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Santrumpos
ESC 

efektyvioji skysčių chromatografija

KFE 

kietafazė ekstrakcija

DPPH 

2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas

CH3CN 

acetonitrilas

CH3OH 

metanolis

TFR 

trifluoracto rūgštis
GRE

galo rūgšties ekvivalentas
RE


rutino ekvivalentas 
DŽV

džiovinta
ŠVŽ

šviežia
Santrauka

Medus ir jo produktai, kaip bičių duonelė yra vertingi, dėl komponentų, kurie įeina į šių produktų sudėtį, pvz., fenoliniai junginiai. Fenoliniai junginiai pasižymi įvairiomis savybėmis: priešuždegiminiu, antimikrobiniu veikimu, flavonoidai pasižymi antioksidacinėmis savybėmis. Šio darbo tikslas – atlikti skirtingose vietovėse surinktos, šviežios ir džiovintos, bičių duonelės fenolinių junginių ekstrakciją ir įvertinti jų antioksidacinį aktyvumą.

Buvo optimizuotos ekstrakcijos sąlygos. Paruošti bičių duonelės ekstraktai po kietafazės ekstrakcijos buvo išanalizuoti skirtingais spektrofotometriniais metodais, efektyviąja skysčių chromatografija su reakcijos detektoriumi, buvo nustatytas vitamino C kiekis ekstraktuose titrimetriniu metodu. Bendras fenolinių junginių kiekis, flavonoidų kiekis, karotinoidų kiekis bičių duonelės mėginiuose buvo nustatyti spektrofotometriniais metodais. Efektyviąja skysčių chromatografija buvo identifikuoti biologiškai aktyvūs junginiai bičių duonelės ekstraktuose.
Didžiausia ekstrakcine geba (vertinant bendrą fenolinių junginių kiekį) pasižymi 75% CH3OH tirpiklis. Didžiausias fenolinių junginių kiekis nustatytas džiovintoje Krakės vietovėje rinktoje bičių duonelėje 20,51 ± 0,02 mg/g (išreiškiant galo rūgšties ekvivalentais) arba 41,07±0,15 mg/g (išreiškiant rutino ekvivalentais). Flavonoidų didžiausiais kiekis nustatytas džiovintame bičių duonelės mišinyje 11,54±0,09 mg/g (išreiškiant rutino ekvivalentais). Didžiausiu antiksidaciniu aktyvumu pasižymi džiovinta Krakės vietovėje rinkta bičių duonelėje. Nustatytas didžiausias vitamino C kiekis nustatytas Lažuose rinktoje bičių duonelėje - 0,187±0,006 mg/g.
Efektyviosios skysčių chromatografijos metodu, bičių duonelėje išskirstyti ir identifikuoti šie junginiai: kvercitrinas, naringeninas, kvercetinas, apigeninas, trans-p-kumaro rūgštis, ferulo rūgštis, rutinas, luteolinas.
Summary 
Honey and its products, such as bee bread are useful, for components, that are included in the composition, for example, phenolic compounds. Phenolic compounds have a variety of anti-inflammatory properties, antimicrobial activity, flavonoids have antioxidant properties. The object of this study is to make an extraction evaluate of dried and fresh bee bread harvested in different areas fenolic compounds, and evaluate their antioxidant activity. Were optimized extraction conditions. Bee bread extracts prepared after solid phase extraction and were analyzed spectrophotometrically, HPLC with the detector response, was content of vitamin C determined in the extracts. Total phenolic compounds, total flavonoids content, total carotenoids content in bee bread samples was evaluated spectrofotometrically performance liquid chromatography were used to identify iologically active compounds in bee bread exstacts.
The highest extraction efficiency was 75% of CH3OH solvent. The highest amount of phenolic compounds were founding of in the dried bee bread area Krakus 20.51 ± 0.02 (GRE mg/g), 41.07 ± 0.149 (RE mg/g). Largest total amount of flavanoids in the dried bee bread sample were DŽV1 RE 11.54 ± 0.09 (mg/g). The highest antioxidant activity has dried bee bread collected in Krakus. The maximum amount of vitamin C has been found in Lažai dialed bee bread - 0.187 ± 0.006 mg/g.
Main components of bee bread were separated and indentificated by high performance liquid chromatography: qeurcitrin, naringenin, quercetin, apigenin, trans-p-coumaric acid, ferulic acid, rutin, luteolin.

.

ĮVADAS
Viena iš legendų byloja, kad bitės – Dievo dovana žmogui. Dar senovės Egipte medus ir jo produktai buvo naudojami ne tik kaip maisto produktai, bet ir kaip gydomosios, kosmetinės ar konservuojančios medžiagos. Kai kurios tautos medumi balzamuodavo mirusius vadus, karalius. Teigiama, kad taip balzamuoti kūnai išlieka tokie, kaip ir gyviems esant [1].

Nuo senų laikų buvo manoma, jog medus - labai veiksminga pačios gamtos sukurta gydomoji priemonė nuo daugelio ligų, jis žmonių pripažintas natūraliu vaistu ir naudojamas medicinoje jau tūkstančius metų [2, 3]. Tai labai maistingas produktas. Organizmas jį lengvai pasisavina. 

Ne tik medus, bet ir jo produktai palankiai veikia moters organizmą, tinka sergant ginekologinėmis ligomis, malšina menstruacijų skausmus, palengvina klimakterinio laikotarpio sukeltus negalavimus [3]. Visi mes mėgstame medų ir žinome jo naudą organizmui. Tačiau kartais šalia sustatytų medaus indelių pas bitininkus ant prekystalio matome gelsvos spalvos, keistoko skonio granules. Kas tai? Tai labai vertingas produktas - bičių duonelė, kuri taip pat pasižymi teigiamu poveikiu žmogaus organizmui.
Oksidacinis stresas yra ligų priežastis, kurį sukelia laisvieji radikalai ir singuletinio deguonies atmainos. Oksidacinio streso metu susidarę laisvieji radikalai atakuoja ląsteles ir sukelia dažnai negrįžtamus pakitimus [4]. Antioksidantai – svarbūs fitocheminiai elementai, neutralizuojantys neigiamą laisvųjų radikalų poveikį ląstelių sienelėms. Jei antioksidacinės organizmo sistemos nesugeba kovoti su aktyviomis deguonies formomis, laisvųjų radikalų sukeltos grandininės reakcijos sutrikdo organizmo veiklą.
Daugelis augalinės kilmės maisto produktų yra natūralių antioksidantų šaltinis. Todėl yra svarbus antioksidacinių junginių išskyrimas. Flavonoidai – polifenoliniai junginiai paplitę gamtoje. Polifenolinių junginių mišinio sudėtis sudėtinga, jį sudarantys junginiai dažnai būna panašūs fizikinėmis ar cheminėmis savybėmis. Plačiai paplitęs mišinio komponentų išskirstymo ir analizės metodas - ESC, kuri labai pagreitino atskyrimo procesą.
Temos aktualumas: Dažnai žmonės papildydami savo racioną, į jį įtraukia bičių duonelę, tačiau retai kas susimąsto, kokių junginių gausu šiose mažose granulėse. Bičių duonelėje gausu fenolinių junginių, kurie pasižymi antioksidacinėmis savybėmis, kitų žmogaus mitybai vertingų medžiagų, vitaminų. Fenoliniai junginiai, plačiai paplitę augalinės kilmės maisto produktuose, pasižymi antioksidacinėmis savybėmis, kurios apsaugo žmogaus organizmą nuo įvairių susirgimų. Lietuvoje surenkama bičių duonelės sudėtis nėra plačiai tirta, taip pat fenolinių junginių sudėčiai įtakos turi ir botaninė bičių duonelės kilmė bei jos konservavimo sąlygos, t.y. džiovinimas. 
Darbo tikslas: Atlikti skirtingose vietovėse surinktos, šviežios ir džiovintos, bičių duonelės fenolinių junginių ekstrakciją ir įvertinti jų antioksidacinį aktyvumą.

