt. nurodo, kad spanguoliy
bendram proantocianidiny kiekiui vaisiy éminiuose turi jtakos aplinkos ir ge-
netiniai faktoriai [215]. Carpenter ir kt. atliko JAV auginty spanguoliy veisliy
‘Ben Lear’, ‘Bugle’, ‘Early Black’, ‘Howes', ‘Mullica Queen’ uogy éminiy
proantocianidiny kiekio nustatyma. Autoriai nurodo, kad $iy veisliy éminiuo-
se proantocianidiny kiekis pasiskirsto proantocianidiny kiekio maz¢jimo ten-
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dencija: ‘Howes’ > ‘Mullica Queen’ ir ‘Early Black’ > ‘Bugle’ > ‘Ben Lear’
[22]. Miisy tirty veilsiy ‘Ben Lear’, ‘Early Black’, ‘Howes’ éminiuose nusta-
tytas proantocianidiny kiekis maz¢ja analogiska tendencija: ‘Howes’ > ‘Early
Black’> ‘Ben Lear’.

Pagal spanguoliy veisliy vaisiy éminiuose nustatyta triterpenoidy kieking
sudétj veisliy éminiai suskirstyti } X—XII klasterius. X klasteriui buvo priskirti
spanguoliy veisliy éminiai, kuriuose nustatytas suminis triterpenoidy kiekis
varijavo nuo 5,29 mg/g iki 5,79 mg/g. XI klasteriui priskirti spanguoliy veis-
liy éminiai, kuriuose nustatytas suminis triterpenoidy kiekis varijavo nuo
5,91 mg/g iki 6,20 mg/g. XII klasterj sudaro spanguoliy veisliy ‘Kalnciema
Agra’, ‘Septembra’, ‘Dizbriiklene’ ir ‘Early Black’ éminiai, kuriuose nusta-
tytas suminis triterpenoidy kiekis buvo didziausias ir varijavo nuo 6,23 mg/g
iki 6,62 mg/g.

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad spanguoliy veisliy
vaisiy éminiy fitocheminé sudétis varijuoja, o spanguoliy veislé turi jtakos
kiekybinei biologiskai aktyviy junginiy sudéciai. DidZiausias antocianiny
kiekis nustatytas spanguoliy veisliy ‘Black Veil’, ‘Franclin’ ir ‘Early Black’
vaisiy éminiuose. Proantocianidiny kiekinés sudéties tyrimy metu nustatyta,
kad Latvijoje iSvesty spanguoliy veisliy ‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema
Tumsa’, ‘Kalnciema Raziga’ ir JAV iSvesty spanguoliy veisliy ‘Searles’ ir
‘Howes’ uogy éminiuose yra didziausi kiekiai proantocianidiny. DidZiausi
flavonoliy kiekiai nustatyti spanguoliy veisliy ‘Howes’, ‘Black Veil’ ir ‘Salas-
pils Melnas’ vaisiy éminiuose. Atlikus triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties
analizg, nustatyta, kad spanguoliy veislés ‘Early Black’ vaisiy éminiuose yra
didZiausias triterpeniniy junginiy kiekis.

3.3. V. oxycoccos vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy junginiy
kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimas

Lietuvoje gyventojai aukStapelkiy ir tarpinio tipo pelkiy teritorijose renka
spanguoliy uogas ir naudoja tradiciniy patiekaly, kepiniy ir gérimy paruosi-
mui. Lietuvos teritorijoje XX a. antrojoje pus¢je vykdytos melioracijos metu
nusausinta daug pelkiy, tod¢l sumazejo paprastyjy spanguoliy nattiraliy auga-
vieciy plotai [213]. Sunaikinty pelkiy atktirimas ir pelkiy iSsaugojimas yra
aktualiis Zeméje stabdant klimato kaitos procesus, sprendZiant atmosferos sta-
bilumo klausimus ir i§saugojant bei plétojant paprastyjy spanguoliy auga-
viecCiy teritorijas [149]. Lietuvoje pelkés iSsidésciusios visoje respublikoje,
dauguma jy yra nedidelés ir uzima iki 50 ha plotus. Didziausi spanguolyny
plotai yra Kamany ir Cepkeliy valstybiniuose gamtiniuose rezervatuose ir
Zuvinto valstybiniame biosferos rezervate [11, 15]. Siose teritorijose antropo-
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geninés veiklos ribojimai apsaugo pelkiy ekosistemas nuo tarSos, gaisry,
gyviny trikdymo, pelkés paklotés ardymo ir neracionalaus pelkése auganciy
vaistiniy augaly, uogy ir gryby rinkimo.

Paprastyjy spanguoliy uogy biologiskai aktyviy junginiy kokybinés ir
kiekinés sudéties tyrimai yra svarbiis Lietuvoje natiiraliose cenopopuliacijose
auganciy spanguoliy chemotipy nustatymui ir leidzia racionaliai panaudoti
augalinius iSteklius. Spanguoliy vaisiy fitocheminiai tyrimai yra svarbiis norint
nustatyti optimaly spanguoliy uogy rinkimo laikg bei pateikti moksliniais
tyrimais pagrijstas racionalaus spanguoliy vaisiy rinkimo rekomendacijas.

Norint pagrijsti paprastyjy spanguoliy panaudojima farmaciniy preparaty
ktrimui, aktualu atlikti iSsamius spanguoliy vaisiy biologiskai aktyviy
junginiy sudéties kokybinius ir kiekybinius tyrimus. Gauti tyrimy rezultatai
leisty panaudoti V. oxycoccos vaisius kaip alternatyva vis placiau kulti-
vuojamy V. macrocarpon vaisiams dél panasiy jusliniy savybiy ir panasSios
cheminés sudéties [79, 132].

3.3.1. Lietuvoje auganciy V. oxycoccos vaisiy éminiy fenoliniy

ir triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties pokyciu

nokimo periodo metu tyrimas

Atlikome V. oxycoccos vaisiy éminiy antocianiny, flavonoliy, chlorogeno
rugsties, proantocianidiny, triterpenoidy, fitosteroliy kokybinés ir kiekinés
sudéties poky¢iy uogy nokimo laikotarpiu analize (3.3.1.1 pav.).
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3.3.1.1 pav. Fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties pokyciai
spanguoliy vaisiy éminiuose nokimo laikotarpiu
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Paprastyjy spanguoliy vaisiy augalinés zaliavos éminiuose uogy nokimo
laikotarpiu nuo liepos 30 d. iki lapkri¢io 27 d. suminis antocianiny kiekis
didéjo 340 karty. PanaSias antocianiny kiekio did¢jimo tendencijas nustatéme
V. macrocarpon veisliy vaisiy éminiuose [198, 199].

Spanguoliy vaisiy éminiuose surinktuose laikotarpiu nuo liepos 30 d. iki
rugséjo 9 d. flavonoliy kiekis mazéjo 2 kartus, véliau Siy junginiy kiekis kito
nezymiai. Chlorogeno riigsties kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose varijavo
nuo 0,69 mg/g (lapkricio 20 d.) iki 1,66 mg (rugpjtucio 19 d.). V. oxycoccos
vaisiy éminiuose proantocianidiny kiekis nuo liepos 30 d. iki rugséjo 19 d.
mazejo 2,5 karto, nuo rugs¢jo 19 d. iki lapkric¢io 20 d. nustatytas proantocia-
nidiny kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose kito nezymiai, o lapkri¢io 27 d.
éminiuose padidéjo 1,8 karto. Spanguoliy vaisiy éminiuose surinktuose laiko-
tarpiu nuo liepos 30 d. iki rugpjucio 29 d. triterpenoidy kiekis pamazéjo
1,5 karto, o nuo rugpjiicio 29 d. iki lapkri¢io 27 d. $iy junginiy kiekis padidéjo
1,2 karto. Spanguoliy vaisiy éminiuose surinktuose laikotarpiu nuo liepos
30 d. iki lapkricio 27 d. fitosteroliy kiekis kito maziausiai ir varijavo nuo
0,89 mg/g iki 1,12 mg/g. IStyrus Vilniaus universiteto Botanikos sodo kolek-
cijoje auginamy V. macrocarpon veisliy vaisiy éminius nustatéme panasias
flavonoliy, proantocianidiny, triterpenoidy ir fitosteroliy kiekio kitimo ten-
dencijas [198].

3.3.2. ¥ oxycoccos vaisiy éminiy, surinkty Cepkeliy gamtinio
rezervato pelkiy tipo augavietése, fenoliniy ir triterpeniniy
junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties tyrimas

Atlikta Lietuvos valstybiniame Cepkeliy rezervate auganéiy ¥, oxyco-
ccos uogy éminiy antocianiny, proantocianidiny, flavonoliy, chlorogeno
rigsties ir triterpeniniy junginiy kaupimosi désningumy analize (3.3.2.1 ir
3.3.2.2 pav.). Suminis antocianiny ir antocianidiny kiekis spanguoliy vaisiy
éminiuose varijavo: surinktuose 2020 m. vegetacijos metu nuo 0,71 mg/g iki
6,05 mg/g; 2021 m. —nuo 0,78 mg/g iki 6,99 mg/g; 2022 m. —nuo 0,97 mg/g iki
6,84 mg/g (3.3.2.1 pav. A). Cepkeliy rezervato augavietése surinktuose
spanguoliy vaisiy éminiuose nuo rugséjo iki spalio mén. stebima antocianiny
kiekinés sudéties did¢jimo tendencija. Spalio antroje puséje ir lapkric¢io meén.
surinktuose spanguoliy éminiuose skirtingais stebéjimo metais ir
priklausomai nuo augavietés tipo antocianiny kiekis kito netolygiai. Sekanciy
mety pavasar], surinktuose spanguoliy vaisiy éminiuose antocianiny kiekis
sumazejo.
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3.3.2.1 pav. Fenoliniy junginiy kiekinés sudéties varijavimas
paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose

(A) Suminio antocianiny kiekio varijavimas. (B) Suminio flavonoliy kiekio varijavimas.
(C) Bendro proantocianidiny kiekio varijavimas. Skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmin-
gus skirtumus tarp nustatyto junginiy kiekio spanguoliy uogy éminiuose (p < 0,05).
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3.3.2.2 pav. Chlorogeno rigsties ir triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties
varijavimas paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose

Skirtingos raidés Zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp nustatyto junginiy kiekio
paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose (p < 0,05).

Nustatyta, kad suminis flavonoliy kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose
varijavo: 2020 m. vegetacijos metu nuo 0,52 mg/g iki 3,88 g/g, 2021 m. — nuo
0,48 mg/g iki 5,15 mg/g, 2022m.— nuo 0,77 mg/g iki 7,29 mg/g
(3.3.2.1 pav. B). Oligotrofinése pelkiy tipo augavietése plynraistyje ir plyn¢je
2020-2022 m. surinktuose spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyta flavonoliy
kiekiné sudétis buvo didesné nei kitose augavietése. Flavonoliy kiekiné sudé-
tis mety eigoje (2020 m. <2021 m. <2022 m.) tendencingai padidéjo. Kity
mety pavasarj surinktuose spanguoliy vaisiy éminiuose flavonoliy kiekis
statistiSkai reikSmingai sumaz¢jo arba nepakito. Albert ir kt. teigia, kad
augaluose flavonoliy biosintezg vegetatyviniuose organuose, besivystan-
Ciuose zieduose ir vaisiuose bei dengiamuosiuose audiniuose veikia Sviesa
(iskaitant UVA ir UVB) [5]. Tirtose plynraisCio ir plynés oligotrofinio tipo
pelkiy augavietése spanguolynai yra atviresnése vietose, todél tiesioginis
Sviesos poveikis gali turéti jtakos spanguoliy vaisiy audiniuose vykstantiems
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biologiskai aktyviy junginiy biosinetezés procesams. Oligotrofinio pelkiy
tipo augavieCiy maistiniy medziagy stygius gali salygoti didesnj stresa
augalams bei didinti flavonoliy grupés junginiy sintezés intensyvuma [189,
220].

Bendras proantocianidiny kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose varijavo:
2020 m. éminiuose varijavo nuo 0,38 mg EE/g iki 2,80 mg EE/g, 2021 m. —
nuo 0,63 mg EE/g iki 3,17 mg EE/g, 2022 m. —nuo 1,09 mg EE/g iki 3,56 mg
EE/g (3.3.2.1 pav. C). Spalio, lapkri¢io mén. ir pavasarj, nutirpus sniegui,
surinktuose spanguoliy éminiuose nustatyti mazesni proantocianidiny kiekiai
lyginant su nustatytu proantocianidiny kiekiu spanguoliy vaisiy éminiuose
surinktuose rugpjiicio mén. pabaigoje ir rugséjo mén. pradzioje.

Nustatéme, kad surinktuose vaisiy éminiuose chlorogeno riigsties kiekis
varijavo: 2020 m. vegetacijos metu nuo 0,11 mg/g iki 1,65 mg/g, 2021 m. —
nuo 0,07 mg/g iki 1,72 mg/g, 2022m. — nuo 0,07 mg/g iki 3,86 mg/g
(3.3.2.2 pav. A). Spanguoliy vaisiy €éminiuose, surinktuose oligotrofinio ply-
nés tipo pelkés augavietéje skirtingais metais nustatyti didziausi chlorogeno
rugsties kiekiai. Kitose pelkiy tipo augavietése, skirtingy mety laikotarpiais
spanguoliy éminiuose nustatyta chlorogeno riigSties kiekiné sudétis skyrési
deSimtimis karty. Soviguidi ir kt. teigia, kad augaly evoliucijos metu, veikiant
zalingiems klimatiniams aplinkos faktoriams (pvz., sausra, druskingumas,
jony toksiskumas, maistiniy medziagy trikumas, UV spinduliuoté) susidaré
salygos jsitvirtinti genams atsakingiems uZ chlorogeno riigsties biosintezés
intensyvuma [165]. Chlorogeno riigstis yra svarbus metabolitas, kurio anti-
oksidantinés savybés pagerina augalo geb¢jimg jveikti nepalankius klimato
faktorius [165].

Triterpeniniy junginiy kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose
Cepkeliy rezervato pelkiy augavietése skirtingy mety (2020-2022) rugpjucio—
lapkri¢io mén., varijavo maziau nei fenoliniy junginiy kiekis: 2020 m. vegetaci-
jos metu varijavo nuo 4,05 mg/g iki 6,63 mg/g, 2021 m. — nuo 5,35 mg/g iki
7,23 mg/g, 2022 m. —nuo 3,78 mg/g iki 5,71 mg/g (3.3.2.2 pav. B).

BiologiSkai aktyviy junginiy sudéties pokyc¢ius spanguoliy vaisiy vysty-
mosi ir nokimo metu apsprendzia genetiniai veiksniai [214], aplinkos salygos
(dirvozemio sudétis, temperatira, drégmé, apSvietimas,) [236] ir uogy bran-
dos stadija [218]. Nustatéme, kad skirtingy pelkiy tipo augavietése surinktuo-
se spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyti tendencingai didesni ar mazesni tam
tikry identifikuoty junginiy kiekiai. Spanguoliy vaisiy éminiuose surinktuose
oligotrofinése plynraiscio ir plynés pelkiy tipo augavietése nustatyti didesni
kiekiai antocianiny, antocianidiny, flavonoliy glikozidy ir proantocianindiny.
Spanguoliy vaisiy éminiusoe surinktuose mezotrofinése nendryno ir berzyno
pelkiy tipo augavietése bei oligotrofinéje gailyno pelkiy tipo augavietéje
nustatyti didesnis kiekis triterpeniniy junginiy.

60



Oligotrofinés plynrais¢io ir plynés augavietés yra aukstesnéje Cepkeliy
raisto vietoje, kur auga zemesni augalai, tokie kaip Sphagnum magellanicum,
Sphagnum angustifolium ir Polytrichum strictum, Sphagnum capillifolium,
todé¢l spanguolés dienos metu ilgesnj laikg btina tiesioginiy saulés spinduliy
ekspozicijoje. Tai sudaro palankias salygas vaisiy biologiskai aktyviy jungi-
niy biosintezei ir daro jtaka uogy nokimo procesams. Zhou ir kt. nustate, kad
saulés Sviesos poveikyje bendras antocianiny kiekis spanguoliy vaisiuose
padidéja 75 proc. per 24 val. ir 87 proc. per 48 val. lyginant su kontroliniu
bandiniu atliktu tamsoje [235].

Oligotrofinése plynraiscio ir plynés tipo pelkése sunoko mazesnio svorio
spanguoliy vaisiai, kurie sukaupé didesnj biologiskai aktyviy junginiy kieki.
Atlikus koreliacing analiz¢ nustatéme statistiSkai reikSminga neigiama kore-
liacijg tarp vaisiy dydzio ir flavonoliy kiekio (-0,828, p < 0,05) ir proanto-
cianidiny kiekio (0,642, p <0,05). Panasus rezultatai gauti ir tiriant kitus
Vaccinium genties vaisius [6, 62]. Flavonoliy kiekiné sudétis yra didesné
vaisiy odel¢je, todél esant nepalankiems abiotiniams veiksniams maZesnése
uogose paprastai nustatomas didesnis kiekis flavonoliy [114, 151]. Nenu-
statyta koreliacijos tarp vaisiy svorio ir antocianiny ar triterpenoidy kiekio.

Paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyty junginiy kiekybinés
sudétis pokyc¢iams uogy nokimo metu 2020-2022 m. jvertinti buvo atlikta
principiné komponentiné analiz¢ (3.3.2.3 pav.).
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3.3.2.3 pav. Tirty spanguoliy vaisiy éminiy fenoliniy ir triterpeniniy
Jjunginiy pagrindiniy komponenciy analizé
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Analizei buvo naudojami du pagrindiniai komponentai, paaiSkinantys
68,83 proc. visos duomeny dispersijos. Pirmoji komponenté, kuri apibtidino
46,82 proc. koreliavo su §iy junginiy kiekine sudétimi: flavonoliy (0,954),
chlorogeno rigsties (0,915), proantocianidiny (0,687) ir antocianiny (0,156)
(3.3.2.3 pav. A). Antroji komponenté, kuri apibuidino 22,01 proc. visos
duomeny dispersijos, koreliavo su §iy junginiy kiekine sudétimi: proanto-
cianidiny (0,315), triterpeniniy junginiy (—0,710) ir antocianiny (0,765)
(3.3.2.3 pav. A).

Didzioji dalis spanguoliy vaisiy éminiy surinkty rugpjicio mén. pabai-
goje ir rugs€jo mén. pradzioje iSsidésté neigiamoje antros komponentés srity-
je (3.3.2.3 pav. B). Sios spanguoliy vaisiy grupés éminiuose nustatyti didesni
kiekiai proantocianidiny ir flavonoliy, ir mazas kiekis antocianiny. Rugséjo
mén. pabaigoje, spalio ir lapkri¢io mén. surinkty spanguoliy vaisiy éminiy
taskai koordinacCiy plokStumoje iSsibarste teigiamoje antrosios komponentés
srityje. Minimuose €éminiuose nustatyti didziausi kiekiai antocianiny, o flavo-
noliy, chlorogeno riigsties ir proantocianidiny kiekiné sudétis nezZymiai suma-
z¢jo. Nustatyta, kad uogoms nokstant labiausiai pakinta antocianiny ir anto-
cianidiny kiekin¢ sudétis [51]. Karppinen ir kt. nurodo, kad uogy nokimo
metu padidéja antocianiny biosinteze jtakojanciy fermenty (UDP-gliukozés
flavonoidy 3-O-gliukoziltransferazé¢ (UFGT), dihidroflavonol-4-reduktaze
(DFR), antocianidiny sintazé (ANS), chalkono sintazé (CHS)) transkripcijos
kiekis, todél didéja antocianiny kiekis vaisiuose [85].

Komponenc¢iy diagramoje spanguoliy vaisiy, surinkty kity mety pavasarij,
sniegui nutirpus, éminiy taskai persiskirsté  neigiamy reikSmiy pirmosios ir
antrosios komponendiy sritj. Sios grupés spanguoliy vaisiy éminiuose suma-
Z¢jo antocianiny, flavonoliy, proantocianidiny ir chlorogeno riigsties kiekiai,
o triterpeniniy junginiy kiekis padidéjo.

Cepkeliy valstybinis gamtinis rezervatas yra teritorija pietrytiniame
Lietuvos pakrastyje [124]. Vietovés klimatas lyginant su kitais Lietuvos rajo-
nais, pasizymi didesniais sezoniniais temperatiiros kontrastais dél sméelingo
apypelkio ploty, kurie lengvai jSyla ir lengvai atiduoda sukauptg Siluma [90,
124]. Spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose pavasarj, nutirpus sniegui,
nustatytas triterpeniniy junginiy kiekio padidé¢jimas. Biswas ir Dwivedi
teigia, kad abiotinio streso veiksniai (maistiniy medziagy trilkumas, Sviesa ir
temperatiira) veikia triterpeniniy junginiy kokybing ir kiekybing¢ sudétj, o tri-
terpeny biosintez¢ suintensyvina iSoriniai dirgikliai (patogenai, Saltis, sausra)
[12]. Triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties tyrimy rezultatai leidzia daryti
iSvada, kad triterpenoidy biosintez¢é spanguoliy vaisiuose pavasarj veikiant
biidingiems aplinkos klimatiniams veiksniams yra intensyvesné.

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad aukStapelkéje augan-
¢iy spanguoliy vaisiy fitocheminé sudétis trijy mety (2020-2022) laikotarpiu
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varijavo, taCiau bendri biologiskai aktyviy junginiy poky¢iy désningumai
parodé, kad didziausias biologiskai aktyviy junginiy kiekis nustatytas atvires-
nése oligotrofinése plynraiscio ir plynés tipo augavietése, kuriose tiesioginiai
saulés spinduliai ir klimatinés salygos intensyvina flavonoidy biosinteze.
Uogy nokimo metu labiausiai pakito antocianiny kiekis, kurio didziausias
kiekis nustatytas spalio—lapkri¢io mén. lémé didziausig biologiskai aktyviy
junginiy kieki spanguoliy vaisiy éminiuose.

3.3.3. ¥, oxycoccos vaisiy éminiy, surinkty Zuvinto biosferos

ir Kamany gamtinio rezervaty pelkiy tipo augavietése,

lyginamieji fenoliniy ir triterpeniniy junginiy kokybinés

ir kiekinés sudéties tyrimai

Atlikta Lietuvos valstybiniy Zuvinto biosferos ir Kamany gamtinio
rezervaty teritorijose auganciy paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiy fitoche-
min¢ analizé. Paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiai surinkti skirtingy tipy
pelkiy augavietése (3.3.3.1 pav.) uogy nokimo periodo pradzioje (rugpjiicio
meén. pabaiga) ir uogoms pasiekus nokimo branda (spalio mén.) [200].

3.3.3.1 pav. Paprastyjy spanguoliy vaisiy rinkimo viety Zemélapis

1 — Kamany gamtinis rezervatas; 2 — Zuvinto biosferos rezervatas. Raidés (A-M) Zzemélapyje
zymi skirtingas spanguoliy vaisiy éminiy rinkimo augavietes [200].
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Paprastyjy spanguoliy vaisiy €éminiy antocianiny, proantocianidiny,
flavonoliy ir triterpenoidy kokybinés ir kiekybinés sudéties analizés duome-
nys pateikti 3.3.3.2 ir 3.3.3.3 pav.
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3.3.3.2 pav. Antocianiny ir flavonoliy kokybinés ir kiekinés sudéties
varijavimas paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose

Skirtingos raidés zymi statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp junginiy kiekio spanguoliy
vaisiy éminiuose (p < 0,05).
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3.3.3.3 pav. Proantocianidiny ir triterpeniniy junginiy sudéties
varijavimas paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose

Skirtingos raidés zymi statistiskai reikSmingus skirtumus tarp nustatyto junginiy kiekio span-
guoliy vaisiy éminiuose (p < 0,05).

Suminis antocianiny kiekis paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose
varijavo nuo 0,69 mg/g iki 8,35 mg/g. Spanguoliy vaisiy €éminiuose,
rinktuose spalio mén., nustatytas iki 4 karty didesnis suminis antocianiny
kiekis, nei spanguoliy vaisiy €éminiuose, rinktuose rugpjii¢io mén. pabaigoje.
V. macrocarpon vaisiy éminiuose nustatytas suminis antocianiny kiekis
varijavo didesnése ribose [198].

Spanguoliy vaisiy éminiy, surinkty skirtingy pelkiy augavietése
(3.3.3.1 pav.), antocianiny kiekiné sudétis skirtinga. Kamany rezervato pelkés
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augavietése (vietovés A, D, E) ir Zuvinto pelkés augavietése (vietovés L, M)
surinkty paprastyjy spanguoliy vaisiy €éminiuose vyravo keturi antocianinai
(cianidin-3-galaktozidas, cianidin-3-arabinozidas, peonidin-3-galaktozidas,
peonidin-3-arabinozidas), o spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose Kama-
ny rezervato pelkiy tipo augavietése (vietovés B, C, F, G, H ir J) ir Zuvinto
rezervato pelkés tipo augavietéje (vietové K) vyravo SeSi antocianinai
(cianidin-3-galaktozidas, cianidin-3-arabinozidas, peonidin-3-galaktozidas,
peonidin-3-arabinozidas, cianidin-3-gliukozidas ir peonidin-3-gliukozidas).
Vosra ir kt. nurodo, kad paprastyjy spanguoliy genotipas turi jtakos kiekybinei
vaisiy antocianiny sudééiai [215]. Cesoniené ir kt. teigia, kad tetraploidinio
tipo V. oxycoccos vaisiy éminiy antocianiny kiekinés sudéties profilis panasus
1 V. macrocarpon vaisiy éminiy antocianiny sudéties profilj [33]. Diploidiniy
spanguoliy tipo vaisiy éminiuose nustatyti didesni cianidino ir peonidino
gliukozidy kiekiai [33].

Kamany rezervato oligotrofinio tipo pelkiy augavietése (vietoves B, J, H,
E ir F) nustatytas didziausias antocianiny kiekio padidéjimas. ISvardintos
augavietés yra atviros, fitocenozeje augantys Carex lasiocarpa, Phragmites
australis, Eriophorum vaginatum augalai nesulaiko saulés spinduliuoteés.
Artimi antocianiny kaupimosi désningumai nustatyti ir spanguoliy vaisiy
éminiuose, surinktuose atviresnése Cekeliy rezervato augavietése [194].
Intensyvesnis tiesioginiy saulés spinduliy poveikis atviresnése augavietése
gali salygoti spartesnj spanguoliy uogy vystymasi ir nokimg [235].

Flavonoliy kokybinés ir kiekinés sudéties analizés duomenys pateikti
3.3.3.2 pav. B. Suminis flavonoliy kiekis tirty spanguoliy vaisiy éminiuose
varijavo nuo 0,52 mg/g iki 2,81 mg/g. Atlikus V. macrocarpon ir V. oxyccocos
vaisiy éminiy flavonoliy kokybinés ir kiekinés sudéties palyginamajg analize
nustatéme, kad suminis flavonoliy kiekis (1,47-3,69 mg/g) stambiauogiy
spanguoliy vaisiy éminiuose varijavo didesnése reikSmése [198].

Kamany ir Zuvinto rezervaty pelkiy augavietése surinkty spanguoliy
vaisiy éminiuose vyravo flavonoliy grupés junginiai miricetin-3-galaktozidas
31,38 proc. ir kvercetin-3-galaktozidas 31,33 proc. Mazesni kiekiai nustatyti
kity flavonoliy grupés junginiy: kvercetin-3-arabinofuranozido 12,37 proc.,
kvercetin-3-ramnozido 4,87 proc., kvercetin-3-gliukozido 4,63 proc., kver-
cetin-3-arabinopiranozido 4,57 proc., miricetino 1,82 proc. ir kvercetino
2,02 proc. V. macrocarpon vaisiy éminiuose nustatyta flavonoliy kokybiné ir
kiekybiné sudétis beveik identisSka V. oxyccocos vaisiy €éminiuose nustatytai
flavonoliy kiekinei sudéciai [195].

Spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose rugpji¢io mén. pabaigoje ir
spalio mén., didesn¢ flavonoliy koncentracija nustatyta spanguoliy vaisiy
éminiuose surinktuose oligotrofinio tipo pelkiy augavietése (vietovés B, E, F,
J ir M) ir mazesné i§ eutrofinio ir mezotrofinio tipo pelkiy augavieciy
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(vietovés A, C, D, H ir K). Cepkeliy gamtinio rezervato oligotrofinése pelkiy
tipo augavietése plynraistyje ir plynéje 2020-2022 m. surinktuose spanguoliy
vaisiy éminiuose nustatyta flavonoliy kiekiné sudétis taip pat buvo didesné
uz kiekj nustatyta mezotrofinio tipo pelkiy augavietése surinktuose vaisiy
éminiuose [194].

Kamany rezervato pelkiy augavietése (vietovés A, B, D, E, F, G, Hir J)
spalio mén. surinktuose spanguoliy vaisiy éminiuose nustatytas mazesnis
proantocianidiny kiekis lyginant su kiekiu nustatytu éminiuose surinktuose
rugpjii¢io mén. pabaigoje (3.3.3.3 pav.). Zuvinto rezervato pelkiy augavietése
(vietoveés M, L ir K) spalio mén. surinktuose spanguoliy vaisiy éminiuose
nustatytas didesnis proantocianidiny kiekis, lyginant su proantocianidiny
kiekiu nustatytu tose paciose augavietése surinktuose spanguoliy vaisiy émi-
niuose rugpjicio mén. pabaigoje (3.3.3.3 pav.). Wang ir kt. pateiké duomeny,
jrodanciy, kad proantocianidiny kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose yra susi-
jes su genetiniais veiksniais, turin€iais jtakos flavonoidy sintezei [221]. Yu ir
kt. nurodo, kad proantocianidiny sintezei turi jtakos abiotiniai ir biotiniai
aplinkos veiksniai (zema temperatiira, UV spinduliuoté, grybeliy padermiy
poveikis) [75]. Kamany ir Zuvinto rezervaty teritorijos yra nutolusios viena
nuo kitos apie 250 km, tod¢l Siems skirtumams reikSmingos jtakos galéjo tu-
réti tiek aplinkos salygos, tiek teritorijose auganciy spanguoliy genotipai [35].

Atlikus bendro proantocianidiny kiekio palyginamaja analiz¢ nustatéme,
kad V. oxycoccos vaisiy éminiuose bendras proantocianidiny kiekis (0,92 mg
EE/g iki 3,04 mg EE/g) yra mazesnis uz V. macrocarpon vaisiy éminiuose
nustatyta bendra proantocianidiny kiekj (2,28 mg EE/g— 8,87 mg EE/g)
[198]. Narwojsz ir kt. tyré V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy éminius ir
nustate, kad bendra proantocianidiny kiekiné sudétis éminiuose mazai skyrési
[132]. Jungfer ir kt. nustate, kad V. oxycoccos vaisiuose nustatytas A-trime-
riniy proantocianidiny kiekis yra iki 15 karty mazesnis nei V. macrocarpon
vaisiuose, o dél proantocianidiny kokybinés ir kiekybinés sudéties skirtumy
Vaccinium ruiSiy augaly vaisiy preparaty veiksmingumas gydant Slapimo taky
infekcijas gali skirtis [78].

Triterpeniniy junginiy kiekis spanguoliy vaisiy éminiuose i$ tirty jungi-
niy grupiy varijavo maziausiai, variacijos koeficientas — 10,52 proc. Triter-
peninés oleanolio ir ursolio rigstys sudaré 93,68 proc. suminio triterpeniniy
junginiy kiekio paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose. Lietuvos klimati-
némis saglygomis auganciy V. oxyccocos vaisiy triterpeniniy junginiy sudéties
cheminis profilis yra analogiskas V. macrocarpon vaisiy triterpeniniy jungi-
niy sudéties cheminiam profiliui [195]. Atlikus triterpeniniy junginiy kiekio
palyginamaja analiz¢ nustatéme, kad V. oxycoccos vaisiy éminiuose nustaty-
tas bendras triterpenoidy kiekis varijavo nuo 4,06 mg/g iki 6,54 mg/g, o
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V. macrocarpon vaisiy éminiuose nustatytas bendras triterpeniniy junginiy
kiekis varijavo nuo 5,29 mg/g iki 6,62 mg/g [195].

Apibendrinus gautus tyrimy rezultatus, galima teigti, kad paprastyjy
spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyta antocianiny, flavonoliy, proantocia-
nidiny ir triterpeniniy junginiy kokybiné ir kiekybiné sudétis priklausé nuo
augavietés tipo ir éminiy rinkimo laiko. Paprastyjy spanguoliy ir stambia-
uogiy spanguoliy vaisiy €éminiy nustatytas fitocheminés sudéties profilis
sutampa, taciau dél kiekybiniy biologiskai aktyviy junginiy skirtumy tikslin-
ga standartizuoti spanguoliy augalinés Zaliavos ir gaminamy preparaty fito-
cheming sudétj ir taip uztikrinti jy kokybe ir veiksminguma.

3.4. Kapsuliy ir valgomyju geliy modeliavimas
ir biofarmacinis tyrimas

Farmaciniy formy biofarmacinis vertinimas in vitro yra svarbus vaisty ir
maisto papildy su augaliniais ekstraktais vystymui. Biofarmaciniai testai
suteikia papildomos informacijos apie veikliyjy medziagy tirpimo kinetika
farmaciniy formy kokybés vertinime. Dauguma vaisty ir maisto papildy yra
vartojami geriamuoju biidu. Siuo metu vis pladiau naudojami medicinos
praktikoje geriamieji geliai, kurie gerai inkorporuoja veikligsias medziagas.
Geriamieji geliai yra lengvai nuryjami, tai ypac tinkama farmaciné forma
vartojant vaikams ir senyvo amziaus zmonems.

3.4.1. Kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais
modeliavimas ir biofarmacinis tyrimas

Pastaruoju metu farmaciniy preparaty ir maisty papildy sudétyje vis
dazniau naudojamos liofilizuotos augalinés zaliavos. Liofilizuoty spanguoliy
vaisiy milteliy biologiSkai aktyviy junginiy kokybiné ir kiekiné sudétis atitin-
ka $vieziy spanguoliy vaisiy chemine sudétj [28]. Spanguoliy vaisiy liofiliza-
tas gali biiti panaudojamas gaminant zinomos sudéties, aukstos maistinés
vertés funkcionalizuotus maisto preparatus [46, 59]. Modeliuojant kapsules
su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais svarbu parinkti tinkamas, netoksis-
kas, stabilias, nekeliancias alerginiy reakcijy ir uztikrinancias efektyvy veik-
liyjy junginiy atsipalaidavima i§ kapsuliy pagalbines medziagas [25]. Kapsu-
liy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais modeliavimo metu jvertinta
pagalbiniy medziagy jtaka antocianiny atsipalaidavimo kinetikai i§ kietyjy
kapsuliy.

Kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais kokybé vertinta
pagal masés vienodumo, suirimo laiko ir tirpimo testy rodiklius. Pagaminty
kapsuliy masés rodikliai atitiko masés vienodumo testo reikalavimus. Kapsu-
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liy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais N1-N9 (2.4.1 lentel¢) suirimo
laikas buvo trumpesnis nei 10 min. [197]. Kapsuliy N10, kuriy sudétyje nau-
dota 0,200 g liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliy, 0,100 g mikrokristalinés
celiuliozés ir koloidinio silicio dioksido misinio (PROSOLV SMCC TM 50)
ir 0,100 g chitozano, suirimo laikas buvo ilgesnis nei 30 min. [197].

Sumodeliuoty kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais tirpi-
mo kinetikos nustatymui taikytas tirpimo testas. Akceptoringje terpéje nusta-
tyti spanguoliy vaisiy antocianinai: cianidin-3-galaktozidas, cianidin-3-arabi-
nozidas, peonidin-3-galaktozidas ir peonidin-3-arabinozidas. Kity spanguoliy
vaisiy éminiuose chromatografiniy tyrimy metu nustatyty antocianiny ir
antocianidiny kiekybiSkai jvertinti nepavyko, nes jy kiekiai akceptoringje
terpéje buvo mazesni nei nustatymo riba. Suminio antocianiny kiekio i$
kapsuliy formuluo¢iy N1-N10 atsipalaidavimo kinetikos duomenys pateikti
3.4.1.1 pav.

100

90

80 et A=

ZZ s

Atpalaiduotas suminis antocianiny
kiekis, proc

50
40
15 30 45 60 75 90 15 30 45 60 75 90 15 30 45 60 75 90
Laikas, min. Laikas, min. Laikas, min.
N1 N2 —=—N3 N4 ——N5 N6 —— N7 ——N8 —=—N9 ——NIO0

3.4.1.1 pav. Kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy
milteliais tirpimo testo rezultatai

Kapsuliy (N1-N10) sudétis aprasyta 2.4.1 lenteléje.

Kapsuliy suirimg ir tirpuma salygoja biologiSkai aktyviy junginiy ir pa-
galbiniy medziagy miSinio fizikinés ir cheminés savybés. Kapsuliy formuluo-
tés N1-N10 (3.4.1.1 pav.) | akceptoring terpe atpalaidavo < 82 proc. antocia-
niny i§ liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliy. Tokig proceso eiga galéjo
salygoti Sios priezastys: liofilizuoty spanguoliy vaisiy mileliy saveika su pa-

69



galbinémis medziagomis [123], silpnesnis antocianiny tirpumas vandeningje
terp¢je [95], antocianiny degradacija akceptorinéje terpéje [68].

Kapsuliy uzpildui naudota pagalbiné medziaga PROSOLYV pasirinkta dél
biidingy savybiy: turinio vienodumo, didesnio tankio, mazo drégmes kiekio,
takumo, tepumo [63, 82]. Tyrimo metu nustatéme, kad kapsuliy formuluoté
N1 (3.4.1.1 pav.), kurig sudaro 0,200 g liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliy
ir 0,100 g PROSOLYV, atpalaiduoja 76,9 proc. antocianiny per 15 minuciy.
Kapsuliy formuluotés atpalaiduotas suminis antocianiny kiekis j akceptorine
terpe iSliko statistiSkai reikSmingai pastovus viso tyrimo metu, todé¢l tyrimo
metu kapsuliy N1 tirpimo testo rezultatus panaudojome gauty duomeny paly-
ginimui.

Natrio karboksimetilceliuliozé pasizymi stabilizuojanciomis, emulsifi-
kuojanciomis ir klampumg modifikuojanciomis (tirStinanciomis) savybémis
[161, 171], tod¢l ja tikslinga naudoti kaip kapsuliy veikliyjy junginiy atpalai-
davimg modifikuojancig pagalbing medziagg [82]. Kapsulés N2, N3 ir N4
(3.4.1.1 pav.) per 15 min. j akceptoring terp¢ atpalaidavo 71 proc., 72 proc. ir
72 proc. antocianiny kiekinés sudéties, atitinkamai. Po 90 min. i$ kapsuliy
N2, N3 ir N4 (3.4.1.1 pav.) i akceptoring terpe atsipalaidavo 82 proc., 81 proc.
ir 80 proc. antocianiny kiekinés sudéties, atitinkamai. Kapsuliy N2-N4
(3.4.1.1 pav.) atsipalaidavimo kinetika galéjo apspresti natrio karboksimetil-
celiuliozes poveikis terpés klampumui, taciau iSsiskyres antocianiny kiekis
akceptoring terpe statistiSkai reik§mingai nesiskyré nuo atpalaiduoto junginiy
kiekio i$ kontrolinés kapsuliy formuluotés N1 (3.4.1.1 pav.).

Kapsulés su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais N5—-N7 (2.4.1 lente-
1¢) buvo modeliuojamos su betaciklodekstrinu, kuris naudojamas kaip pagal-
biné medziaga gerinanti tirpuma ir stabilumg [43]. Kapsuliy N5, N6 ir N7
(3.4.1.1 pav.) formuluotes per 15 min. j akceptoring terpe atpalaidavo 76 proc.,
77 proc. ir 81 proc. antocianiny kiekinés sudéties, atitinkamai. Po 90 min. i§
kapsuliy formuluociy N5, N6 ir N7 (3.4.1.1 pav.) | akceptoring terpe atsipa-
laidaves antocianiny kiekis isliko statistiskai reikSmingai nepakites 79 proc.,
77 proc. ir 80 proc., atitinkamai. Kapsuliy N5-N7 tirpimo kinetikos profilis
panaSus ] lyginamojo meéginio N1: betaciklodekstrino priedas neturéjo
statistiSkai reikSmingos itakos veikliyjy junginiy tirpumui (p > 0,05).

Tirty kapsuliy sudétyje N8—N10 (2.4.1 lentel¢) naudotas chitozanas yra
natiirali, biodegradaciné, antibakteriné, gelifikuojanti ir veikliyjy junginiy
atpalaidavimg modifikuojanti pagalbiné medziaga [21, 185]. Vandenyje chi-
tozano hidrochlorido molekulés yra teigiamai jkrautos, tod¢l sudaro poli-
elektrolito plévelg, kuri jkapsuliuoja kriivj turin€ius junginius ir taip sulétinta
ju iSsiskyrima virSkinamajame trakte [38, 188] . Tirpimo testo metu i$
kapsuliy N8, N9 ir N10 (3.4.1.1 pav.) 1 akceptoring terpe atpalaiduotas
antocianiny kiekis palaipsniui didéjo ir po 90 min. buvo nustatyta 71 proc.,
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69 proc. ir 66 proc. suminio antocianiny kiekio, atitinkamai. Kapsuliy (N8—
N10), kuriy sudétyje yra chitozano, statistiSkai reikSmingai prailgéjo antocia-
niny atpalaidavimas j akceptoring terpe, lyginant su lyginamuoju méginiu N1.
Tirty formuluo¢iy N8-N10 prailgintg atpalaidavima galima paaiskinti tuo,
kad antocianinai rugstinéje akceptorinéje terpéje tampa flavilio katijonu,
kuris sgveikauja su chitozano polimerinémis struktiiromis, todél pailgéja
antocianiny iSsiskyrimas i akceptoring terpg [185].

Chitozanas geba stabilizuoti antocianinus formuluotése ir sulétinti jy ski-
lima virSkinamajame trakte, todel 1étas atpalaidavimas gali sumazinti biolo-
giskai aktyviy junginiy skilimg ir pagerinti jy biologinj prieinamumg ir
absorbcijg virskinimo trakte [53, 65]. Kapsuliy formuluociy, kuriy sudétyje
buvo pagalbin¢ medziaga chitozanas, statistiSkai reikSmingai pailgéjo atsipa-
laidavimo  akceptoring terpg trukmé. Liofilizuoty spanguoliy vaisiy miteliai
gali biiti naudojami kaip sudétinis biologiskai aktyvus komponentas, todél
tikslinga vykdyti detalesnius tyrimus, vystant modifikuoto veikimo kietasias
zelatinos kapsules. Tyrimy duomenys yra svarbis ir gali biiti panaudojami
tolesniems, i§samesniems tyrimams planuoti, bei inovatyviy maisto papildy
kiirimui ir gamybai.

3.4.2. Valgomuju geliu su spanguoliy vaisiy éminiy ekstraktais
modeliavimas ir biofarmacinis tyrimas

Hidrogeliy veikliyjy ir pagalbiniy medZziagy biologinis suderinamumas,
galimybé modifikuoti hidrogeliy mechanines savybes, inkorporuoti | geliy
formuluotes veikligsias medziagas ir modeliuoti kontroliuojama medziagy
iSsiskyrima i§ geliy sistemy, didina jy potencialg bei pritaikymo galimybes
naujy vaistiniy preparaty ir maisto papildy kiirime [27]. Valgomieji geliai
ypac svarbiis zmonéms, kurie turi rijimo sutrikimy, ir negali vartoti tableciy
ir kapsuliy [178]. Geliy su spanguoliy vaisiy ekstraktais modeliavimas ir $iy
formuluociy atpalaiduoty antocianiny kinetikos vertinimas pateikia svarbios
informacijos, kuri aktuali optimizuojant formuluoc¢iy sudétj ir uztikrinant jy
kokybe.

Pagamintos devynios skirtingos geliy formuluotes (G1-G9) su liofilizuo-
tu sausuoju spanguoliy vaisiy ekstraktu ir atliktas sumodeliuoty geliy biofar-
macinis vertinimas. Geliy sudétis pateikta 2.4.2 lentel¢je. Geliy sudétyje G1—
G3 kaip gelifikuojanti medziaga naudotas chitozanas. Formuluotése G4—G6
panaudota gelifikuojanti medziaga natrio karboksimetilceliuliozé, o formuo-
tese G7-G9 geliy gelifikacijai panaudotos gelifikuojanc¢ios medziagos natrio
karboksimetilceliuliozé ir karbomeras.

Valgomyjy geliy formuluociy kokybés jvertinimui atliktas antocianiny
tirpimo kinetikos nustatymo testas [196]. Atpalaiduotas i§ geliy formuluociy
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(G1-G9) 1 akeeptoring terpe suminis antocianiny kiekis varijavo nuo 2,68 mg/g
iki 3,64 mg/g (3.4.2.1 pav. B). I$ geliy G1, G4, G5 ir G6 formuluociy sudéciy
atpalaiduotas suminis antocianiny kiekis buvo didZiausias ir po 60 min. statis-
tiskai reikSmingai tarpusavyje nesiskyre (p > 0,05) (3.4.2.1 pav. A).
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A -#-G7 —=#-G8§ =G99 | B | EPeonidin-3-arabinozidas

3.4.2.1 pav. (A) Geliy su spanguoliy vaisiy ekstraktu suminio
antocianiny kiekio tirpimo kinetika. (B) Antocianiny kiekinés
sudeéties atsipalaidavimas is geliy po 60 min.

Skirtingos raidés rodo statistiskai reikSmingus skirtumus (p < 0,05) tarp suminiy antocianiny
kiekiy atpalaiduoty 8 tirty geliy.

Tirpimo testo metu i§ geliy, kuriy sudétyje naudota natrio karboksimetil-
celiulioze su karbomeru G7 ir G8, j akceptoring terp¢ antocianiny kiekis atsi-
palaidavo palaipsniui, tai prolongavo veikliyjy junginiy iSsiskyrimo laika.
Prolonguotg antocianiny iSsiskyrimo kinetikg karbomero ir natrio karboksi-
metilceliuliozés geliy formuluotése apsprendzia didelé karbomero moleku-
liné mase ir didelis sgveikaujanciy funkciniy grupiy tarp molekuliy kiekis.
Ivardinti veiksniai padidina gelio klampuma ir modifikuoja veikliyjy junginiy
i8siskyrimo greitj [10, 173].

Antocianiny biologinio jsisavinimo pagerinimas ir kontroliuojamas iSsi-
skyrimas i§ farmaciniy formy yra svarbiis absorbcijai virskinime trakte ir
jsisavinimui lastelése [185]. Antocianiny atsipalaidavimo i§ valgomyjy geliy
su liofilizuotu spanguoliy vaisiy ekstraktu kinetikai jvertinti buvo atliktas
atpalaidavimo testas [196]. Suminio antocianiny kiekio i§ geliy formuluociy
G1-@GY atsipalaidavimo kinetikos duomenys pateikti 3.4.2.2 pav.
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3.4.2.2 pav. (A) Suminio antocianiny kiekio difuzija per membrang,
(B) Antocianiny kiekinés sudéties atsipalaidavimas is geliy po 6 val.

Skirtingos raidés rodo statistiskai reikSmingus skirtumus (p < 0,05) tarp suminiy antocianiny
kiekiy atpalaiduoty i8 tirty geliy.

Nustatyta, kad antocianinai per hidrofiling membrang difunduoja pa-
laipsniui, o per pirmg valanda i§ sumodeliuoty geliy (G1-G9) (3.4.2.2 pav. A)
atpalaiduotas suminis antocianiny kiekis sudaré nuo 6 proc. iki 14 proc. Di-
dziausias suminis antocianiny kiekis 579 pg atpalaiduotas i§ geliy formu-
luotés G1, tai sudare 70 proc. gelyje esancio antocianiny kiekio (p < 0,05). I$
kity formuluo€iy antocianiny atpalaidavimas vyko léciau ir po 6 val. i§ for-
muluociy G2—-G9 atsipalaidavo maziau nei 57 proc. antocianiny kiekio
(3.4.2.2 pav.). Tyrimo rezultatai patvirtino, kad veikliyjy junginiy atsipa-
laidavimas i$ pusiau kiety formuluociy priklauso nuo pasirinkty gelio sudéties
komponenty [19]. Vykstant létai antocianiny pernasSai vyksta jy struktiiros
poky¢iai d¢l pH jtakos ir junginiy metabolizmo [115]. Tai paaiSkina, kodél
dél nepakankamos absorbcijos virSkinamajame trakte tik 1 proc. suvartoty
antocianiny kiekio nustatoma plazmoje [76].

Atlikti tyrimai nustatant geliy su spanguoliy vaisiy ekstraktu antimik-
robinj aktyvumg. Tyrimai atlikti su bakterijy kultiry S. aureus,
S. epidermidis, P. vulgaris, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli bei
grybelio C. albicans padermémis. Nustatyta, kad geliai, kuriy sudétyje yra
sausasis spanguoliy vaisiy ekstraktas, pasizymi statistiSkai reikSmingai
stipresniu antimikrobiniu aktyvumu uz gelius, kuriy sudétyje spanguoliy
ekstrakto néra (p < 0,05) (3.4.2.3 pav.).
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3.4.2.3 pav. Geliy antimikrobinis aktyvumas

Antibakterinio aktyvumo statistiskai reikSmingi skirtumai tarp gelio su ekstraktu ir gelio pa-
grindo pazymeéti ,,*“ (p <0,05). Geliy su spanguoliy vaisiy ekstraktu antimikrobinio akty-
vumo statistiskai reikSmingi skirtumai pazymeti skirtingomis raidémis.

Gelis su spanguoliy vaisiy ekstraktu, kurio sudétyje naudota gelifikuo-
janti pagalbiné medziaga chitozanas, pasizymeéjo statistiskai reikSmingai stip-
resniu antibakteriniu aktyvumu bakterijy S. aureus, P. vulgaris, P. aeruginosa
ir E. coli paderméms lyginant su natrio karboksimetilceliuliozés geliu ir nat-
rio karboksimetilceliuliozés-karbomero geliu. Pagalbinei medziagai chitoza-
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nui yra buidingas antimikrobinis poveikis [86, 187]. Tai gal¢jo salygoti, kad
geliy su spanguoliy vaisiy ekstraktu, kuriy sudétyje yra chitozanas, nustatytas
didesnis antimikrobinis aktyvumas [86].

Spanguoliy ekstrakto antimikrobines savybes apsprendzia biologiSkai
aktyviy junginiy kompleksas (antocianinai, organinés rugstys, proantocia-
nidinai, flavonoidai) [103], todél nustatyti tikslius antimikrobinio poveikio
mechanizmus yra sudétinga. Nustatyta, kad nemetabolizuoti antocianinai pa-
tenka j storgji Zarnyna, kuriame gali keisti Zarnyno mikrofloros sudétj [64, 76,
159]. Storosios zarnos mikrobiota antocianiny glikozidus hidrolizuoja |
monosacharidus ir aglikonus, kurie yra metabolizuojami iki fenoliniy ragsciy.
Fenoliniy riig§¢iy poveikyje kinta Zarnyno pH, susidaro junginiai sudarantys
salygas probiotiky augimui [223]. Antocianinai skatina bakteriociny ir kity
medZziagy i$siskyrima, kurios slopina patogeniniy bakterijy augimg ir mazina
Jju dominavimg tarp patogeniniy bakterijy ir probiotiky [223]. Anhé ir kt. tyré
peliy, Serty spanguoliy ekstraktu, zarnyno mikrobiotg ir nustaté padermiy
Akkermansia spp. populiacijos padidéjimg [7]. Liu ir kt. atliko tyrimus su
pelémis ir nustaté, kad spanguoliy antocianiny ekstraktai padidino bakterijy
Roseburia, Lachnoclostridium ir Clostridium innocuum padermiy augimg ir
sumazino Rikenellaceae ir Rikenella padermiy augima tiriamosioms peléms
[113]. Morato ir kt. tyrimo metu nustaté, kad sveiky suaugusiyjy gyvulinés
mitybos dietoje vartojant 30 g liofilizuoty spanguoliy milteliy padidéjo Bac-
teroidetes padermiy ir sumazgjo bakterijy Firmicutes padermiy populiacijos,
tai sumazino neigiamg gyvulinés mitybos poveikj mikrobiotos sudéciai [168].