Uždaviniai:
1. Optimizuoti bičių duonelės fenolinių junginių ekstrakcijos sąlygas;
2. Atlikti fenolinių junginių ekstrakciją ir įvertinti bendrus fenolinių junginių ir flavonoidų kiekius;
3. Nustatyti bičių duonelės ekstraktų antioksidacinį aktyvumą;

4. Nustatyti vitamino C kiekį bičių duonelėje; 
5. Identifikuoti biologiškai aktyvius junginius efektyviosios skysčių chromatografijos metodu.
1. LITERATŪROS APŽVALGA
1.1 Medus 
Paties žodžio medus kilmė siejama su bitės pavadinimu: bitė lotyniškai mel; graikiškai - melissa. Kaip paties medaus žodžio kilmė, taip ir medaus vartojimo nurodymai mus pasiekė iš senų tautų. Dar didysis graikų gydytojas Hipokratas (377 m.pr.Kr.) nurodė, kad vynas ir medus žmonėms teikia didelę reikšmę [5].
Medus – saldus, tąsus skystis, bičių gaminamas iš žieduose esančio nektaro[6]. Nektaras į bičių medaus skilvelį patenka susimaišęs su seilėmis, ir čia nektare esanti sacharozė yra veikiama fermentų ir skyla į gliukozę ir fruktozę. Perdirbtą nektarą bitės supila į korius, kur jis pilnai subręsta ir tampa medumi.

Meduje yra apie 19 % vandens, daug angliavandenių, iš kurių daugiausiai – fruktozės ir gliukozės (po 33-40 %). Taip pat meduje yra 1,5-5 % sacharozės, 5-10 % maltozės kitų cukrų, mineralinių medžiagų (geležies, kalio kalcio, magnio natrio) bei kitų medžiagų (tiamino, riboflavino, vitamino C, niacino, pantoteno rūgšties) [6]. Taip pat meduje yra nedideli kiekiai fermentų, fitoncidų, hormonų, aromatinių bei baktericidinių medžiagų. Medus turi antioksidacinių savybių. Medaus antibakterines savybes daugiausia lemia fermentas gliukozės oksidazė, kuriam dalyvaujant, gliukozė skyla į gliukono laktoną ir vandenilio peroksidą.

Iki mūsų laikų natūralus bičių medus buvo vartojamas kaip saldus maistas. Juk cukraus gamyba atsirado neseniai. Medus dažniausiai vartojamas kaip desertas arba gydomasis produktas. Retieji medaus junginiai, fermentai, vitaminai ir organinės rūgštys teigiamai veikia žmogaus nervus [7].
Vertingomis savybėmis pasižymi ne tik medus, daug veikliųjų medžiagų savo sudėtyje turi ir medaus produktai: bičių pikis, žiedadulkės, vaškas, bičių duonelė, bičių nuodai, kuriuos taip pat žmonės gali vartoti savo racione.

1.2 Bičių pikis
Bičių pikis, dar vadinamas propoliu, (1 pav.) – tai sakingas stipraus kvapo ir kartoko, aštraus skonio produktas. Pasižymi itin stipriomis baktericidinėmis ir dezinfekuojamosiomis savybėmis. Vartojamas sergant peršalimo ligomis, gydant opas, žaizdas, nušalimus, sąnarių ligas [8].
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1 pav. Bičių pikis
1.3 Bičių pienelis 
Tai gelsva, aitri, rūgštoka tyrelė. Ją pašarminus pro mikroskopą galima matyti įvairių priemaišų - žiedadulkių, vaško trupinėlių, smulkių augalų dalelių ir kt. [9]. Bičių pienelis pasižymi antivirusiniu, antibakteriniu poveikiu, didina hemoglobino koncentraciją kraujyje, mažina cholesterolio kiekį bei padidina fosfolipidų koncentraciją kraujyje. Pastebėta, kad, vartojant bičių pienelio, greičiau gyja kaulų lūžiai. Pagerina atmintį, virškinimo organų veiklą. Bičių pienelis skatina senstančių ląstelių atsinaujinimą bei stimuliuoja liaukų sekreciją. Pastaruoju metu daug kalbama apie jo savybę gerinti vyrų lytinį pajėgumą. Bičių pienelis skatina apykaitos procesus, todėl manoma, kad tinka vėžinių ligų profilaktikai ir joms gydyti (šalia pagrindinės terapijos) bei žmonėms, gaunantiems didesnes radiacijos dozes [1].
Natūralus bičių pienelis turi 65% vandens ir 35% kitų medžiagų: 9-19%. baltymų, 9-18% angliavandenių, 4-6,5% riebalų, iš jų 16 riebalinių rūgščių. Baltymuose yra 22 nepakeičiamos amino rūgštys, t.y. tokios, kurių žmogaus organizmas pats negamina, o privalo gauti su maistu. Bičių pienelyje yra beveik visi B grupės vitaminai, taip pat vitaminai C, A, D, PP, E, pantoteno ir folinės rūgštys. Tokių svarbių biologinių medžiagų kaip vitaminas B5 (pantoteno rūgštis) pienelyje yra daugiausia. Jame gausu mineralinių medžiagų, ypač geležies, sieros, magnio, mangano, kalcio, cinko, kobalto [9].
Bičių pienelį reikia laikyti tamsioje šaltoje vietoje (-2 – -5 °C), geriausia – šaldytuve. Manoma, kad bičių pienelis – geriausia profilaktikos priemonė šiuolaikiniam žmogui, gyvenančiam užterštoje aplinkoje, visą laiką ir visur skubančiam, kuris neturi laiko sustoti ir tinkamai savimi pasirūpinti. Japonijoje visiems ikimokyklinio ir mokyklinio amžiaus vaikams profilaktiškai skiriama bičių pienelio. Japonijoje suvartojama apie 100 000 kg bičių pienelio, turint omeny, kad vienam vaikui per mėnesį tereikia 1–2 g šios medžiagos. Bičių pienelio nerekomenduojama vartoti prieš miegą [1]. 
1.4 Bičių nuodai 
Bičių nuodai - skaidrus, bespalvis, specifinio kvapo, kartaus skonio skystis. Jie gerai tirpsta vandenyje, blogai- spirite [10].
Bičių nuodai pasižymi itin stipriomis imunitetą stiprinančiomis savybėmis, malšina skausmą. Nustatyta, kad bičių nuoduose esantis adolapinas net 80 kartų stipriau už opijų malšina skausmą. Bičių nuodai patekimo vietoje sukelia specifinę kraujagyslių reakciją, smarkiai padidindami vaistinių medžiagų patekimo į organizmą galimybę. Taip pat bičių nuodai skystina kraują. [1].
Bičių nuodus sudaro šie komponentai[10]:

· Melitinas – apie 50-55% sausų medžiagų. Jo sudėtyje yra 26 aminorūgštys. Melitinas farmakologiškai labai aktyvus. Melitinas atsakingas už antibakterinį, priešuždegiminį veikimą, skatina imuninius organizmo procesus.

· Apaminas – tai polipeptidas, kuriame yra 18 aminorūgščių. Sudaro ~ 3% sausųjų medžiagų. 
· Hialuronidazė – sudaranti ~ 2%, yra specifinis hialuroninės rūgšties enzimas. Jis padeda geriau isikverbti bičių nuodams per odą. Teigiamai veikia gydant pažeistą jungiamąjį audinį.
· Histaminas – sudaro ~ 1%. Nuo jo priklauso skausmas ir odos perštėjimas įgėlus bitei.

· Netoksiški baltymai – iš jų paminėtinas peptidas ir adolapinas, kurie lemia priešuždegiminį aktyvumą.

1.5 Žiedadulkės

Žiedadulkės - tai vyriškos lytinės augalų ląstelės, kurias renka bitės, jas kaupia kaip maisto atsargas ir jomis maitinasi. Vasaros metu laukuose žydi daug ir įvairiaspalvių žiedų iš kurių bitės renka žiedadulkes. Dėl augalų įvairovės skiriasi žiedadulkių forma, spalva. Skraidydamos nuo žiedo prie žiedo, bitės žiedadulkes suvilgydamos nektaru bei seilėmis, sulipdo į gumulėlį, sudeda į gurbelius esančius prie užpakalinių kojelių, ir neša į avilį. Per vieną skrydį bitės surenka maždaug po 20 mg žiedadulkių. Ką tik surinktos žiedadulkės turi iki 15-20 proc. drėgmės, todėl jas reikia džiovinti. Išdžiovintos žiedadulkės fasuojamos ir pateikiamos vartotojui [11].

Kaip ir kiti bičių gaminami produktai iš augalų surinktos žiedadulkės taip pat turi teigiamąjį poveikį žmogaus organizmui. Žiedadulkių teigiamos savybės žmogaus organizmui [12]:

·  aprūpina organizmą maistingomis medžiagomis t.y. B grupės vitaminais, mineralais, augalinėmis riebalų rūgštimis; 

·  padeda įveikti medžiagų apykaitos problemas; 

·  mažina kenksmingų bakterijų aktyvumą; 

·  šalina iš organizmo nuodingąsias medžiagas; 

·  reguliuoja virškinimą, todėl gerėja žarnyno veikla;
· gerina kraujotaką; 

· stiprina imuninę sistemą; 

· stiprina vegetacinę nervų sistemą.
1.6 Bičių duonelė

Bičių duonelė - labai vertingas produktas, turintis beveik visas subalansuotas maisto medžiagas, reikalingas organizmui.

Bičių duonelė - yra bičių surinktos ir korių akutėse užkonservuotos žiedadulkės. Bičių duonelėje gausu vitaminų, baltymų, riebalų, angliavandenių, mineralinių medžiagų, mikroelementų ir kt. Duonelę lengviau negu žiedadulkes pasisavina organizmas [13].
Bičių duonelėje yra apie 20 % baltymų, 24-34 % angliavandenių ir 1,5 % lipidų. Į bičių duonelės sudėtį įeina didelis geležies kiekis, kobalto, fosforo, kalcio. Tai viena iš turtingiausių natūralių maisto produktų, kurių sudėtyje yra seleno. Bičių duonelė taip pat puikus kalio ir B grupės vitaminų šaltinis. 
Tai natūralus maisto papildas turintis fitohormonų, flavonoidų, amino rūgščių, mineralinių ir kitų  biologiškai aktyvių junginių [14]. 

Bičių duonelė rekomenduojama sergantiesiems mažakraujyste, hepatitu, cukriniu diabetu, virškinamojo trakto, ypač žarnyno, kepenų ligomis, nusilpus.

Bičių duonelę profilaktiškai rekomenduojama vartoti po 10-15 g, o gydymo tikslais - 20-30 g per dieną [15].

1.6.1 Gydomosios bičių duonelės savybės

Aprūpina žmogaus organizmą svarbiomis biologinėmis medžiagomis ir taip pat padeda išvengti dėl šių medžiagų trūkumo atsirandančius negalavimus [15,22]:
· šalina fizinį ir protinį nuovargį, gerina nuotaiką;
· tinka jėgų atstatymui po įvairių susirgimų;

· stiprina imuninę sistemą;

· reguliuoja sutrikusią virškinamojo trakto veiklą;

· padeda prieš aterosklerozę, tinka jos profilaktikai;

· mažakraujystės profilaktikai;

· padeda gydyti širdies ir kraujotakos sutrikimus;

· padeda nuo medžiagų apykaitos sutrikimų;

· šalina iš organizmo nuodingąsias medžiagas;

· padeda sergant diabetu;

· stiprina nervų sistemą.