Valgomojo gelio forma yra inovatyvi farmaciné forma, leidzianti sukurti
greito vartojimo produkta, kuris nereikalauja papildomo paruoSimo. Geliy
formuluotés gali pasizyméti kontroliuojamu veikliyjy junginiy atpalaidavimu
ir tai yra naudinga geriamyjy farmaciniy formy alternatyva. Geliai, kuriuose
yra spanguoliy ekstrakto, efektyviai mazino tirty bakterijy ir grybelio C. albi-
cans augima, todel Sios farmacinés formos pasizymi antimikrobiniu poten-
cialu.

3.5. Spanguoliy vaisiy éminiy ekstrakty
biologinio aktyvumo tyrimai

Mokslin¢je literatiiroje apraSyti tyrimai apie V. macrocarpon vaisiy
biologiskai aktyviy junginiy poveiki [79]. Stambiauogiy spanguoliy vaisiy
preparatai, pasizymintys antimikrobiniu poveikiu, naudojami Slapimo taky
infekcijy profilaktikai ir gydymui [155].

Kita spanguoliy augaly rusis V. oxycoccos yra paplitusi visoje Lietuvos
teritorijoje. Spanguoliy uogy augaliné Zaliava turi senas vartojimo tradicijas,
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naudojama maisto gaminimui, kepiniams ir liaudies medicinoje. Aktualu
atlikti V. oxycoccos vaisiy ekstrakty biologinio aktyvumo tyrimus, nes tokiy
tyrimy yra atlikta mazai ir jie fragmentiski [79].

V. oxycoccos ir V. macrocarpon augaly vaisiy biologiskai aktyviy jungi-
niai salygoja spanguoliy vaisiy ekstrakty antioksidantinj, antimikrobinj ir
priesvézinj poveikius. Biologinio poveikio tyrimai yra aktualts siekiant pa-
gristi V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy ir jy preparaty panaudojimg
medicinos praktikoje.

3.5.1. Spanguoliy vaisiy éminiy ekstrakty fenoliniy ir
triterpeniniy junginiy kokybinés ir kiekinés sudéties ir
antioksidantinio aktyvumo in vitro tyrimas

Pastaruoju metu vykdoma daug tyrimy, nustatant augalinése matricose
junginius, pasizymin€ius apsauginémis antioksidantinémis savybémis ir jy
taikymu profilaktiniams tikslams [134, 135]. Augalinése matricose nustatyty
fenoliniy ir triterpeniniy junginiy antioksidantinés savybés siejamos su biolo-
ginio poveikio efektais, tokiais kaip uzdegima slopinantis, prieSvézinis ir pries-
mikrobinis poveikis [208]. Aktualu atlikti V. macrocarpon ir V. oxycoccos
vaisiy ekstrakty biologiskai aktyviy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties
nustatyma ir jvertinti antioksidantinio aktyvumo stipruma. Tyrimai yra aktua-
lus siekiant moksliSkai pagristi augaliniy zaliavy naudojima oksidacinio
streso sukelty ligy profilaktikai.

Nustatyta sausyjy V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiy éminiy ekstrak-
ty fitocheminé kokybin¢ ir kiekybiné sudétis (3.5.1.1 lentel¢). Sausuosiuose
etanoliniuose spanguoliy vaisiy éminiy P1 ir S1 ekstraktuose nustatyti triter-
penoidai (7126 + 106 pg/g ir 4084 + 61 pg/g, atitinkamai), antocianidiny
aglikonai (1648 + 20 ng/g ir 3787 + 42 ng/g, atitinkamai), mazesni kiekiai
antocianiny glikozidy (582 £ 9 pg/g ir 390 + 7 ng/g, atitinkamai), flavonoliy
(48 = 0,4 ng/g ir 169 + 2 pg/g, atitinkamai) bei chlorogeno rtigsties (86 +
0,5 pg/g ir 7 £ 0,1 pg/g, atitinkamai). Proantocianidiny $iuose sausuosiuose
spanguoliy vaisiy éminiy ekstraktuose nenustatyta (3.5.1.1 lentelé). Spanguo-
liy vaisiy éminiy P2 ir S2 vandeniniuose ekstraktuose nustatyti proantociani-
dinai (1531 + 46 pg EE/g ir 1359 + 119 ng EE/g, atitinkamai), chlorogeno rtigstis
(1897 + 19 pg/g ir 458 + 5 ng/g, atitinkamai), flavonoliai (2287 + 20 pg/g ir
2865 + 26 ng/g, atitinkamai) ir antocianinai (4721 + 66 pg/g ir 6165 + 86 ng/g,
atitinkamai). Lipofiliniy triterpeniniy junginiy sausuosiuose vandeniniuose
spanguoliy vaisiy éminiy P2 ir S2 ekstraktuose nenustatyta (3.5.1.1 lentele).
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3.5.1.1 lentelé. Sausyjy spanguoliy vaisiy ekstrakty fitocheminé sudeétis

Junginys P1 P2 S1 S2
Proantocianidinai (ug EE/g) - 1531 £ 46 — 1359+ 119
Chlorogeno rugstis (ug/g) 86+ 0,5 1897+ 19 7+0,1 458+5
Flavonoliai (ug/g)

Miricetin-3-galaktozidas - 754+ 4 — 680+ 4
Kvercetin-3-galaktozidas 9+£0,1 850+9 54+0,5 1236 £ 12
Kvercetin-3-gliukozidas - 126 + 1 — 34+ 04
Kvercetin-3-arabinopiranozidas - 94+1 — 9 +1
Kvercetin-3-arabinofuranozidas 5+0,1 195+2 37+0,4 532+6
Kvercetin-3-ramnozidas 19+0,2 1211 51+0,5 250+3
Kvercetinas 4+0,0 79+1 14+0,1 17+0,1
Miricetinas 9+£0,1 68+ 1 14+0,1 15+0,1
Suminis kiekis 48+ 0,4 2287 £20 169 £2 2865 £ 26
Antocianinai ir antocianidinai (ug/g)

Definidin-3-galaktozidas 7+0,1 18+0,2 8+0,1 13+0,1
Cianidin-3-galaktozidas 131+3 1093 £ 22 150+3 1734 + 35
Cianidin-3-gliukozidas 43+1 175+ 4 12+0,3 39+£1
Cianidin-3-arabinozidas 20+0,3 953+13 30+0,4 1117+ 15
Peonidin-3-galaktozidas 198 +2 1370 + 14 269+3 2330+ 25
Peonidin-3-gliukozidas 154 +2 395+5 53+0,6 124 £2
Peonidin-3-arabinozidas 8+0,1 688 + 8 - 787+9
Malvidin-3-galaktozidas 21+0,3 12+0,1 3+£0 12+0,1
Malvidin-3-arabinozidas — 17+0,2 - 9+0,1
Cianidinas 496 + 6 29+0,3 1362 £ 14 10+0,1
Peonidinas 902+ 10 24+0,3 2121 +£24 6+0,1
Malvidinas 250+ 4 — 304+ 4 -
Suminis kiekis 2229+28 | 4773+67 | 4312+50 | 6179+ 86
Triterpenoidai (ug/g)

Maslino ruigstis 425+6 — 13+£0,2 -
Korosolio rugstis 57+1 — 110£2 -
Oleanolio rugstis 1423 + 19 — 914 £ 12 -
Ursolio riigstis 5221 + 81 — 3047 £ 47 -
Suminis kiekis 7126 £ 106 — 4084 £ 61 -
B-sitosterolis (ng/g) 743 + 11 387+6 793 £12 560+ 8

P1 —sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
P2 — sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karstu vandeniu; S1 —
sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
S2 — sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karstu vandeniu.
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Atlikti spanguoliy vaisiy éminiy P1, P2, S1 ir S2 ekstrakty antiradikalinio
aktyvumo tyrimai, naudojant ABTS ir TFPH metodus, bei redukcinio akty-
vumo tyrimai, naudojant FRAP ir CUPRAC metodus (3.5.1.1 pav.).
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3.5.1.1 pav. Sausyjy spanguoliy vaisiy ekstrakty redukcinis (A)
ir antiradikalinis (B) aktyvumas
P1 —sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
P2 — sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karstu vandeniu; S1 —

sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
S2 — sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karStu vandeniu.

Paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiy (P2) vandeninio ekstrakto nustatytas
stipriausias redukcinis aktyvumas (170 uM TE/g) CUPRAC metodu. Stip-
riausias redukcinis aktyvumas FRAP metodu nustatytas iStyrus V. macro-
carpon (S2) ir V. oxycoccos (P2) vaisiy éminiy vandeninius ekstraktus
(101 uM TE/g ir 129 uM TE/g , atitinkamai) ir tarp Siy tirty ekstrakty anti-
oksidantinis aktyvumas statistiskai reikSmingai nesiskyré. IStyrus V. oxycoccos
vaisiy éminiy vandeninj P2 ekstrakta nustatytas stipriausias antiradikalinis
aktyvumas, jvertinus ABTS (115 pumol TE/g) ir TFPH (27 pmol TE/g) meto-
dais (3.5.1.1 pav.).

Spanguoliy vaisiy éminiy P2 ir S2 ekstraktuose vyrauja fenoliniai jungi-
niai (antocianinai, proantocianidinai ir flavonoliai) kurie pasizymi antioksi-
dantiniu aktyvumu [217, 230]. Tyrimy metu nustatéme, kad V. macrocarpon
ir V. oxycoccos vaisiy éminiy vandeniniai P2 ir S2 ekstraktai pasizyméjo nuo
2 iki 14 karty stipresniu antioksidantiniu aktyvumu nei V. macrocarpon ir
V. oxycoccos vaisiy éminiy etanoliniai P1 ir S1 ekstraktai, kuriuose fenoliniy
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junginiy buvo 2—4 kartus maziau. Antioksidantinis aktyvumas yra susij¢ su
fenoliniy junginiy kokybine ir kiekine sudétimi [58, 97, 118]. Borges ir kt.
nustaté, kad spanguoliy vaisiy fenoliniai junginiai salygoja antioksidantinj
aktyvuma, kurj vertino ESC-AOC metodu [13]. Tyrimo metu buvo nustatytas
ir iSreikStas procentais spanguoliy vaisiy éminiuose nustatyty fenoliniy jun-
giniy antioksidantinis aktyvumas: antocianinai — 39 proc., proantocianidiny
dimerai — 12 proc., flavonoliai — 10 proc., chlorogeno riigstis — 2 proc. [13].
Liu ir kt. nustate, kad triterpeniniai junginiai turi silpnesnj antiradikalinj
aktyvuma, jvertinus ABTS ir DPPH metodais, lyginant su fenoliniy junginiy
antioksidantiniu aktyvumu [116].

Létiniy ligy vystymosi etapuose oksidacinis stresas ir jo inicijuoti proce-
sai gali daryti reikSmingg jtaka létiniy susirgimy progresavimui. Spanguoliy
vaisiy éminiy ekstrakty biologiskai aktyvis junginiai, pasizymintys antioksi-
dantiniu poveikiu, gali apsaugoti Igsteles nuo oksidacinio streso poveikio ir
taip sumazinti létiniy susirgimy progresavima.

3.5.2. Spanguoliy vaisiy éminiy ekstrakty antibakterinio
aktyvumo in vitro tyrimas

V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy fitocheminé biologiskai aktyviy
junginiy sudétis varijuoja, todel aktualu atlikti skirtingy spanguoliy vaisiy
ekstrakty antimikrobinio aktyvumo palyginamuosius tyrimus, norint pagristi
minimy spanguoliy riisiy vaisiy antimikrobinj poveik] ir jvertinti jy taikymo
galimybes medicinoje.

Tyrimo metu nustatytas spanguoliy vaisiy sausyjy etanoliniy (P1 ir S1) ir
spanguoliy vaisiy sausyjy vandeniniy (P2 ir S2) ekstrakty antibakterinis
aktyvumas veikiant bakterijy kultiry S. aureus, S. epidermidis, E. coli,
P vulgaris, K. pneumoniae 1ir P aeruginosa padermes (3.5.2.1 pav.).
Nustatyta, kad spanguoliy vaisiy P1, P2, S1 ir S2 ekstraktai statistiSkai
reik§mingai slopino bakterijy S. aureus, S. epidermidis, E. coli it K. pneu-
moniae padermiy augima in vitro, lyginant su kontrole. Bakterijy P. aerugi-
nosa padermés augima statistiSkai reikSmingai sumazino V. macrocarpon
vaisiy vandeninis S2 ekstraktas. Tiriamyjy P1, P2, S1 ir S2 ekstrakty koncent-
racijos netur¢jo poveikio bakterijy P. vulgaris paderméms lyginant su kontro-
linio bandymo rezultatais (p > 0,05).
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3.5.2.1 pav. Sausyjy spanguoliy vaisiy ekstrakty antimikrobinis aktyvumas

P1 —sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
P2 — sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karstu vandeniu; S1 —
sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
S2 — sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karstu vandeniu

Vienas svarbiausiy spanguoliy vaisiy, jy suléiy ir ekstrakty antimikro-
biniy poveikio veiksniy yra aplinkos rigstine terpé, kurig apgrendzia span-
guoliy vaisiuose esancios riigstys [ 103, 144, 190]. Rugstys dalyvauja suardant
gramneigiamy bakterijy iSorinés membranos lipopolisacharidy struktiira, o tai
pakeicia jos pralaiduma [54, 103].
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V. macrocarpon vaisiy preparatai naudojami Slapimo taky infekcijy
gydymui ir profilaktikai [105, 216]. Bakterijy E. coli padermé yra pagrindinis
daugelio Slapimo taky infekcijy priezastis, sukeliantis mazdaug 85 proc. cisti-
ty [41]. Gramneigiamos bakterijos ir gramteigiami kokai (stafilokokai ir
enterokokai) sukelia iki 25 proc. cistity susirgimy [41]. Spanguoliy vaisiy
ekstrakty antibakterinis poveikis siejamas su bakterijy adhezijos prie Slapimo
taky sieneliy slopinimu. Poveikis siejamas su V. macrocarpon vaisiuose
nustatytais A tipo proantocianidinais, kurie turi jtakos bakterijy antiadheziniui
aktyvumui [40, 78]. Junger ir kt nurodo, kad proantocianidiny kokybine ir
kiekybiné sudétis spanguoliy V. macrocarpon ir V. oxycoccos vaisiuose skir-
tinga: A-tipo trimeriniy proantocianidiny V. oxycoccos vaisiuose yra 15 karty
maziau nei V. macrocarpon vaisiuose [78]. Proantocianidiny kiekinés sudé-
ties skirtumai salygoja antibakterinio aktyvumo skirtumus. Misy tyrimo metu
statistiSkai reikSmingy antibakterinio aktyvumo skirtumy, veikiant bakterijy
padermes vandeniniu paprastyjy spanguoliy vaisiy P2 ekstraktu ir vandeniniu
stambiauogiy spanguoliy vaisiu S2 ekstraktu, kuriuose nustatyta proantocia-
nidiny, nenustatyta.

Antibakterinj aktyvuma apsprendZia ir kiti junginiai: antocianinai, flavo-
noliai, riigitys. Rodriguez-Pérez ir kt. tyré spanguoliy ekstrakto frakcijy po-
veikj uropatogeninés E. coli pavirSiaus hidrofobiskumui ir biopléveliy susida-
rymui ir nustate, kad skirtingos fenoliniy junginiy grupés veike pries bakterijy
E. coli padermés bioplévelés formavimasi bei modifikavo bakterijy pavir-
Siaus hidrofobiskuma in vitro [169].

V. macrocarpon vaisiy etanolinio S1 ekstrakto nustatytas antimikrobinis
aktyvumas veikiant bakterijy S. aureus, S. epidermidis ir E. coli padermes
buvo statistiSkai reikSmingai silpnesnis nei V. macrocarpon vaisiy vandeninio
S2 ekstrakto. PanasSius rezultatus pateikia ir kiti autoriai, kurie nustate, kad
V. macrocarpon vaisiy i§spaudy vandeninis ekstraktas pasizymeéjo stipresniu
antibakteriniu aktyvumu uz spanguoliy vaisiy iSspaudy 96 proc. etanolinj
ekstrakta [54].

V. oxycoccos spanguoliy vaisiy etanolinio P1 ir vandeninio P2 ekstrakty
antimikrobinis aktyvumas veikiant bakterijy kultiiras statistiSkai reikSmingai
nesiskyré (p > 0,05). Stobnica ir kt. tyré V. oxycoccos vaisiy vandeninio,
40 proc. etanolinio ir 96 proc. etanolinio ekstrakty antibakterinj aktyvuma ir
nustaté, kad 40 proc. etanolinis ekstraktas turéjo platesnj antibakterinio
poveikio spektrag nei vandeninis ir 96 proc. etanolinis ekstraktai [190].