· saugo vegetacinę nervų sistemą;

· gerina kraujotaką;

· teigiamai veikia kraujo gamybos organus, didina hemoglobino ir eritrocitų kiekį kraujyje;

· šalina cholesterolio perteklių organizme;

· padeda greičiau atsistatyti po sunkių fizinių ir protinių darbų, šalina nuovargį;

· puoselėja odą iš vidaus;

· reguliuoja virškinimą ir gerina žarnyno veiklą;

· reguliuoja skydliaukės veiklą;

· prostatos adenomos profilaktikai ir t.t

Žiedadulkės ir bičių duonelė panašūs produktai, tačiau jos tarpusavyje šiek tiek skirias, o skirtumas slypi tame, kad žiedadulkės atneštos į avilį yra tarsi perdirbamos. Sugrįžusios į avilį bitės su žiedadulkių gumulėliais, jas sudeda į korio akeles, sumaišo su maža dalimi medaus ir tvirtai suspaudžia. Pridėjusios du trečdalius akelės, likusią dalį užpila medumi ir akelę užlipdo vašku. Veikiant tam tikriems fermentams skyla baltymai, riebalai ir angliavandeniai. Taip paruoštos žiedadulkės jau vadinamos bičių duonele [15].

Nuo žiedadulkių bičių duonelė skiriasi tuo, kad joje yra monosacharidų, pieno rūgšties ir daugiau vitamino K.
Biocheminiu požiūriu ji turi mažiau baltymų, kur kas daugiau angliavandenių ir iki 1,5% lipidų. Bičių duonelės vitaminų sudėtis yra beveik tokia pati kaip žiedadulkių, tačiau duonelėje yra daugiau vitamino K ir gerokai mažiau E [16, 23].
Bičių duonelės aktyvusis rūgštingumas (pH 4,3) yra didesnis negu žiedadulkių (pH 6,3) [11, 15].
1.6.2 Bičių duonelės privalumai

Perskaičius apie bičių duonelės teigiamas savybes, kyla klausimas, kurį produktą įtraukti į savo racioną: žiedadulkės ar bičių duonelę? Kai kuriomis savybėmis bičių duonelė lenkia žiedadulkes. Pastarųjų metų tyrimais nustatyta, kad bičių duonelę lengviau įsisavina žmogaus organizmas [13].

Fermentuojantis duonelei, skyla ją sudarančių žiedadulkių apvalkalėlis ir išlaisvinamos viduje esančios medžiagos, galinčios greičiau absorbuotis organizme. Vykstant fermentiniams procesams, dalis duonelėje esančių baltymų skyla iki paprastesnių junginių - peptidų ir laisvųjų aminorūgščių, o dalis sudėtingų angliavandenių suskaidomi iki monosacharidų, kurių dalis virsta pieno rūgštimi. Pieno rūgšties dėka bičių duonelė įgyja didesnį rūgštingumą, kuris stabdo įvairių pelėsių, mikroorganizmų, puvimo bakterijų dauginimąsi ir vystimąsi. Todėl šio konservuoto bičių produkto savybės laikui bėgant mažai kinta ir bičių duonelę galima ilgiau vartoti negu žiedadulkes. Savo kaloringumu bičių duonelė prilygsta augalinės kilmės maisto produktams - miltams, ryžiams, žirniams. Iš daugelio mineralinių medžiagų bičių duonelėje daugiausia yra geležies, kobalto, fosforo ir kalcio. Aminorūgštys sudaro apie 15 proc. bičių duonelės sausųjų medžiagų. 

Bičių duonelės biologiškai aktyvių medžiagų kiekis irgi skiriasi nuo žiedadulkių, nes bičių duonelėje gausu tokių fermentų kaip sacharazė, amilazė, katalazė, aminotransferazė ir adenozintrifosfatazė. Be to bičių duonelėje yra organinių rūgščių, kai kurių hormonų, pigmentų, o taip pat medžiagų, pasižyminčių antibiotinėmis savybėmis. Visuma tokių svarbių organizmo gyvybiniams procesams medžiagų ir sąlygoja ryškų biostimuliuojantį bičių duonelės poveikį.
Bičių duonelėje esantis mažas vitamino E ir estrogenų kiekis suteikia galimybę ją profilaktiškai vartoti įvairaus amžiaus žmonėms ir net vaikams. Alergijos atvejai bičių duonelei labai reti [11].Rekomenduojama sergant virškinimo trakto organų, odos, nervų ir endokrininės sistemos ligomis, hipertonija, mažakraujyste.
 Išimta iš avilio bičių duonelė, laikoma sausoje ir vėsioje vietoje, negenda ilgai. Ilgiau kaip metus laikomoje bičių duonoje vitaminų beveik nelieka [3].

1.6.3 Cheminiai žiedadulkių pasikeitimai

Jeigu palygintumėme rankomis surinktas ir bičių surinktas žiedadulkes, tai jų cheminė sudėtis būtu nevienoda. Kad žiedadulkės lengviau suliptų į gumulėlius, bitė primaišo nektaro arba medaus.
Veikiant anaerobinėms, pagrindinai pieno rūgšties, bakterijoms, bičių seilių, taip pat ir pačiose žiedadulkėse esantiems fermentams, jos pradeda rūgti, fermentuotis. Sudėtingi cheminiai junginiai skyla į paprastesnes medžiagas. Ryklės liaukų fermentas amilazė suskaldo krakmolą, o invertazė toliau skaldo sacharozę į gliukoze ir fruktozę.  Krūtinės liaukų fermentai proteazė, pepsinas ir tripsinas dalį baltymų suskaldo iki peptonų ir amino rūgščių, pasigamina daug pieno rūgšties ir vitamino K. Nuo čia žiedadulkės jau vadinamos bičių duonelės [11]. Žiedadulkių ir bičių duonelės cheminė sudėtis skirtinga (1 lentelė).
1 lentelė. Žiedadulkių ir bičių duonelės cheminė sudėtis (%) [11]
	
	Cukrus
	Baltymai
	Riebalai
	Mineralinės medžiagos
	Pieno rūgštis
	pH

	Žiedadulkės
	18,50
	24,06
	3,33
	2,55
	0,56
	6,3

	Bičių duonelė
	34,80
	21,80
	1,58
	2,43
	3,06
	4,3


Iš 1 lentelės matome, kad bičių duonoje šiek tiek mažiau baltymų, riebalų kiekis skiriasi beveik du kartus, bičių duonelėje jis mažesnis. Cukraus bičių duonelėje daugiau apie 2 kartus, matyt kaip ir minėjau dėl to, kad žiedadulkės yra suvilgomos medumi arba nektaru. Pieno rūgštis užkonservuoja žiedadulkes, todėl bičių duonelėje jo kiekis yra 5 – 6 kartus didesnis negu žiedadulkėse. Dėl šių cheminių pasikeitimų žiedadulkių virškinamumas padidėja 3-13%, lyginant su surinktomis rankomis. Ilgai laikomos bičių duonelės maistinė vertė mažėja, vasaros laikotarpiu kas mėnesį 8-9%, rudens - žiemos mėnesiais 5-6%. Iki pavasario bičių duonelė netenka 30-40%, po metų 75% maistinės vertės, o po 1,5 m. visai nebetinka naudojimui [11].
1.7 Laisvieji radikalai 
Apie 90% sukeliamų ligų lemia aplinkos faktoriai, mitybos įpročiai. Daugiau nei trečdalio vėžinių susirgimų įmanoma išvengti vien tik pakeitus mitybos įpročius [15]. Tarp daugelio pagrindinių sukeliamų chroninių ligų, pavojingiausiais ir svarbiausiais veiksniais laikomi laisvieji radikalai ir aktyvios deguonies formos [15,16]. Radikalai ir aktyviosios deguonies formos, tokios kaip superoksido anijonas (O2- ), hidroksilo radikalas (OH•) ir peroksido radikalas (ROO•) yra tarpininkai tarp lėtinių, uždegiminių ir imuninių ligų, cukrinio diabeto, kraujagyslių, kataraktos, įvairialypės sklerozės, miokardo, bei senėjimo procesų. 
Daugelis laisvųjų radikalų yra nestabilūs, jie greitai reaguoja, nes turi laisvą elektronų porą. Radikalai gaminasi aerobinio metabolizmo metu, gyvybei jie yra būtini. Imuninei sistemai laisvieji radikalai reikalingi tam, kad organizmas galėtų kovoti su bakterijomis ar virusais. Tačiau, jų perteklius organizmui yra žalingas, kadangi jie kenkia DNR, baltymams ir lipidams – svarbiausioms žmogaus organizmo biomolekulėms [14]. Nuolatinis laisvųjų radikalų veikimas gali sukelti membranos struktūros ir funkcijos sutrikimus ir sukelti nepageidaujamus susirgimus tokius kaip kraujagyslių sistemos ligos, vėžiniai susirgimai [17]. Įprastomis sąlygomis kūno ląstelės apsaugotos antioksidantais. 
1.7.1.Antioksidantai

Mūsų organizme vykstant cheminėms reakcijoms, kurių metu maistas paverčiamas reikalinga ląstelėms energija. Tačiau tuo metu susidaro žalingų deguonies darinių, vadinamųjų laisvųjų radikalų. Tai yra molekulės, kurioms trūksta elektronų, todėl jos atakuoja kitas molekules atimdamos elektronus. Taip didėja laisvųjų radikalų armija, kuri pažeidžia ląsteles, paveikia jų DNR, todėl gresia įvairūs negalavimai [18].

Susidarius laisviesiems radikalams su jais į kovą stoja apsauginė sistema – antioksidantai. 

Antioksidantai – cheminės medžiagos, kurios mažina, neutralizuoja ir apsaugo nuo laisvųjų radikalų daromos žalos, atiduodamos savo elektronus, tačiau pačios nenukenčia. 
Antioksidantai – saugo nuo žalingų oksidacinių reakcijų poveikio, sumažindami laisvųjų radikalų veikimą, stabdydami jų susidarymą. Svarbiausias antioksidantų šaltinis: daržovės ir vaisiai, ypač džiovintos slyvos, razinos, mėlynės, gervuogės, granatai, natūralios kakavos pupelės (jose didžiausias kiekis antioksidantų), ir kt. Praktiškai tamsi spalva išduoda didelį antioksidantų kiekį. Raudonas vynas, žalia arbata taip pat turi nemažą antioksidantų kiekį. [19].

Antioksidantai pasižymi ne tik, kad teigiamai veikia žmogaus organizmą, bet ir tuo, kad  apsaugo produktus nuo jų savaiminio gedimo. Kiekviena produktų rūšis genda kitaip, priklausomai nuo produktų sudėties. Greičiausiai genda produktai, kurių sudėtyje yra riebalų bei jų produktų, baltymų. Šie procesai yra vadinami autoksidacija. Autoksidaciją skatina fermentai, oro deguonis bei šviesa. Kaip priešingai veikiančios medžiagos, yra natūralūs antioksidantai (2 lentelę). Antioksidantų funkciją gali atlikti ir vitaminai (3 lentelę). Antioksidantai įsiterpia į autoksidacines reakcijas, sudaro patvarius junginius su maisto medžiagomis ir neleidžia toliau oksiduotis maisto produktui [20].

Antioksidantai gali būti [21]:

· Natūralūs;

· Sintetiniai;

· Sinergistiškai veikiančios medžiagos.

2 lentelė. Antioksidantų šaltiniai maisto produktuose [21] 
	Maisto produktas
	Antioksidantai

	Soja
	Izoflavonai, fenolinė rūgštis

	Žalia ir juoda arbatos
	Polifenoliai, katechinai

	Kava
	Fenolio esteriai

	Raudonas vynas
	Fenolio rūgštis

	Erškėtrožė, šalavijas
	Karnozino rūgštis

	Citrusiniai vaisiai
	Bioflavonoidai

	Svogūnai
	Kvercetinas, kaempferolis

	Alyvuogės
	Polifenoliai


3 lentelė. Vitaminų, turinčių antioksidacinių savybių, šaltiniai maisto produktuose [21]
	Vitaminas
	Pagrindiniai šaltiniai
	Kiti šaltiniai

	E
	Augaliniai aliejai, kviečių gemalai
	Daržovės, vaisiai, mėsa/žuvis

	C
	Citrusiniai vaisiai, erškėtrožės, juodieji serbentai, pomidorai, žirneliai, kopūstinės daržovės

	Karotenoidai, karotinas, likopenas, kriptoksantinas
	Geltonos-oranžinės daržovės ir vaisiai, baklažanai, morkos, pomidorai, citrusiniai vaisiai


Natūralūs antioksidantai. Askorbo rūgštis ir jos junginiai - askorbatai - yra nekenksmingi. Ši rūgštis padeda išsaugoti vitaminą C, stabdo augalinių produktų fermentinio rudavimo reakcijas, slopina riebių produktų (tai yra sviesto, margarino, aliejaus, majonezo) riebalų rūgščių skilimą.

Tokoferoliai pasižymi vitamino E savybėmis. Šios medžiagos yra randamos augaliniuose bei gyvuliniuose riebaluose.
Sintetiniai antioksidantai. Galo rūgšties esteriai arba galatai  pasižymi labai stipriomis antioksidacinėmis savybėmis, tačiau tai taip pat yra toksiškos medžiagos. Šios medžiagos pasižymi kancerogeniniu poveikiu, keičia kraujo fermentinę sudėtį bei sukelia ląstelių biocheminius pokyčius.