Skirtingy raiSiy spanguoliy vaisiai ir jy ekstraktai skiriasi kokybine ir
kiekybine biologiskai aktyviy junginiy sudétimi. Nustatéme, kad tiriamyjy
ekstrakty antibakterinio poveikio rezultatai in vitro tarpusavyje nesiskyré.
Norint geriau iSaiskinti spanguoliy vaisiy biologiskai aktyviy junginiy anti-
bakterinio poveikio mechanizmus yra aktualu atlikti iSsamesnius tyrimus.
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3.5.3. Spanguoliy vaisiy éminiy ekstrakty prieSvéZinio
aktyvumo in vitro tyrimas

Atlikome spanguoliy vaisiy P1, P2, S1 ir S2 ekstrakty citotoksinio
poveikio prostatos karcinomos (PPC-1) ir inksty karcinomos (CaKi-1)
lasteliy linijose jvertinima. V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy vandeniniai
ir etanoliniai ekstraktai sumazino prostatos karcinomos (PPC-1) ir inksty
karcinomos (CakKi-1) Iasteliy linijy gyvybinguma (3.5.3.1 pav.). Tirti span-
guoliy vaisiy P1, P2, S1 ir S2 ekstraktai pasizyméjo 1,3-1,6 karto stipresniu
citotoksiniu aktyvumu lasteliy PPC-1 linijose nei lgsteliy CaKi-1 linijose.
V. oxycoccos vaisiy etanolinis P1 ekstraktas pasizymejo labiausiai iSreikStu
priesvéziniu aktyvumu tarp tirty spanguoliy vaisiy ekstrakty (ECso vertés
lasteliy PPC-1 ir CaKi-1 linijose buvo 0,69 + 0,21 mg/ml ir 1,08 + 0,16 mg/ml,
atitinkamai). V. macrocarpon vaisiy vandeninis (S2) ekstraktas pasizyméjo
silpniausiu prie$veéziniu aktyvumu (ECso vertés PPC-1 ir CaKi-1 lasteliy
linjjose buvo 3,45 + 0,21 mg/ml ir 4,53 + 0,57 mg/ml, atitinkamai).
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3.5.3.1 pav. Spanguoliy vaisiy ekstrakty poveikis lgsteliy linijy
gyvybingumui, taikant MTT metodg

PPC-1 — prostatos karcinomos lgsteliy linija, CaKi-1 — inksty karcinomos lasteliy linija,
HF — zmogaus odos fibroblasty lasteliy linijy. P1 — sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas
pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu; P2 — sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas
pagamintas ekstrahuojant karStu vandeniu; S1 — sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas
pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu; S2 — sausasis V. macrocarpon vaisiy
ekstraktas pagamintas ekstrahuojant kar$tu vandeniu

Tyrimo metu buvo jvertintas V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy
vandeniniy ir etanoliniy ekstrakty poveikis nevéZiniy Zmogaus fibroblasty
(HF) lasteliy linijy gyvybingumui. Gauti tyrimy rezultatai svarbiis siekiant
nustatyti tiriamyjy ekstrakty selektyvuma vézio lgsteléms, palyginant su
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poveikiu nevézinéms lgsteléms. Nustatéme, kad spanguoliy vaisiy éminiy P1,
P2 ir S2 ekstraktai neselektyviai slopino nevéziniy zmogaus fibroblasty (HF)
lasteliy linijy gyvybinguma, lyginant su véziniy prostatos karcinomos (PPC-1)
bei inksty karcinomos (CaKi-1) Igsteliy linijy gyvybingumu (p > 0,05). V. ma-
crocarpon vaisiy éminiy etanolinis (S1) ekstraktas pasizyméjo silpnesniu
poveikiu zmogaus fibroblasty (HF) lasteliy linijy gyvybingumui nei véZinéms
PPC-1 ir CaKi-1 lasteliy linijoms (p < 0,05). Interpretuojant tyrimo rezultatus
galima teigti, kad etanolinis spanguoliy vaisiy S1 ekstraktas selektyviau veike
veziniy PPC-1 ir CaKi-1 Igsteliy linijy gyvybingumag nei nevéziniy HF
lasteliy linijy gyvybinguma, lyginant su spanguoliy vaisiy éminiy P1, P2 ir
S2 ekstrakty poveikiais.

Musy tirty spanguoliy vaisiy P1, P2, S1 ir S2 ekstrakty citotoksinj
poveikj prostatos karcinomos (PPC-1) ir inksty karcinomos (CaKi-1) véziniy
lasteliy linijose galima iSdéstyti tokia tvarka: P1> P2 ir S1 > S2. V. macro-
carpon ir V. oxycoccos augaly vaisiy vandeniniuose ir etanoliniuose ekstrak-
tuose nustatyta skirtinga kokybiné ir kiekiné biologiskai aktyviy junginiy
sudétis (3.5.1.1 lentelé). Spanguoliy vaisiy vandeniniuose ekstraktuose nusta-
tyti hidrofiliSkesni junginiai, o etanoliniuose spanguoliy vaisiy ekstraktuose
nustatyti lipofilisSkesni junginiai (3.5.1.1 lentel¢). Tiek vandeniniai, tiek
etanoliniai spanguoliy vaisiy ekstraktai pasiZyméjo prieSveziniu aktyvumu ir
tai jrodo, kad prieSvézinj poveikj apsprendzia skirtingos biologiskai aktyviy
junginiy grupés. Kity tyréjy pateikiami duomenys, kuriuose nurodoma, kad
priesvéziniu aktyvumu pasizymi skirtingos spanguoliy vaisiy junginiy grupés
(proantocianidinai, flavonoliai, ursolio riigstis ir jos dariniai) patvirtina misy
rezultatus [100, 180].

Spanguoliy vaisiy (P1, P2, S1 ir S2) ekstrakty poveikis véziniy PPC-1 ir
CaKi-1 lasteliy migracijos aktyvumui buvo jvertintas taikant ,,zaizdos gijimo*
metoda, naudojant ekstrakty koncentracijas ECio ir ECso (tyrimy rezultatai
pateikti 3.5.3.2 pav.). Spanguoliy vaisiy ekstrakty ECio koncentracijos netu-
réjo statistiskai reikSmingo poveikio véziniy lasteliy PPC-1 ir CaKi-1 migra-
cijos aktyvumui, lyginant su kontroliniu bandymu. Spanguoliy vaisiy (P1, P2,
S1 ir S2) ekstrakty koncentracijos ECso netur¢jo statistiSkai reikSmingo
poveikio CaKi-1 migracijos aktyvumui po 12 val., taciau statistiSkai reiks-
mingai sumazino lasteliy CaKi-1 linijos migracijos aktyvuma po 24 val.,
lyginant su kontroliniu bandymu. Spanguoliy vaisiy P1, P2, S2 ekstrakty
koncentracijos ECso netur¢jo statistiskai reikSmingo poveikio PPC-1 lasteliy
migracijos aktyvumui po 24, 48 ir 72 val., lyginant su kontroliniu bandymu.
Nustatéme, kad V. macrocarpon etanolinis S1 ekstraktas, esant koncentracijai
ECso, statistiSkai reikSmingai slopino PPC-1 lasteliy linijos migracijos
aktyvuma po 48 ir 72 val.
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3.5.3.2 pav. Spanguoliy vaisiy ekstrakty poveikis lgsteliy migracijos
aktyvumui, taikant ,,Zaizdos gijimo “ metodqg
PPC-1 — prostatos karcinomos lasteliy linija, CaKi-1 — inksty karcinomos lasteliy linija. P1 —
sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu; P2 —
sausasis V. oxycoccos vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karStu vandeniu; S1 —

sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant 96 proc. (v/v) etanoliu;
S2 — sausasis V. macrocarpon vaisiy ekstraktas pagamintas ekstrahuojant karstu vandeniu.

Nustatyta, kad V. macrocarpon vaisiy ekstraktai slopina kriities, storosios
zarnos, prostatos, plauciy, inksty, skrandzio ir melanomos navikiniy Igsteliy
linijy gyvybinguma in vitro [225]. Spanguoliy vaisiuose nustatyti junginiai
(daugiausiai proantocianidinai, triterpeniniai junginiai, kvercetinas) slopina
navikiniy lasteliy gyvybinguma, skatina apoptoze, slopina proliferacija bei
kolonijy formavimasi bei riboja lgsteliy gebé¢jima migruoti ir metastazuoti
[141, 225]. Nustatyta, kad spanguoliy vaisiy biologiskai aktyvis junginiai
geba sumazinti ornitino dekarboksilazés aktyvuma, matrikso metaloprotei-
naziy raiSka ir slopinti uzdegiminius procesus, veikdami ciklooksigenaziy
aktyvuma [141].

84



Tikétina, kad etanoliniy spanguoliy vaisiy éminiy P1 ir S1 ekstrakty
prieSvézinis aktyvumas yra salygotas ekstraktuose nustatyty triterpeniniy jun-
giniy. Ursolio ir oleanolio riigstys yra vyraujantys triterpenoidai spanguoliy
vaisiuose ir sudaro 74—76 proc. ir 20—22 proc. nustatyto triterpeniniy junginiy
kiekio tirtuose etanoliniuose ekstraktuose, atininkamai. Ursolio ir oleanolio
rigsciy prieSvezinis aktyvumas yra nustatytas veikiant jvairias Igsteliy linijas
[219]. Cai ir kt. nustaté, kad ursolio riigstis slopina lasteliy CaKi-1 linijos
migracijos aktyvuma, mazina CaKi-1 lgsteliy pajéguma formuoti inksty kana-
l¢lius ir sumazina CaKi-1 lasteliy naviky tirj ir svorj [20]. Vilkickyté ir kt.
tyré i$ brukniy vaisiy (Vaccinium vitis-idea L.) i$skirtas triterpeniniy junginiy
frakcijas ir nustaté, kad frakcija, kurig sudaré oleanolio ir ursolio rugstys
pasiZyméjo stipriausiu citotoksiniu aktyvumu veikiant CaKi-1 lasteliy linija
(ECso — 4,5 pg/ml) [211].

Vandeniniy spanguoliy vaisiy ekstrakty P2 ir S2 priesvézinj aktyvuma
apsprendzia jy ekstraktuose nustatyti flavonoidai. Seeram ir kt. nustaté, kad
V. macrocarpon vaisiy vandenyje tirpiy polifenoliy ekstraktas slopina véziniy
burnos (CAL27 ir KB), storosios zarnos (HT-29, HCT-116, SW480 ir SW620)
ir prostatos (RWPE-1, RWPE-2 ir 22Rv1) lasteliy linijy gyvybinguma stipriau
nei atskiros spanguoliy vaisiy ekstrakty antocianiny, proantocianidiny ir fla-
vonoliy frakcijos [180]. Adityvinés arba sinergistinés antocianiny, proanto-
cianidiny ir flavonoliy glikozidy antiproliferaciniy poveikiy saveikos yra
svarbios spanguoliy biologiskai aktyviy junginiy prieSvézinio aktyvumo
mechanizmuose [141].

Spanguoliy vaisiuose nustatyti proantocianidinai ir kiti flavonoidai geba
slopinti Igsteliy gyvybinguma ir procesus susijusius su navikiniy Igsteliy inva-
ziSkumu ir metastazémis, slopinant matricos metaloproteinaziy raiska [44,
141]. Neto ir kt. nustaté, kad spanguoliy vaisiy proantocianidiny frakcijos
slopino prostatos PC3 ir DU-145 véziniy lasteliy linijy gyvybingumg (Glso
125 pg/ml), taciau neselektyviai palyginus su nenavikine peliy fibroblasty
lasteliy linija (GlIso 125 pg/ml) [139]. Spanguoliy proantocianidiny frakcija
taip pat slopino MMP raiska DU-145 lasteliy linijoje, taciau silpniau nei
nefrakcionuotas V. macrocarpon vaisiy ekstraktas [139]. MacLeanas ir kt.
nustate, kad spanguoliy vaisiy biologiskai aktyviy junginiy salygota DU145
lasteliy apoptozé in vitro gali buti dél padidéjusio kaspazés-8 ir kaspazés-9
aktyvumo [119].

Flavonoliai kvercetinas ir jo glikozidai pasiZzymi prieSvéziniu aktyvumu
[164]. Flavonoliai veikia vézines lasteles slopindami lgsteliy dauginimasi,
skatindami apoptoze, slopindami angiogenezg ir metastaziy progresavima bei
paveikdamas autofagija [201]. Vilkickyteé ir kt. tyré flavonoliy ir proantocian-
diny citotoksinj poveikj vézinéms lgsteléms ir nustaté, kad kvercetinas ir
procianidinas-A2 pasiZyméjo stipriausiu prieSvéziniu aktyvumu prie§ inksty

&5



(CaKi-1) véziniy lasteliy linija (ECso reikSmémis 40,8 uM ir 63,0 uM, atitin-
kamai) [212].

V. oxycoccos ir V. macrocarpon vaisiy ekstraktai slopino prostatos ir inksty
véziniy lasteliy linijy gyvybinguma. V. macrocarpon vaisiy etanolinis ekstraktas
(S1) pasizymejo selektyvesniu véziniy prostatos ir inksty lasteliy linijy gyvy-
binguma slopinanciu poveikiu lyginant su fibroblastais, ir taip pat slopino Siy
veéziniy lasteliy linijy migracija. Atsizvelgiant j tai, kad ekstraktai su skirtinga
fitochemine sudétimi mazino lgsteliy gyvybinguma, aktualu toliau tirti
biologiskai aktyviy junginiy individualy poveikj ir sinergistine saveika.
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ISVADOS

ISvystytos ir optimizuotos UESC fenoliniy ir triterpeniniy junginiy koky-
binés ir kiekinés sudéties nustatymo metodikos spanguoliy vaisiy éminiy
tyrimams. Metodiky validacijos parametry reikSmés: nustatymo ribos,
aptikimo ribos, specifiSkumas, linijisSkumas (R?>0,999), preciziskumas ir
atkuriamumas (80110 proc.), patvirtina metodiky tinkamumg taikymui.
Didziausias antocianiny kiekis (8,64-9,32 mg/g) nustatytas stambia-
uogiy spanguoliy veisliy ‘Black Veil’, ‘Franclin’ ir ‘Early Black’ vaisiy
éminiuose. Proantocianidiny kiekinés sudéties tyrimy metu nustatyta,
kad Latvijoje iSvesty spanguoliy veisliy ‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema
Tumsa’, ‘Kalnciema Raziga’ ir JAV iSvesty spanguoliy veisliy ‘Searles’
ir ‘Howes’ uogy éminiuose yra didziausi kiekiai proantocianidiny (2,78—
3,39 mg EE/g). Didziausi flavonoliy kiekiai (1,37-1,40 mg/g) nustatyti
spanguoliy ‘Howes’, ‘Black Veil’ ir ‘Salaspils Melnas’ veisliy vaisiy
éminiuose. Atlikus triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties analizg,
nustatyta, kad spanguoliy veislés ‘Early Black’ vaisiy éminiuose yra
didziausias kiekis 6,62 mg/g triterpeniniy junginiy.

Atlikus V. macrocarpon vaisiy surinkty nokimo metu fenoliniy ir triter-
peniniy junginiy kiekinés sudéties varijavimo tyrimus, nustatyta, kad nuo
rugpjicio 12 d. iki spalio 22 d. kokybin¢ ir kiekybiné biologiskai aktyviy
junginiy sudétis spanguoliy uogy éminiuose kinta: triterpeniniy junginiy
kiekis sumaz¢jo 1,3 karto, proantocianidiny kiekis sumaz¢jo 2 kartus,
chlorogeno riigsties kiekis sumaz¢jo 1,3 karto, flavonoliy kiekis suma-
z¢&jo 2 kartus, antocianiny kiekis padidéjo iki 450 karty.

Paprastyjy spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose skirtingy pelkiy tipo
augavietése, nustatyta biologiSkai aktyviy junginiy kokybiné kiekiné
sudétis varijavo. Spanguoliy vaisiy éminiuose surinktuose oligotrofinése
plynraiscio ir plynés pelkiy tipo augavietése nustatyti didesni kiekiai
antocianiny, antocianidiny, flavonoliy glikozidy ir proantocianidiny.
Spanguoliy vaisiy éminiuose, surinktuose mezotrofinése nendryno ir
berzyno pelkiy tipo augavietése bei oligotrofingje gailyno pelkiy tipo
augavietéje, nustatytas didesnis kiekis triterpeniniy junginiy.

Ivertinus V. oxycoccos vaisiy éminiy, surinkty nokimo metu, fenoliniy ir
triterpeniniy junginiy kiekinés sudéties varijavima, nustatyta, kad nuo
liepos 30 d. iki lapkricio 20 d. kokybin¢ ir kiekybin¢ biologiSkai aktyviy
junginiy sudétis spanguoliy uogy éminiuose kinta. Triterpeniniy junginiy
kiekis vaisiy éminiuose sumazgjo 1,2 karto, proantocianidiny kiekis su-
mazejo 2 kartus, chlorogeno riigsties kiekis sumazéjo 10 karty, flavo-
noliy kiekis sumazéjo 2 kartus, o antocianiny kiekis padidéjo 340 karty.
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10.

Atliktas kietyjy kapsuliy su liofilizuoty spanguoliy vaisiy milteliais bio-
farmacinis vertinimas in vitro. Nustatyta, kad pagalbin¢ medziaga chito-
zanas, statistiSkai reikSmingai pailgino antocianiny atsipalaidavimo |
akceptoring terpe trukmg. Chitozanas pailgino modeliuojamy kapsuliy
suirimo laikg >30 min., kai jo kiekis sieké 25 proc. kapsulés svorio.
Atliktas geliy su spanguoliy vaisiy ekstraktu formuluociy biofarmacinis
vertinimas in vitro. Pagalbinés medZziagos natrio karboksimetilceliuliozé
ir karbomeras geliy formuluociy sudétyje statistiSkai reikSmingai pailgi-
no antocianiny tirpimo greitj ir atsipalaidavimo per hidrofiling membrana
1 akceptoring terp¢ trukme. Tyrimo in vitro metu nustatyta, kad geliy
formuluotes statistiSkai reikSmingai slopino bakterijy kultiry padermiy
S. aureus, S. epidermidis, P. vulgaris, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli
bei grybelio C. albicans augima in vitro.