Sinergistiškai veikiančios medžiagos. Tai medžiagų grupė, kuri atlieka ne tik antioksidantų, bet ir kitas funkcijas.

Lecitinas yra labai plačiai vartojamas maisto priedas, kuris kartu yra ir antioksidantas, ir emulsiklis.

Citrinų rūgštis ir jos druskos  taip pat veikia kaip daugiafunkcinis maisto priedas, tai yra turi ir emulsiklio savybių. 
Vyno rūgštis ir jos dariniai veikia kaip antioksidantai, emulsikliai, skaidrinančios priemonės.

Didžiausią antioksidantų aktyvumą lemia vaisių bei daržovių sudedamosios dalys, tokios kaip fenolinės rūgštys, flavonoidai, vitaminas C, β-karotinai. Neatsižvelgiant į antioksidantų prigimtį, jie skirstomi į 3 grupes:
· Antioksidantai prijungiantys laisvuosius radikalus (karotinoidai, flavonoidai), nutraukiantys grandinines reakcijas.

· Fermentai antioksidantai – ardantys aktyviąsias deguonies formas (superoksido dismutazė).

· Antioksidaciniai vitaminai (vitaminas C, vitaminas E), nutraukia grandines laisvųjų radikalų susidarymo reakcijose [24].
1.7.2 Fenoliniai junginiai 
Fenoliniai junginiai yra plačiai paplitę, kaip antriniai augalu metabolitai, yra aptinkami visuose augaluose [25]. Jie apsaugo augalą stresinių situacijų metu, pvz. nuo infekcijos, UV radiacijos ir kt. Fenoliniai junginiai sudaro junginių klasę, kurios pagrinde yra fenolis (C6H5OH). Augaluose aptinkami fenoliniai junginiai skirstomi į paprastuosius fenolius, fenolines rūgštis, kumarinus, flavonoidus, stilbenai, taninus, ligninus [26].
Fenolinės rūgštys dėl savo teigiamo poveikio žmogaus sveikatai nenustoja dominti mokslininkų. Be to, fenolinės rūgštys pasižymi priešuždegiminiu, priešvėžiniu ir širdies bei kraujagyslių veiklą stimuliuojančiu poveikiais. 
Fenolinių rūgščių ekstrakcijai naudojami: metanolis, etanolis, acetonas, chloroformas kartu su įvairiomis vandens proporcijomis. Kartais į tirpiklį pridedama askorbo ar kitos rūgšties, siekiant išvengti fenolinių rūgščių degradavimo [26].
1.7.3 Flavonoidai

Flavonoidai  – tai fenolio junginių augaliniai pigmentai yra 2-fenil-benzo-γ-pireno dariniai su C6 - C3 - C6 anglies atomų struktūra (2 pav.).
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2 pav. Flavonoido cheminė struktūra

Flavonoidų gausiausia esama augalų žieduose, lapuose, vaisiuose. Jie randami daugelyje vaisių, daržovių, gėrimuose, pavyzdžiui, vyne, arbatoje ir pasižymi plačiu, teigiamu poveikiu žmogaus sveikatai: gera apsauga nuo prostatos vėžio, veikia kaip antioksidantai, neutralizuojantys žmogaus organizme medžiagų apykaitos metu susidariusių laisvųjų radikalų perteklių, sujungia svarbiausius metalus, sąveikauja su fermentais, reguliuoja riebalų apykaita, lėtina oksidaciją, turi priešuždegiminį poveikį ir t.t.

Tam tikros struktūros flavonoidai ir ypač hidroksilo vieta, nulemiai junginio antioksidacinį aktyvumą, t.y gebėjima atiduoti vandenilį, elektroną arba laisvuosius radikalus [16].
Flavonoidų išskyrimas iš sausos, kietos žaliavos yra labiausiai varginanti ir daugiausia laiko reikalaujanti procedūra. Dažniausiai flavonoidų ekstrakcijai iš augalinės žaliavos naudojami: metanolis, etanolis, vanduo ar šių tirpiklių mišiniai įvairiomis kombinacijomis, kartais juos dar parūgštinant [27].

Ekstraktai, gauti iš augalinių žaliavų visada yra mišinys įvairiausių fenolinių (ir ne tik) junginių. Todėl reikalingi papildomi ekstrakcijos žingsniai, siekiant pašalinti nepageidaujamus fenolinius junginius, vaškus, chlorofilus. Dažniausiai nefenolinėms medžiagoms pašalinti naudojama KFE. Šis būdas plačiai taikomas dėl paprasto naudojimo ir plačių pritaikymo galimybių. Pagrindinis KFE tikslas yra atranki dominuojančių komponentų ekstrakcija iš daug didesnio tūrio kompleksinio tirpalo (ekstrakto). Analičių sulaikymas iš polinio tirpiklio į nepolinį KFE šerdelės sorbentą, (dažniausiai susidedantį iš silikagelio, sujungto su alkilo ar akrilo grupėmis, hidrofilinės silanolinės grupės yra chemiškai modifikuotos su hidrofobinėmis alkilo ar akrilo grupėmis ), visų pirma vyksta dėl sąveikos tarp anglies-vandenilio jungčių analitėje ir funkcinių grupių ant silikagelio paviršiaus. Šios polinės-nepolinės sąveikos dar vadinamos Van der Valso jėga ar dispersija. Analitėms desorbuoti naudojamas nepolinis tirpiklis, panaikinantis jėgas, kurių dėka analitės buvo surištos su sorbentu [28].
Kiekybiniam fenolinių junginių kiekiui augalinėje žaliavoje nustatyti yra taikomas spektrofotometrinis metodas. Šis metodas yra pagrįstas skirtingais principais ir yra taikomas įvairių struktūrinių junginių grupių nustatymui augalinės žaliavos mišiniuose [26].
1.7.4 Vitaminas C
Vitaminas C (askorbo rūgštis) yra vandenyje tirpus vitaminas. Vitaminas C veikia kaip antioksidantas, saugantis nuo laisvųjų radikalų žalingo poveikio.

Vitaminas C pasižymi plačiu spektru teigiamomis savybėmis žmogaus organizmui: padeda išvengti kai kurių širdies ir kraujagyslių ligų, yra svarbus medžiagų apykaitai, stiprina organizmo atsparumą infekcijoms, skatina žaizdų gijimą, padeda organizmui įsisavinti geležį. Vitaminas C reikalingas kolageno gamybai jungiamajame audinyje. Kolagenas reikalingas sveikoms kraujagyslėms, dantenoms, dantims, kremzlėms, kaulams palaikyti [29]. Kadangi vitaminas C lengvai gali atiduoti elektroną jis yra naudojamas oksidacijos - redukcijos reakcijose. Vitaminas C pasižymi stipriomis dezoksiduojančiomis savybėmis [31].
Vitamino C organizmas negamina, todėl jis turi būti gaunamas tik iš išorės [30, 31], vartojant maisto produktus, kurių sudėtyje yra vitamino C arba papildomai vitaminą C kaip maisto papildą.
Natūralūs vitamino C šaltiniai yra citrusiniai vaisiai, braškės, mėlynės, avietės, pomidorai, brokoliai, bulvės, kopūstai. Apie 40 procentų vitamino C suyra verdant maistą [31]. 

Per parą suaugusiems reikia 60 miligramų vitamino C, nėščioms moterims – 80 miligramų, maitinančioms – 100 miligramų. Daugiau vitamino C reikia esant stresui, padidėjus infekcijos pavojui, valgant baltyminį maistą, rūkantiems žmonėms [29, 32]. 

Trūkstant vitamino C pasireiškia silpnumas, anemija, depresija, sulėtėja žaizdų gijimas, vyrams vystosi nevaisingumas, sumažėja kolageno gamyba, susilpnėja jungiamasis audinys, dantys Negydant ištinka mirtis [32]. Vitaminas C padidina odos atsparumą stresui, neleidžia irti ląstelėms, dalyvauja fibroblastų vystimosi bei ląstelių kvėpavimo procese, neutralizuoja laisvuosius radikalus, dėl antioksidacinio poveikio, sugeba kitus vitaminus išlaikyti stabilius [30].

Kadangi vitaminas C pasižymi antioksidaciniu poveikiu, jis gali būti naudingas kai kurių vėžio formų prevencijai ir gydymui, apsaugodamas sveikas ląsteles nuo laisvųjų radikalų poveikio ir vėžinių ląstelių plitimo. Vitaminas C stiprina kai kurių priešnavikinių vaistų poveikį [29].

Kai trūksta vitamino C, prasideda kraujavimas minkštosiose kūno vietose, raumenyse, poodyje, parausta dantų smegenys, ima kristi dantys, žmogus suserga skorbutu [32].
Askorbinas - lengvai oksiduoja: rūgštis, tai puikios pinklės daugeliui aktyvių, radikalų. Jis yra tiek efektyvus, kad pajėgia regeneruoti α-takoferolį (vitaminą E) iš takoferilinio radikalo, susidarančio pirmoje vitamino E oksidavimo stadijoje. Tokiu būdu vitaminas C gali dalyvauti antioksidacinėje audinių apsaugoje tiek tiesiogiai, kaip laisvųjų radikalų pinklės, tiek netiesiogiai, kaip vitamino E regeneratorius [31,33].

Negalima būtų teigti,kad askorbo rūgštis yra visiškai ištirta. Askorbo rūgščiai būdingos redukcinės savybės, ji sugeba lengvai oksiduotis.
Askorbo rūgštis oksiduojasi iki dehidroaskorbo rūgšties, kuri šarminėje terpėje yra nepatvari, laktono žiedas hidrolizuojasi, susidaro diketogulono rūgštis (3 pav.).
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3 pav. Diketogulono rūgšties susidarymo reakcija 

Dehidroaskorbo rūgštis lengvai redukuojasi veikiant H2S, cisteinu, gliutationu. Askorbo rūgšties redukcinės savybės panaudojamos atliekant jo kiekybinę analizę titruojant 2,6-dichlorfenolindofenoliu.

Nustatinėjant askorbo rūgšties kiekį maisto produktuose indikatorius 2,6-dichlorfenolindofenolis, veikiant askorbo rūgščiai, virsta bespalviu junginiu (Tilmanso reakcija, 4 pav.). Rūgštūs tiriamųjų medžiagų ekstraktai titruojami žinomo titro indikatoriaus tirpalu iki rausvo atspalvio, o tai parodo indikatoriaus perteklių. Vienai molekulei askorbo rūgšties tenka dvi molekulės indikatoriaus. Produktus tyrimui reikia paruošti greitai ir tiksliai, kadangi askorbo rūgštis greitai jungiasi su oro deguonimi ir tai apsunkina tyrimą.
Askorbo rūgšti sudaro kompleksinius junginius su geležies jonais, pagal savo savybes, tai silpna rūgštis. Kadangi pasižymi tokia savybe, kad, pagreitina geležies pašalinimą iš feritino, todėl yra svarbi vykstant aminorūgšties tirozino biosintezei, nukleino rūgšties apykaitai, baltymo sintezei, būtina organizmo biologiniuose oksidacijos procesuose, dalyvauja cholesterolio apykaitoje.
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4 pav. Tilmanso reakcija

Šviežios daržovės ir vaisiai yra pagrindiniai askorbo rūgšties šaltiniai. Verdant, konservuojant ir kitais būdais apdorojant maistą, suyra dalis askorbo rūgšties. Vitaminas išlieka šaldytuose produktuose. Gyvuliniuose produktuose šio vitamino gana mažai, o verdant jis visiškai suyra [32].
1.7.5 Karotinoidai

Maiste esančios fitocheminės medžiagos tokios kaip karotinoidai, polifenoliai, fitoestrogenai, proteinazių inhibitoriai, sulfidai ir tioliai, saponinai ir kt. – klasifikuojami pagal struktūrą ir veikimą organizme. 
Karotinoidai yra nesotieji angliavandeniliai – geltoni, oranžiniai, raudoni biologiškai aktyvūs pigmentai. Juos sintetina augalai, taip pat grybeliai, dumbliai ir bakterijos