Nustatyta, kad spanguoliy vaisiy éminiy P1 ir S1 etanoliniai ekstraktai,
kuriuose vyravo lipofiliski junginiai, pasizyméjo 2—14 karty silpnesniu
antioksidantiniu aktyvumu nei sausieji spanguoliy vaisiy éminiy P2 ir S2
vandeniniai ekstraktai, kuriuose vyravo hidrofiliski junginiai.

Ivertintas spanguoliy vaisiy éminiy sausyjy etanoliniy (P1 ir S1) ir sau-
syjy vandeniniy (P2 ir S2) ekstrakty antibakterinis aktyvumas. Spanguo-
liy vaisiy ekstraktai P1, P2, S1 ir S2 statistiSkai reikSmingai slopino
bakterijy padermiy S. aureus, S. epidermidis, E. coli ir K. pneumoniae
augimg in vitro, lyginant su kontrole. P. aeruginosa padermés augima
statistiSkai reikSmingai slopino tik vandeninis V. macrocarpon vaisiy S2
ekstraktas.

Tyrimy in vitro metu nustatyta, kad V. oxyccocos ir V. macrocarpon vaisiy
éminiy vandeniniai ir etanoliniai ekstraktai sumaZzino prostatos karcino-
mos (PPC-1) ir inksty karcinomos (CakKi-1) lgsteliy linijy gyvybinguma.
Spanguoliy vaisiy éminiy P1, P2, S1 ir S2 ekstrakty koncentracijos ECso
statistiSkai reikSmingai sumazino CaKi-1 lgsteliy migracijos aktyvuma
po 24 val., lyginant su kontrole. V. macrocarpon vaisiy éminiy etanolinis
S1 ekstraktas, esant koncentracijai ECso, statistiSkai reikSmingai slopino
PPC-1 Iasteliy migracijos aktyvuma po 48 val. ir 72 val. bei selektyviau
veiké véziniy PPC-1 ir CaKi-1 lgsteliy gyvybinguma nei nevéziniy HF
lasteliy gyvybinguma, lyginant su kitais spanguoliy vaisiy éminiy P1, P2
ir S2 ekstraktais.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Studies of the qualitative and quantitative composition of secondary
metabolites in medicinal plant materials and the prediction of their biological
effects is a very important area of research in the evaluation of the quality and
efficacy of herbal products. When assessing the qualitative and quantitative
composition of bioactive compounds, it is essential to apply innovative
analytical methods, which provide new scientific knowledge and apply prac-
tical advances to help determine and ensure the quality and safety of botanical
raw materials and their formulations.

Large cranberry (Vaccinium macrocarpon Aiton) as a berry cultivar has
been introduced and is cultivated on an industrial scale, in amateur gardens,
and in the collections of botanical gardens of the Baltic States [36, 83, 213].
Fruits of the small cranberry (Vaccinium oxycoccos L.) are prepared and used
in Lithuania for food [32]. Small cranberries are found in natural cenopopu-
lations of Lithuanian raised and intermediate wetlands, the largest habitats
being located in the state-owned nature reserves of Zuvintas, Kamanai, and
Cepkeliai. Studies on the timing of raw material harvesting and the determi-
nation of the growing conditions are relevant for assessing the physiological
processes of the plants and the importance of different factors in the
biosynthesis of bioactive compounds.

The bioactive compounds in cranberry fruit have biological effects (anti-
microbial, antioxidant, anticancer, etc.), and those effects depend on the source
of the raw material, the conditions of growth, natural factors, the timing of
the preparation, and the conditions of the technological processing [85, 232].
It is thus relevant to provide new scientific knowledge on the chemical
composition of the fruit of different cranberry species and on the possibility
of using raw material with a known phytochemical composition for the
manufacturing of food and health products.

Data on the phytochemical composition and its variation in the fruits of
V. macrocarpon and V. oxycoccos are important to substantiate their use for
practical medicinal purposes. Cranberry fruits have been found to contain
complexes of phenolic, triterpene, and other bioactive compounds that deter-
mine the multi-pharmacological effects of the fruits [88, 158]. Literature pro-
vides research results on the effects of bioactive compounds in V. macro-
carpon fruits. The antimicrobial effects found have led to the use of large
cranberry fruit juice and extracts in the treatment and prevention of urinary
tract infections [3, 175, 207]. Studies on the bioactive compounds of
V. oxycoccos fruits and the influence of their bioactivity are few and fragmen-

89



tary, and therefore data available for the development of new formulations
are insufficient [79]. It is thus relevant to carry out detailed studies on the
phytochemical composition of V. oxycoccos fruits in order to gain new
insights into the variation in the qualitative and quantitative composition of
cranberry fruits.

Studies on the qualitative and quantitative composition of bioactive
compounds in cranberry fruit are highly relevant for the assessment of the
status of cranberry habitats in Lithuania and for the identification of cranberry
chemotypes. The detailed studies on the qualitative and quantitative compo-
sition of the phytochemical composition of cranberry fruit are important for
ensuring the preparation of quality cranberry fruit and the protection of
cranberry cenopopulations, as well as for the rational use of plant resources.

In Lithuania, drainage and reclamation of raised and intermediate wet-
lands has led to a significant decline in the areas of natural cenopopulations
of cranberries. This has prompted research into the selection and introduction
of V. macrocarpon cultivars. The climatic conditions in the Baltic region are
favorable for the cultivation of V. macrocarpon cultivars. It is thus expedient
to investigate and select cranberry cultivars with known qualitative and
quantitative composition of bioactive compounds that are suitable for
cultivation under the climatic conditions of the Baltic States. V. macrocarpon
fruits ripen early, and the berries are uniform in size and are sufficiently
prolific and resistant to disease [73, 215]. Phytochemical composition studies
are relevant for the preparation of high-quality cranberry fruit plant material
suitable for use in scientific medicine and for the development of innovative
pharmaceutical preparations.

The results of the studies on the phytochemical composition of fruit
samples of different cranberry species, V. macrocarpon and V. oxycoccos,
obtained by modern physico-chemical methods, are relevant for the identi-
fication of the phytochemical profiles of the raw materials, which are im-
portant for authenticity studies. The results of the studies on the phyto-
chemical composition of V. macrocarpon and V. oxycoccos fruits provide
new insights and can be used in future studies for the preparation of standar-
dized cranberry plant material and for the research of pharmaceutical dosage
forms.

The aim of the study was to investigate the qualitative and quantitative
composition of phenolic and triterpene compounds in fruit samples of
V. macrocarpon grown in collections and of V. oxycoccos collected in the
wild, to perform biopharmaceutical evaluation studies of pharmaceutical
dosage forms with freeze-dried cranberry fruit powder and extracts, and to
determine the in vitro bioactivity of the fruit extracts.
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Objectives:

1. To develop, optimize, and validate ultra-performance liquid chroma-
tography (UPLC) methodologies for the qualitative and quantitative
analysis of phenolic and triterpene compounds in cranberry fruit
samples.

2. To investigate the variation in the qualitative and quantitative com-
position of phenolic and triterpene compounds in fruit samples of
large cranberry (V. macrocarpon) grown in Lithuania and Latvia.

3. To investigate the variation in the qualitative and quantitative
composition of phenolic and triterpene compounds in fruit samples
of small cranberry (V. oxycoccos) grown in natural habitats in
Lithuania.

4. To conduct modelling and in vitro biopharmaceutical evaluation
studies of capsule formulations with freeze-dried cranberry fruit
powder and edible gel formulations with cranberry fruit extract.

5. To conduct in vitro studies on the antioxidant, antimicrobial, and
anticancer activities of extracts of large and small cranberry fruit
samples.

Novelty of the research

UPLC-PDA methodologies have been developed, optimized, and vali-
dated for the qualitative and quantitative studies of the composition of phe-
nolic and triterpene compounds in cranberry fruit samples. The validation
parameters of the methodologies — specificity, linearity, precision, limits of
detection, limits of quantification, and reproducibility — were in accordance
with the requirements and confirmed the suitability of the methodologies. The
developed methodologies were used for the analysis of phenolic and triter-
pene compounds in fruit samples of V. macrocarpon and V. oxycoccos plants.

We studied the qualitative and quantitative composition of phenolic and
triterpene compounds in fruits of V. macrocarpon cultivars grown and bred
in the collection of the National Botanic Garden of Latvia. The highest levels
of proanthocyanidins (2.78-3.39 mg EE/g) were detected in fruit samples of
the locally bred cranberry cultivars ‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema Tumsa’,
and ‘Kalnciema RaZziga’, as well as in the introduced cranberry cultivars
‘Searles’ and ‘Howes’, compared to fruit samples of the other studied
cultivars of the collection. Fruit samples of cranberry cultivars ‘Kalnciema
Agra’, ‘Septembra’, and ‘Dizbriiklene’ bred in Latvia and the introduced
cranberry cultivar 'Early Black' showed higher levels of triterpene compounds
(6.23—-6.62 mg/g) compared to fruit samples of the other tested cultivars of
the collection.
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We also studied the phytochemical composition of fruit samples harves-
ted from the V. macrocarpon plant collection of the Latvia University of Life
Sciences and Technologies. A higher total anthocyanin content (5.31 mg/g)
was found in the fruit samples of the large cranberry cultivar ‘Kalnciema
Agra’ compared to the total anthocyanin content found in the fruit samples of
the other cultivars grown in the collection.

Fruit samples of the ‘Early Black’ and ‘Howes’ large cranberry cultivars
grown in the collection of the Botanical Garden of Vilnius University (VU)
were found to contain higher levels of anthocyanins, proanthocyanidins, and
triterpene compounds at the time of fruit ripening when compared to the
chemical composition of other fruit cultivars grown in the collection.

We performed a comparative analysis of the phytochemical composition
of V. oxycoccos fruit samples collected in Zuvintas Biosphere Reserve and
Kamanai and Cepkeliai Nature Reserves and evaluated the influence of
wetland type on the qualitative and quantitative composition of phenolic and
triterpene compounds in fruit samples. Higher levels of anthocyanins, flavo-
nols, and proanthocyanidins were detected in cranberry fruit samples collec-
ted from the more open oligotrophic wetlands of the reserves, compared to
the levels of compounds detected in fruit samples collected from cranberries
growing in mesotrophic and eutrophic wetlands.

We determined changes in the qualitative and quantitative composition
of flavonols and triterpene compounds in cranberry fruit samples during the
ripening period. The results of the conducted studies provided new insights
into the patterns of biosynthesis and accumulation of phenolic and triterpene
compounds in cranberry fruit.

Practical and theoretical significance

The developed methodologies can be applied in studying the qualitative
and quantitative composition of phenolic and triterpene compounds in cran-
berry fruit samples, in the assessment of the quality of raw plant material, and
in the research on the selection and introduction of V. macrocarpon plant
cultivars.

Studies on the qualitative and quantitative composition of phenolic and
triterpene compounds in berry samples collected from V. oxycoccos cenopo-
pulations in protected areas (Zuvintas Biosphere Reserve, Kamanai Nature
Reserve, and Cepkeliai Nature Reserve) are important for the assessment of
the chemical composition of the natural plant resources for the preservation
of the genetic diversity and the research on the selection of local V. oxycoccos
plants. The results are relevant for the expansion of cranberry habitats in
wetland ecosystems and for the restoration of natural resources.
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The data obtained on the qualitative and quantitative composition of
phenolic and triterpene compounds in cranberry fruit samples during the
ripening period are important for understanding the complex biosynthetic
patterns of secondary metabolites during plant development. The data provide
the opportunity to identify and substantiate the optimum time of cranberry
fruit harvesting when the berries accumulate the highest levels of bioactive
compounds. Taking into account the changes observed in the phytochemical
composition of V. macrocarpon and V. oxycoccos fruits during ripening, we
found that it is rational to carry out the preparation of cranberry plant mate-
rials at the end of September and in October, when the berries accumulate the
highest levels of secondary metabolites. The results of the research are
relevant for the timing of cranberry harvesting permits for the population
living in protected areas, for the justification of the permit issuing procedure,
and for the optimal use of natural resources.

The capsules containing freeze-dried cranberry fruit powder showed the
influence of excipients on the kinetics of release of anthocyanins from the
capsules. The excipient chitosan statistically significantly prolonged the
release of anthocyanins from the capsules. The prolongation of the dissolution
kinetics of anthocyanins in the edible gel with cranberry fruit extract was
mediated by the excipients sodium carboxymethylcellulose and carbomer,
which statistically significantly prolonged the dissolution rate of antho-
cyanins. Studies on the dissolution kinetics of anthocyanins in pharmaceutical
dosage forms provide scientific insights into the influence of excipients and
the dosage form on the quality and stability of the modeled capsules and gels.
The results can be used for the development and design of new, innovative
oral dosage forms with modified activity.

Ethanolic and aqueous extracts of V. macrocarpon and V. oxycoccos
cranberry fruit were found to inhibit the growth of S. aureus, S. epidermidis,
E. coli, and K. pneumoniae strains in vitro. In anticancer activity studies,
aqueous and ethanolic extracts of cranberry fruit samples were found to
reduce the viability of prostate carcinoma and renal carcinoma cell lines. The
results of the studies on the anticancer and antimicrobial activity of dry
extracts of cranberry fruit are important for the research on bioactive
compounds.
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OBJECT AND METHODS OF THE STUDY

Object of the study

Samples of V. macrocarpon fruit. In this study, we tested fruit samples
of the large cranberry cultivars ‘Baifay’, ‘Early Black’, ‘Howes’, ‘Pilgrim’,
‘Red Star’, and ‘Stevens’ grown in the collection of the Botanical Garden of
Vilnius University (VU), fruit samples of the large cranberry cultivars
‘Lemunyon’, ‘Bergman’, ‘Ben Lear’, ‘Kalnciema Agra’, ‘Pilgrim’, ‘Stevens’,
and ‘Tina’ grown in the collection of the Latvia University of Life Sciences
and Technologies, and fruit samples of the large cranberry -cultivars
‘Beckwith’, ‘Ben Lear’, ‘Black Veil’, ‘Crowley’, ‘Franclin’, ‘Kalnciema Agra’,
‘Kalnciema Tumsa’, ‘Pilgrim’, ‘Salaspils Agras’, ‘Salaspils Melnas’, ‘Searles’,
‘Septembra’, ‘Tina’, ‘Dzbruklene’, ‘Early Black’, ‘Howes’, ‘Kalnciema’, and
‘Washington’ grown in the collection of the National Botanic Garden of
Latvia in Salaspils.

Samples of V. oxycoccos fruit. Cranberry fruit samples were collected
in the marsh in Gerdziai village (Sakiai district), in the reed, birch, wild
rosemary, shrub swamp, and bog cenopopulations of Cepkeliai Nature Re-
serve, in the eutrophic, mesotrophic, and oligotrophic vegetation of Kamanai
Nature Reserve, and in the mesotrophic and oligotrophic vegetation of
Zuvintas Biosphere Reserve.

Cranberry fruit samples were collected between 2020 and 2022.

Research methods

Preparation of cranberry fruit samples. Small cranberry and large
cranberry fruit samples were frozen at —20 °C and then transferred to a—60 °C
low-temperature freezer (CVF330/86, ClimasLab SL, Barcelona, Spain). The
frozen cranberry fruits were dried in a freeze-drier (Zirbus Technology
GmbH, Bad Grund, Germany) at a pressure of 0.01 mbar and a condenser
temperature of —85 °C. The freeze-dried cranberry fruits were crushed using
an electric mill (Retsch GM 200, Retsch GmbH, Hahn, Germany). The cran-
berry fruit samples were stored in tightly closed containers in the dark. The
loss on drying of the test samples was determined by applying the method
described in Ph. Eur. 01/2008:20232 [127]. The results of the tests were
calculated for absolute dry plant material.

Preparation of cranberry fruit dry extracts. Freeze-dried large cran-
berry fruit powder and freeze-dried small cranberry fruit powder were extrac-
ted with 96% (v/v) ethanol at a 1:50 ratio in a percolator. The collected
ethanolic extract of cranberry fruit was distilled to remove the ethanol. The
distilled extract was freeze-dried at a pressure of 0.01 mbar at a condenser
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temperature of —85 °C. The freeze-dried ethanolic extract of cranberry fruit
was then ground to powder (particle size being approximately 100 pm).

The fruits of large cranberries and small cranberries were cut and
extracted with hot water by maceration at a 1:2 ratio. The aqueous cranberry
fruit extract was lyophilized at a pressure of 0.01 mbar and a condenser
temperature of —85 °C. The freeze-dried aqueous cranberry fruit extract was
then ground to powder (particle size being approximately 100 pm).

Extraction of phenolic compounds from cranberry fruit. For the
analysis of the composition of proanthocyanidins, flavonols, phenolic acids,
and anthocyanins in cranberries, 0.5 g (exact weight) of freeze-dried cran-
berry fruit powder was infused with 10 ml of 70.0% (v/v) ethanol acidified
with 1.0% hydrochloric acid and was extracted for 15 minutes in an ultrasonic
bath (Elmasonic P, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Germany) at an
ultrasonic power of 565 W and a wave frequency of 80 kHz. The resulting
extract was filtered into a 10 ml volumetric flask and diluted to the mark with
an extractant. The prepared cranberry extracts were stored in dark glass jars
at —20 °C.

Extraction of triterpene compounds from cranberry fruit. For the
analysis of the composition of triterpenoids and phytosterols in cranberries,
1.0 g (exact weight) of freeze-dried cranberry powder was infused with 10 ml
of 100% (v/v) acetone and extracted for 60 min in an ultrasonic bath
(Elmasonic P, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Germany) at an ultrasonic
power of 1130 W and a wave frequency of 80 kHz. The resulting extract was
filtered into 10 ml volumetric flasks and diluted to the mark with an extractant.
The cranberry extracts were stored in dark glass jars at —20 °C.

Methodology for the qualitative and quantitative determination of
the composition of anthocyanins. The qualitative and quantitative compo-
sition of anthocyanins and anthocyanidins in cranberry fruit samples was
determined using a methodology developed and validated by Vilkickyte et al.
[210].

Methodology for the qualitative and quantitative determination of
the composition of flavonols. A gradient consisting of 100% acetonitrile
(solvent A) and an aqueous solution of 0.1% (v/v) formic acid (solvent B) was
used to partition the flavonols. The gradient variation was as follows: 0 min,
5% B; 1 min, 12% B; 3 min, 12% B; 4 min, 13% B; 9 min, 25% B; 10.5 min,
30% B; 12 min, 30% B; 12.5 min, 90% B; 13 min, 90% B; 13.5 min, 5% B;
and 14.5 min, 5% B, with the delay of the next injection being 2 min. The
injection volume was 1 pl, the flow rate was 0.5 ml/min, and the column
temperature was 30 °C. The flavonols detected were quantified at 360 nm
wavelength.
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Methodology for the qualitative and quantitative determination of
the composition of triterpene compounds. The gradient consisted of an
aqueous solution of 0.1 % (v/v) formic acid (solvent A) and 100% methanol
(solvent B). The gradient variation was as follows: 0 min, 92% B; 8 min, 97%
B; 9 min, 98 % B; 29.5 min, 98% B; and 30 min, 92% B, with the delay of
the next injection being 10 min. The injection volume was 1 pl, the flow rate
was 0.2 ml/min, and the column temperature was 25 °C. The triterpene com-
pounds and phytosterols detected were quantified at 205 nm wavelength.

Determination of total proanthocyanidin content by spectrophoto-
metry. The total amount of proanthocyanidins was determined using the
DMCA (4-dimethylaminocinamaldehyde) method [67].

Biopharmaceutical evaluation of the modeled dosage forms

Biopharmaceutical evaluation of capsules containing freeze-dried
cranberry fruit powder. Gelatin capsules (size 0) were filled with a mixture
of freeze-dried cranberry fruit powder and excipients using a manual capsule
filling machine. The composition of the formulations of the capsules
containing cranberry freeze-dried powder is described in Table 2.4.1. The
assessment of the quality of the capsules produced was based on the results
of mass uniformity [129], disintegration time [128], and dissolution tests. The
capsule dissolution test was carried out using a paddle semi-automated
dissolution tester (Sotax AT 7 smart, SOTAX AG, Allschwil, Switzerland).
The dissolution medium was 250 ml of hydrochloric acid solution (0.1 M).
Samples of the medium (2.5 ml) were taken after 15, 30, 45, 60, 75, and 90
min by adding 2.5 ml of fresh medium solution to the acceptor medium. The
paddle speed during the test was 100 rpm, and the temperature of the medium
was 37.0 + 0.5 °C. Qualitative and quantitative analysis of the anthocyanins
released from the capsules was carried out using the anthocyanin detection
method [210].

Biopharmaceutical evaluation of gels containing freeze-dried cran-
berry fruit extract. Descriptions of the composition of gel formulations are
provided in Table 2.4.2. The in vitro dissolution test of the gel formulations
was carried out using a paddle semi-automated dissolution tester (Sotax AT 7
smart, SOTAX AG, Allschwil, Switzerland), where 5 g of the gel was
dissolved in the dissolution medium (250 ml of purified water). Samples of
the medium (0.3 ml) were taken after 10, 15, 20, 30, 45, and 60 min by adding
0.3 ml of fresh medium solution to the acceptor medium. The test was carried
out at a paddle speed of 100 rpm and a medium temperature of 37.0 + 0.5 °C.
Qualitative and quantitative analysis of the anthocyanins released from the
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capsules was carried out by using the method for the detection of antho-
cyanins [210].

The in vitro testing of the release of anthocyanins from the gel formu-
lations was performed using Franz diffusion cells. Franz diffusion cells
consist of an acceptor medium and a donor medium separated by a semi-
permeable membrane. The donor medium consisted of the test gels (G1-G9)
(1.0 £ 0.05 g), and the acceptor medium was filled with 25 ml of purified
water. The test gels were placed in cylindrical plastic containers containing a
stirbar, a cellulose membrane was placed on top of the gels, and then the
samples were placed in other containers containing 25 ml of the acceptor
medium. The diffusion cells containing the test samples were placed on a
magnetic stirrer (IKAMAG C-MAG HS7, IKA-Werke GmbH & Co, KG,
Staufen, Germany). The temperature of the acceptor medium was 37.0 °C +
0.5 °C. The samples of the acceptor medium (0.2 ml) were taken after 1, 2, 3,
4, 5, and 6 hours. After each sampling, 0.2 ml of the acceptor medium was
returned. Qualitative and quantitative analysis of the anthocyanins released
from the gel formulations was carried out using the anthocyanin detection
method [210].

Determination of the antioxidant activity in vitro

The ABTS-+ radical cation scavenging assay was carried out using the
methodology described by Raudone et al. [163]. The in vitro determination of
the antiradical activity by the TFPH radical cation scavenging assay was
carried out using the methodology for the determination of antioxidant acti-
vity described by Asghar et al. [9]. The in vitro determination of the reducing
activity via the FRAP technique was performed using the methodology for
the determination of the reducing activity described by Raudone et al. [162].
The in vitro determination of the reducing activity via the CUPRAC method
was performed using the methodology for determining reducing activity
described by Ozyurek et al. [154].

Determination of the antimicrobial activity in vitro

The antimicrobial activity was tested on the following strains of micro-
organisms: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epider-
midis (ATCC 12228), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli
(ATCC 25922), and Candida albicans (ATCC 10231). The strains were
inoculated diagonally on Mueller-Hinton I Agar (BBL, Cockeysville, USA)
plates and cultured at 37 °C for 12 hours.

97



The microorganisms were suspended in sterile saline solution (0.85%).
The turbidity of the microorganism suspension in the test-tube was 0.5
according to the McFarland standard. One milliliter of the prepared
suspension was mixed with 10 ml of agar (at 40 °C) in a Petri dish (diameter
10 cm) in an even layer over the bottom of the dish. Stainless steel hollow
cylinders of 8 mm in diameter were placed on top of the solidified agar. The
inside of the cylinders was filled with 100 pul of the test gel or cranberry
extract dissolved in 0.85% saline (15 mg/ml). The control samples were
prepared by filling the cylinders with 100 pl of 0.85% saline. Petri dishes
were incubated in a KB8182 incubator (Termaks, Bergen, Norway) at 37 °C
for 24 hours. After the incubation, the diameters of the inhibition zones
around the cylinders were measured (in mm).

Determination of the anticancer activity in vitro

The human prostate carcinoma PPC-1 cell line was obtained from
Prof. Tambet Teesalu (University of Tartu, Estonia). The human renal cell
carcinoma (CaKi-1) cell line was obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, Virginia, USA). Human foreskin fibroblasts (HF)
CRL-4001 were obtained from Prof. Helder Santos (University of Helsinki,
Finland). The effect of cranberry extracts on cell viability was determined via
the MTT reduction assay [60].

We determined the effect of cranberry fruit extracts on cell migration
activity. Prostate carcinoma (PPC-1) and renal carcinoma (CaKi-1) cells were
seeded in 24-well plates in 500 pl of nutrient medium and were incubated at
37°C in a humidified atmosphere containing 5% of CO: until a cell
monolayer grew. The monolayer was then scraped with a sterile 100-ul pipette
tip at the center of the well. After that, the old medium was replaced with a
fresh medium containing cranberry extracts with the concentration being at
ECso and EC1o values. Prostate carcinoma (PPC-1) "wounds" were photogra-
phed every 12 h, and renal carcinoma (CaKi-1) "wounds" were photographed
every 24 h. The "wound" area was analyzed using the Image] software
(National Institutes of Health, USA).

Statistical analysis

Data analysis was carried out using SPSS Statistics 29 (SPSS Inc., Chica-
go, Illinois, USA) and Microsoft Excel 2021 (Microsoft, Redmond, Washing-
ton, USA). During the study, arithmetic means and standard deviations of
three replicated tests were calculated. The Kruskal-Wallis one-way ANOVA
(for k samples) test with multiple comparisons was used to assess whether the
differences between the groups of comparisons were statistically significant
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(p <0.05). The Mann-Whitney U test was used to assess whether the diffe-
rences between the two groups of the compared data were statistically sig-
nificant (p < 0.05). Pearson’s correlation coefficient was used to assess the
correlation of the data. For the quantitative analysis, the data were analyzed
using the principal component analysis. Hierarchical cluster analysis was
applied to compare the data of the analyses, using the complete-linkage
clustering method with Euclidean distance.

RESULTS

Development and validation of the UPLC-PDA methodology
for determining the qualitative and quantitative composition
of phenolic compounds in cranberry fruit

The study aimed at maximizing the separation of the analytes of
compounds in cranberry fruit extract at 360 nm by varying the gradient of the
mobile phases consisting of 0.1-1% aqueous formic acid solution (mobile
phase A) and 100% acetonitrile (mobile phase B), the flow rate (0.4—
0.5 ml/min), the volume of injection (1 to 10 pl), and the duration of the
analysis (10 to 15 minutes). The best separation of the analytes was found to
be achieved with a gradient consisting of 100% acetonitrile (solvent A) and
an aqueous solution of 0.1% (v/v) formic acid (solvent B): 0 min, 5% B;
1 min, 12% B; 3 min, 12% B; 4 min, 13% B; 9 min, 25% B; 10.5 min, 30%
B; 12 min, 30% B; 12.5 min, 90% B; 13 min, 90% B; 13.5 min, 5% B; and
14.5 min, 5% B, with a delay of the next injection by 2 min. The injection
volume was 1 pl, the flow rate was 0.5 ml/min, and the column temperature
was 30 °C.

The validation parameters of the methodology — specificity, linearity
(R%2>0.999), precision, detection limits (0.38-1.01 pug/ml), identification
limits (0.54-3.06 pg/ml), and reproducibility (93.64-108.13%) — were in line
with the requirements of the documents, confirming its suitability for the
application. The developed and validated UPLC-PDA methodology can be
applied for routine studies for the identification of raw cranberry fruit material
and for the quantification of myricetin and quercetin group compounds.

Development and validation of the UPLC-PDA methodology
for determining the qualitative and quantitative composition
of triterpene compounds in cranberry fruit

The development of the UPLC-PDA methodology for the qualitative and
quantitative analysis of triterpenoids and phytosterols in cranberry samples
was carried out taking into account the composition of the mobile phase, the
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flow rate, and the temperature. The gradient of the developed methodology
consisted of an aqueous solution of 0.1% (v/v) formic acid (solvent A) and
100% methanol (solvent B). The gradient varied as follows: 0 min, 92% B; 8
min, 97% B; 9 min, 98% B; 29.5 min, 98% B; and 30 min, 92% B, with a
delay of the next injection by 10 min. The injection volume was 1 pl, the flow
rate was 0.2 ml/min, and the column temperature was 25 °C. The triterpene
compounds and phytosterols detected were quantified at 205 nm.

The validation of the developed UPLC-PDA methodology was perfor-
med according to the guidelines of the International Council for Harmoni-
zation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, using
the following analytical parameters: specificity, linearity, detection and iden-
tification limits, precision, and reproducibility [72]. The validation results of
the UPLC-PDA methodology confirmed the suitability of the selected
chromatographic parameters for the qualitative and quantitative evaluation of
triterpene compounds and phytosterols in the analyzed extracts of cranberry
plant material.

Studies on the qualitative and quantitative composition of phenolic
and triterpene compounds in fruit samples of V. macrocarpon
cultivars grown in the collection of the Botanical Garden of
Vilnius University

We analyzed the qualitative and quantitative changes in the composition
of anthocyanins, flavonols, chlorogenic acid, proanthocyanidins, triterpe-
noids, and phytosterols in fruit samples of large cranberry cultivars ‘Baifay’,
‘Early Black’, ‘Howes’, ‘Pilgrim’, ‘Red Star’, and ‘Stevens’ from the collec-
tion of the Botanical Garden of Vilnius University during the ripening period
(Fig. 3.2.1.1 and Fig. 3.2.1.2). In V. macrocarpon fruit samples, the quanti-
tative composition of biologically active compounds during the ripening
period (from August 12 to October 22) varied: the content of proantho-
cyanidins decreased by a factor of 2, the content of chlorogenic acid decreased
by a factor of 1.3, the content of flavonols decreased by a factor of 2, and the
content of anthocyanins increased by a factor of 27 to 450. The analysis of
fruit samples of large cranberry cultivars grown in the collection of the
Botanical Garden of Vilnius University showed that at different stages of
maturity, fruit samples of cranberries of the ‘Early Black’ and ‘Howes’
cultivars had higher levels of anthocyanins, proanthocyanidins, flavonols, and
triterpenoids.
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Studies on the qualitative and quantitative composition of phenolic
and triterpene compounds in fruit samples of V. macrocarpon
cultivars grown in the collection of the Latvia University of

Life Sciences and Technologies

We performed a qualitative and quantitative analysis of the phytoche-
mical composition of the fruit samples of large cranberry cultivars grown in
the collection of the Latvian University of Life Sciences and Technology
(Fig. 3.2.2.1). We found that the quantitative composition of bioactive
compounds in fruit samples of V. macrocarpon grown under Latvian climatic
conditions changed during the ripening period (from August 16 to Septem-
ber 15): the total amount of proanthocyanidins decreased by a factor of 1.3,
the total amount of the identified flavonols decreased by a factor of 1.3, the
total amount of triterpenoids decreased by a factor of 1.2, the total amount of
chlorogenic acid decreased by a factor of 1.7, and the total amount of
anthocyanins increased by a factor of 2.6 to 17 (Fig. 3.2.2.1).

Studies on the qualitative and quantitative composition of
phenolic and triterpene compounds in fruit samples of

V. macrocarpon cultivars grown in the collection of the
National Botanic Garden of Latvia in Salaspils

In this study, we analyzed the qualitative and quantitative composition of
anthocyanins, proanthocyanidins, flavonols, and triterpenoids in samples of
introduced and locally bred large cranberry fruits from the collection of the
National Botanical Garden of Latvia (the data are presented in Fig. 3.2.3.1
and Fig. 3.2.3.2). The highest levels of anthocyanins were found in fruit
samples of cranberry cultivars ‘Black Veil’, ‘Franclin’, and ‘Early Black’.
When studying the quantitative composition of proanthocyanidins, the
highest levels of these compounds were detected in the fruit samples of
cranberry cultivars ‘Kalnciema Agra’, ‘Kalnciema Tumsa’, and ‘Kalnciema
Raziga’ bred in Latvia and in the fruit samples of cranberry cultivars ‘Searles’
and 'Howes' bred in the United States. The highest levels of flavonols were
found in fruit samples of cranberry cultivars ‘Howes’, ‘Black Veil’, and
‘Salaspils Melnas’. The analysis of the quantitative composition of triterpene
compounds showed that the fruit samples of the cranberry cultivar ‘Early
Black’ contained the highest levels of triterpene compounds.
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Investigation of changes in the qualitative and quantitative
composition of phenolic and triterpene compounds in fruit samples
of V. oxycoccos growing in Lithuania during the ripening period

We analyzed the qualitative and quantitative changes in the composition
of anthocyanins, flavonols, chlorogenic acid, proanthocyanidins, triterpe-
noids, and phytosterols in V. oxycoccos fruit samples during the ripening
period of the berries (Fig. 3.3.1.1). During the ripening period (from July 30
to November 27), the total anthocyanin content in cranberry fruit samples
increased by 340-fold. In the cranberry fruit samples collected between
July 30 and September 9, the flavonol content decreased by a factor of 2.
Between July 30 and September 19, the proanthocyanidin content of the
V. oxycoccos fruit samples decreased by a factor of 2.5. From September 19
to November 20, the proanthocyanidin content of the cranberry fruit samples
showed only a slight variation, while in cranberry fruit samples collected on
November 27, it increased by a factor of 1.8. In cranberry fruit samples
collected between July 30 and August 29, triterpenoid content decreased by a
factor of 1.5, while in samples collected between August 29 and Novem-
ber 27, it increased by a factor of 1.2.

Investigation of changes in the qualitative and quantitative
composition of phenolic and triterpene compounds in fruit samples
of V. oxycoccos collected from the wetland-type vegetation of
Cepkeliai Nature Reserve

We analyzed the accumulation patterns of anthocyanins, proanthocyani-
dins, flavonols, chlorogenic acid, and triterpene compounds in V. oxycoccos
fruit samples collected in Cepkeliai Nature Reserve in Lithuania (Fig. 3.3.2.1
and Fig. 3.3.2.2). The quantitative composition of flavanols tended to increase
over the years (2020 <2021 < 2022). However, the cranberry fruit samples
collected in the spring of the following year showed a statistically significant
decrease or no change in flavonol content.

The total content of anthocyanins and anthocyanidins varied: in the
cranberry fruit samples collected during the 2020 growing season, it ranged
from 0.71 mg/g to 6.05 mg/g, in those collected in 2021, it ranged from
0.78 mg/g to 6.99 mg/g, and in those collected in 2022, from 0.97 mg/g to
6.84 mg/g (Fig. 3.3.2.1 A). An increasing trend in anthocyanin content was
observed in cranberry fruit samples collected from September to October in
Cepkeliai Nature Reserve. Meanwhile, the anthocyanin content of the cran-
berry fruit samples collected in the spring of the following year decreased.
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The total proanthocyanidin content of the cranberry fruit samples varied:
in samples collected in 2020, it ranged from 0.38 mg EE/g to 2.80 mg EE/g,
in samples collected in 2021, from 0.63 mg EE/g to 3.17 mg EE/g, and in
samples collected in 2022, from 1.09 mg EE/g to 3.56 mg EE/g (Fig. 3.3.2.1).
Samples of cranberry fruit collected in October, November, and the following
spring, after the snow melted, were found to contain lower levels of proan-
thocyanidins, compared to the samples collected at the end of August and the
beginning of September.

The amount of chlorogenic acid in the collected fruit samples varied as
well: in the samples collected during the 2020 growing season, it ranged from
0.11 mg/g to 1.65 mg/g, in 2021, it ranged from 0.07 mg/g to 1.72 mg/g, and
in 2022, it ranged from 0.07 mg/g to 3.86 mg/g (Fig. 3.3.2.2). The levels of
triterpene compounds in cranberry fruit samples collected from the wetlands
of Cepkeliai Nature Reserve varied as well: during the 2020 growing season,
they ranged from 4.05 mg/g to 6.63 mg/g, in 2021, they ranged from 5.35 mg/g
to 7.23 mg/g, and in 2022, from 3.78 mg/g to 5.71 mg/g (Fig. 3.3.2.2).

Taken together, the results showed that the phytochemical composition
of cranberry fruits collected from the raised wetlands varied over the three-
year period (2020-2022). The overall patterns of changes in bioactive com-
pounds showed that the highest levels of bioactive compounds were found in
the more open oligotrophic, shrub swamp, and bog habitats, where direct
sunlight and climatic conditions intensify the biosynthesis of flavonoids.
Anthocyanin content changed the most during berry ripening, with their
highest levels in October-November leading to the highest total amounts of
bioactive compounds in cranberry fruit samples during that period.

Comparative investigation of changes in the qualitative and
quantitative composition of phenolic and triterpene compounds
in fruit samples of V. oxycoccos collected from the wetlands of
Zuvintas Biosphere Reserve and Kamanai Nature Reserve

We conducted a phytochemical analysis of small cranberry fruit samples
collected from the territories of Zuvintas Biosphere Reserve and Kamanai
Nature Reserve in Lithuania. Samples of small cranberry fruit were collected
from different types of wetland sites (Fig. 3.3.3.1) at the beginning of the
ripening period (at the end of August) and after the berries reached ripeness
(in October) [200].

The total anthocyanin content in the cranberry fruit samples varied from
0.69 mg/g to 8.35 mg/g, depending on the types of wetland habitats the
samples were collected from (Fig. 3.3.3.2). Four anthocyanins (cyanidin-3-
galactoside, cyanidin-3-arabinoside, peonidin-3-galactoside, and peonidin-3-
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arabinoside) were predominant in the cranberry fruit samples collected from
the wetlands of Kamanai Nature Reserve sites A, D, and E and from Zuvintas
Biosphere Reserve sites L and M, whereas in the cranberry fruit samples col-
lected from Kamanai Nature Reserve sites B, C, F, G, H, and J and from Zu-
vintas Biosphere Reserve site K, six anthocyanins (cyanidin-3-galactoside,
cyanidin-3-arabinoside, peonidin-3-galactoside, peonidin-3-arabinoside,
cyanidin-3-glucoside, and peonidin-3-glucoside) predominated.

The analysis of the qualitative and quantitative composition of the
flavonols is presented in Fig. 3.3.3.2. The total flavonol content of the
cranberry fruit samples tested varied from 0.52 mg/g to 2.81 mg/g. A compa-
rative analysis of the qualitative and quantitative composition of flavonols of
fruit samples of V. macrocarpon and V. oxycoccos showed that the variation
in the total flavonol content (from 1.47 mg/g to 3.69 mg/g) was greater in the
large cranberry fruit samples [198].

The comparative analysis of the total amount of proanthocyanidins
showed that the total content of proanthocyanidins in V. oxycoccos fruit
samples (from 0.92 mg EE/g to 3.04 mg EE/g) was lower than that in V. macro-
carpon fruit samples (from 2.28 mg EE/g to 8.87 mg EE/g) [198].

The variation in the content of triterpenic compounds in cranberry fruit
samples was the lowest among the groups of the compounds studied, with a
coefficient of variation of 10.52%. The triterpenic oleanolic and ursolic acids
accounted for 93.68% of the total content of triterpene compounds in small
cranberry fruit samples. The comparative analysis of the amounts of triter-
penoid compounds showed that the total triterpenoid content in V. oxycoccos
fruit samples varied from 4.06 mg/g to 6.54 mg/g, whereas the total triter-
penoid content in V. macrocarpon fruit samples ranged from 5.29 mg/g to
6.62 mg/g [195].

In summary, the qualitative and quantitative composition of antho-
cyanins, flavonols, proanthocyanidins, and triterpene compounds found in
cranberry fruit samples depended on the type of the plant and the time of
sampling. The phytochemical profile of small cranberry and large cranberry
fruit samples was identical, but due to the quantitative differences in the
bioactive compounds, it is appropriate to standardize the phytochemical com-
position of cranberry raw materials and preparations to ensure their quality
and efficacy.
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Modelling and biopharmaceutical testing of capsules
with freeze-dried cranberry fruit powder

The quality of the capsules containing freeze-dried cranberry fruit
powder was assessed by using weight uniformity, disintegration time, and
dissolution tests. The capsules produced met the requirements of the mass
uniformity test. Capsule formulations N10 consisting of 0.200 g of freeze-
dried cranberry fruit powder, 0.100 g of microcrystalline cellulose-colloidal
silica blend (PROSOLV SMCC TM 50), and 0.100 g of chitosan had a
disintegration time of more than 30 min [197]. Chitosan-containing capsule
formulations (N8-N10) showed a statistically significant prolongation of the
release of anthocyanins into the acceptor medium when compared to the
comparative capsule formulation sample N1. Freeze-dried cranberry fruit
powder is a biologically active component. More research is needed in the
development of modified solid gelatin capsules.

Modelling and biopharmaceutical testing of edible gels
with cranberry fruit extracts

Modelling of gels with cranberry fruit extracts and the evaluation of the
kinetics of the anthocyanins released by these pharmaceutical dosage forms
provide important information relevant for the optimization of the compo-
sition of gel formulations. In this study, we produced nine different gel formu-
lations (G1-G9Y) containing freeze-dried cranberry fruit extract and conducted
a biopharmaceutical evaluation of the simulated gels. In formulations G4-G6,
we used sodium carboxymethylcellulose as a gelling agent, and in formu-
lations G7-G9, we used sodium carboxymethylcellulose with carbomer as an
excipient for the gelation.

In the dissolution test, the release of anthocyanins from the gels
containing sodium carboxymethyl cellulose with carbomer G7 and G8 into
the acceptor medium was gradual, thus prolonging the release time of the
active compounds.

The study showed that anthocyanins diffused gradually through the
hydrophilic membrane, and the total amount of anthocyanins released from
the simulated gels (G1-G9) within the first hour ranged from 6% to 14%
(Fig. 3.4.2.2). The highest total amount of anthocyanins (579 pg) was
released from the G1 gel, which accounted for 70% of the anthocyanins
present in the gel (p <0.05). The release of anthocyanins from gel formu-
lations G2—G9 was slower, and less than 57% of the anthocyanin content was
released from the formulations after 6 hours (Fig. 3.4.2.2).

Tests were carried out to determine the antimicrobial activity of gels
containing cranberry fruit extract. The results are shown in Fig. 3.4.2.3. The
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tests were carried out on bacterial cultures of S. aureus, S. epidermidis,
P vulgaris, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli, and the fungus C. albicans.
Gels containing dry cranberry extract were found to have statistically
significantly higher antimicrobial activity than gels without cranberry extract
(p <0.05) (Fig. 3.4.2.3).

Bioactivity of cranberry fruit extracts

In order to gain a deeper understanding of the antioxidant potential of the
cranberry fruit extracts tested, their antiradical activity was evaluated using
the ABTS and TFPH assays, and their reductive activity was evaluated using
the FRAP and CUPRAC assays (Fig.3.5.1.1). The aqueous extract of
cranberry fruit samples (P2) was found to have the strongest reducing activity
(170 uM TE/g) as tested via the CUPRAC method. Meanwhile, aqueous
extracts of fruit samples of V. macrocarpon (S2) and V. oxycoccos (P2) tested
via the FRAP technique were found to have the strongest reducing activity
(101 uM TE/g and 129 uM TE/g, respectively). The aqueous extract of
V. oxycoccos fruit samples (P2) showed the strongest antiradical activity as
assessed via the ABTS (115 pmol TE/g) and TFPH (27 umol TE/g) methods
(Fig. 3.5.1.1).

The antibacterial activity of dry ethanolic (P1 and S1) and aqueous (P2
and S2) cranberry fruit extracts was determined by the treatment of strains of
bacterial cultures of S. aureus, P. vulgaris, E. coli., P. aeruginosa, S. epi-
dermidis, and K. pneumoniae, (Fig. 3.5.2.1). Cranberry fruit extracts P1, P2,
S1, and S2 statistically significantly inhibited the in vitro growth of S. aureus,
S. epidermidis, E. coli, and K. pneumoniae strains, compared to the control
samples.

In order to better understand the anticancer potential of biologically
active compounds in V. oxycoccos and V. macrocarpon fruits, it is relevant to
carry out comparative studies of the anticancer activity of different cranberry
extracts. In this study, we determined the cytotoxic effects of cranberry fruit
extracts P1, P2, S1, and S2 in prostate carcinoma (PPC-1) and renal carci-
noma (CakKi-1) cell lines. Aqueous and ethanolic extracts of V. oxycoccos and
V. macrocarpon fruits reduced the viability of both prostate carcinoma (PPC-1)
and renal carcinoma (CakKi-1) cell lines (Fig. 3.5.3.1). The tested cranberry
fruit extracts P1, P2, S1, and S2 showed by 1.3—1.6 times more antitumor
activity in PPC-1 cell lines than in CaKi-1 cell lines. The ethanolic V. oxyco-
ccos fruit extract P1 showed the most pronounced cytotoxic activity among
the cranberry fruit extracts tested (ECso values in the PPC-1 and CaKi-1 cell
lines were 0.69 + 0.21 mg/ml and 1.08 + 0.16 mg/ml, respectively).
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We determined that cranberry fruit extracts P1, P2, and S2 were non-
selective in inhibiting the viability of non-cancerous human fibroblast (HF)
cell lines, compared to the viability of cancerous prostate carcinoma (PPC-1)
and renal carcinoma (CaKi-1) cell lines (p > 0.05). Meanwhile, the ethanolic
(S1) extract of V. macrocarpon fruit samples had a weaker effect on the
viability of human fibroblast (HF) cell lines than on PPC-1 and CaKi-1 cancer
cell lines (p < 0.05).

The effect of cranberry fruit extracts (P1, P2, S1, and S2) on the migra-
tory activity of PPC-1 and CaKi-1 cancer cells was determined using the
"wound healing" method (the results of the evaluation are presented in
Fig. 3.5.3.2). The ECso concentrations of cranberry fruit extracts (P1, P2, S1,
and S2) did not have any statistically significant effect on the CaKi-1
migration activity after 12 h, but statistically significantly decreased it after
24 h, compared with the control samples. We found that the ethanolic
V. macrocarpon extract S1 at ECso concentration statistically significantly
inhibited the migratory activity of the PPC-1 cell line after 48 and 72 h. Given
the fact that extracts with different phytochemical compositions reduced cell
viability, it is relevant to further investigate the individual effects and
synergistic interactions of bioactive compounds.

CONCLUSIONS

1. In this study, we developed and optimized the UPLCs methodologies for
the qualitative and quantitative determination of phenolic and triterpene
compounds in cranberry fruit samples. The validation values for the
parameters of detection and identification limits, specificity, linearity
(R%>0.999), precision, and reproducibility (80-110%) were in accor-
dance with the requirements and confirm the suitability of the metho-
dologies for application.

2. The highest anthocyanin content (8.64-9.32 mg/g) was found in fruit
samples of cranberry cultivars ‘Black Veil’, ‘Franclin’, and ‘Early Black’.
The highest levels of proanthocyanidins (2.78-3.39 mg EE/g) were
found in fruit samples of cranberry cultivars ‘Kalnciema Agra’, ‘Kalncie-
ma Tumsa’, and ‘Kalnciema Raziga’ bred in Latvia, as well as in fruit
samples of cranberry cultivars ‘Searles’ and ‘Howes’ bred in the USA.
The highest levels of flavonols (1.37-1.40 mg/g) were found in fruit
samples of cranberry cultivars ‘Howes’, ‘Black Veil’, and ‘Salaspils
Melnas’. The analysis of the quantitative composition of triterpene
compounds showed that the fruit samples of the cranberry cultivar ‘Early
Black’ contained the highest level of triterpene compounds (6.62 mg/g).
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The study of the variation in the quantitative composition of phenolic and
triterpene compounds in V. macrocarpon fruit collected at ripening
showed that the qualitative and quantitative composition of biologically
active compounds in cranberry samples varied from August 12 to
October 22: the content of triterpene compounds decreased by a factor of
1.3, the content of proanthocyanidins decreased by a factor of 2, the
content of chlorogenic acid decreased by a factor of 1.3, the content of
flavonols decreased by a factor of 2, and the content of anthocyanins
increased by up to 450 times.

The qualitative and quantitative composition of bioactive compounds
found in small cranberry fruit samples collected from different wetland
types varied. Cranberry fruit samples collected from oligotrophic shrub
swamp and bog habitats contained higher levels of anthocyanins, antho-
cyanindins, flavonol glycosides, and proanthocyanidins. Meanwhile,
cranberry fruit samples collected in mesotrophic reed and birch swamp-type
vegetation and in oligotrophic wild rosemary swamp-type vegetation
contained higher levels of triterpene compounds.

The evaluation of the variation in the quantitative composition of phe-
nolic and triterpene compounds in fruit samples of V. oxycoccos collected
during ripening showed that the qualitative and quantitative composition
of bioactive compounds in cranberry samples varied from July 30 to
November 20. The content of triterpene compounds in the fruit samples
decreased by a factor of 1.2, the content of proanthocyanidins decreased
by a factor of 2, the content of chlorogenic acid decreased by a factor of
10, the content of flavonols decreased by a factor of 2, and the content of
anthocyanins increased by a factor of 340.

We conducted an in vitro biopharmaceutical evaluation of hard capsules
containing freeze-dried cranberry fruit powder. The evaluation showed
that the excipient chitosan significantly prolonged the time of the release
of anthocyanins into the acceptor medium. Chitosan at 25% of the
capsule weight prolonged the disintegration time of the modeled capsules
by >30 min.

We also conducted an in vitro biopharmaceutical evaluation of cranberry
fruit extract gel formulations. The excipients sodium carboxymethylcel-
lulose and carbomer in the gel formulations statistically significantly
prolonged the dissolution rate of the anthocyanins and the time of
relaxation through the hydrophilic membrane into the acceptor medium.
The in vitro study showed that the gel formulations significantly inhibited
the growth of bacterial strains S. aureus, S. epidermidis, P. vulgaris,
K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli, and the fungus C. albicans in vitro.
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8. Ethanolic cranberry fruit sample extracts P1 and S1, which were domi-
nated by lipophilic compounds, were found to be by 2—14 times weaker
in antioxidant activity, compared to aqueous dry cranberry fruit extracts
P2 and S2, in which hydrophilic compounds predominated.

9. We evaluated the antibacterial activity of dry ethanolic (P1 and S1) and
dry aqueous (P2 and S2) extracts of cranberry fruit samples. Cranberry
fruit extracts P1, P2, S1, and S2 showed a statistically significant inhi-
bition of the in vitro growth of bacterial strains S. aureus, S. epidermidis,
E. coli, and K. pneumoniae, compared to the control samples. Mean-
while, only the aqueous V. macrocarpon fruit extract (S2) inhibited the
growth of P. aeruginosa strains to a statistically significant extent.

10. In vitro studies showed that aqueous and ethanolic extracts of V. oxy-
coccos and V. macrocarpon fruit samples reduced the viability of prostate
carcinoma (PPC-1) and renal carcinoma (CaKi-1) cells. The ECso
concentrations of P1, P2, S1, and S2 extracts of cranberry fruit samples
statistically significantly decreased CaKi-1 cell migration activity after
24 h, compared to the control samples. The ethanolic V. macrocarpon
fruit extract (S1) at the concentration of ECsg statistically significantly
inhibited the migratory activity of PPC-1 cells at 48 h and 72 h and had
a more selective effect on the viability of cancerous PPC-1 and CaKi-1
cells than on the viability of non-cancerous HF cells, compared to the
other cranberry fruit extracts (P1, P2, and S2).
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