Karotinoidai, kurių žmogu gauna kartu su maistu – β - karotinas, β -kriptoksantinas, luteinas, likopenas bei zeaksantinas, gaunami daugiausia su spalvotais vaisiais, daržovėmis, pieno produktais, kiaušiniais, margarinais ir kt., pasižymi antioksidacinėmis savybėmis. Fenoliai randami daugiausia citrusiniuose ir kituose vaisiuose bei daržovėse. Polifenoliai, kurių pagrindiniai atstovai flavonoidai (kvercetinas, katechinas ir kt.), arbatos flavinai, kurie paplitę vaisiuose, daržovėse, arbatoje, raudonajame vyne, irgi pasižymi antioksidacinėmis savybėmis. Fitoestrogenai, kaip izoflavonai, kurių pagrindiniai atstovai genisteinas, daidzeinas, gliciteinas, esantys panašios struktūros kaip ir estrogenai, randami daugiausia sojose, ypač veikia organizme natūralių estrogenų apykaitą. Fitosteroliai, kurių pagrindiniai atstovai yra β - fitosterolis, kampesterolis, stigmasterolis, gaunami su aliejais, riešutais, grūdiniais, ankštiniais. Augaluose esančios medžiagos, saponinai, geba surišti tulžies rūgštį, sujungti cholesterolį, mažina pastarojo rezorbciją ir aktyviai šalina iš organizmo, pasižymi sekretomotorinėmis ir sekretolitinėmis savybėmis, stiprina gyvūnų imuninę sistemą, naikina patogeninę mikroflorą [34], todėl jų yra dedama į pašarus gyvūnams siekiant pagerinti mėsos kokybę.
Fitocheminių medžiagų veikimas susijęs su degeneratyvinių procesų organizme slopinimu. Tai priklauso nuo antioksidacinių savybių, detoksikacinių fermentų veiklos skatinimo, įtakos ląstelių funkcijoms, kai kurių perteklinių medžiagų sujungimo, įtakos žarnyno mikroflorai. 
Antioksidacinių savybių turintys augalų pigmentai karotinoidai gali apsaugoti vyresniojo amžiaus vyrus ir moteris nuo kaulų silpnėjimo.
Didesnis karotinoido, ypač likopeno, vartojimas siejamas su tam tikra apsauga nuo kaulo mineralinio tankio sumažėjimo moterų stuburo juosmeninėje dalyje ir vyrų klubuose [35].
Likopenas yra vienas iš karotinoidų grupės atstovų, kurio yra vaisiuose ir daržovėse. Ši medžiaga suteikia vaisiams ir daržovėms raudoną, oranžinę ar geltoną spalvą. Daugiausia likopeno yra greipfrutuose, papajose, pomidoruose, arbūzuose, raudonuosiuose pipiruose. Žmogus likopeną gauna su maistu ar maisto papildais, jis kaupiasi kepenyse, plaučiuose, prostatoje, storojoje žarnoje ir odoje [35]. Atliekant išsamius likopeno tyrimus paaiškėjo, kad jis pasižymi antioksidacinėmis savybėmis [35]. Likopenas saugo mūsų ląsteles nuo laisvųjų radikalų sukeliamų pažeidimų. Likopenas kartu didina ir kitų antioksidantų veikimą, todėl yra unikalus širdies ligų bei auglių profilaktikai. Likopeno antioksidacinis aktyvumas dukart didesnis už efektyvaus antikancerogeno β - karotino aktyvumą, tai profilaktinė priemonė nuo širdies ligų, prostatos ir virškinimo organų problemų, stiprina imuninę sistemą, spartina ląstelių atsinaujinimą, didina fermentinių organizmo sistemų aktyvumą. Likopenas vienas stipriausių natūralių antioksidantų, jis veikia neporinį deguonies atomą, kuris susiformuoja metabolinių procesų metu ir sąveikauja su ląstelių membranose esančiomis polinesočiosiomis riebalų rūgštimis tokiu būdu sumažina oksidacinį membranų lipidų pažeidimą, apsaugomos ląstelės, užkertamas kelias ligų vystymuisi, likopenas didina spermatozoidų koncentraciją ir jų judrumą Žmonės, kurie į savo racioną įtraukia daugiau raudonų daržovių ir vaisių, mažiau rizikuoja turėti piktybinių auglių, ypač prostatos, plaučių bei skrandžio. Yra surinkta daug įrodymų, kad likopenas efektyviai saugo nuo gimdos kaklelio, krūties, burnos gleivinės, kasos, storojo žarnyno ir virškinamojo trakto vėžio. Klinikiniai amerikiečių mokslininkų tyrimai (1999 metais) parodė, kad likopenas efektyvus ne tik profilaktiškai, bet ir gydant prostatos vėžį [36].

Lyginant likopeno koncentraciją žmogaus organizme su kitais karotinoidais, ji yra didesnė [37].
β – karotinas randamas tamsiai žaliose ir oranžinėse daržovėse: morkose, špinatuose, salotose, brokoliuose, abrikosuose, žaliuose pipiruose [35, 38]. 

β - karotinas yra vitamino A, (5 pav.) gamybinė „žaliava“, kadangi β – karotinas organizmo naudojamas vitamino A sintezei. β – karotinas pasižymi antioksidacinėmis savybėmis - saugo žmogaus organizmą nuo kenksmingo laisvųjų radikalų poveikio, apsaugo odą nuo saulės nudegimų, padeda išlaikyti odos elastingumą, lėtina kataraktos vystimąsi, stiprina imunitetą. 

Per parą rekomenduojama suvartoti 1,5 - 1,8 mg β – karotino. Gali būti netgi β – karotino perdozavimas, kuris sukelia viduriavimą bei rankų ir pėdų gelsvą atspalvį, nutraukus vartojimą šis pašalinis poveikis išnyksta. Ilgalaikis β – karotino preparatų vartojimas didelėmis dozėmis nežymiai padidina riziką sirgti širdies ligomis ir vėžiu bei sukelia kepenų pažeidimus.
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5 pav. Retinolis

Vitaminas A, tai medžiagų grupė, kuri tirpsta riebaluose. Svarbiausias iš šių medžiagų yra retinolis. Priklausomai nuo cheminės struktūros vitaminas A vadinamas retinoliu.

Vitaminas A reikalingas ląstelėms augti ir daugintis. Jis palaiko normalią odos ir gleivinės būklę. Įsisavintas vitaminas A ar karotinai audiniuose paverčiami į retinalį, kuris vėliau paverčiamas retinoliu arba retinolio rūgštimi [32]. 
Retinalis yra svarbus regėjimo funkcijai, retinolio rūgštis reikalinga tarpląsteliniams retinolio rūgšties receptoriams. Vitamino A reikšmė regėjimui labai svarbi, nes jis yra naudojamas esant bet kokiam šviesos dirgikliui rodopsino sintezei [39].

Trūkstant vitamino A sugenda rega tamsoje, išblykšta ir sausėja, trūkinėja oda. Jeigu vitamino trūksta, pradeda blogėti regėjimas, pradeda džiūti ir kietėti akies ragenos ląstelės, todėl žmogus praranda apsauginę ašarų plėvelę. Esant vitamino A trūkumui sumažėja atsparumas infekcijoms. 
Vitamino A perteklius gali sukelti virškinimo sutrikimus, pykinimą, vėmimą, regos sutrikimus, svaigulio priepuolius, nekoordinuotus judesius.

Vitamino A yra žuvies taukuose, svieste, kiaušinio trynyje, jautienos kepenyse, piene, grietinėlėje, grietinėje, fermentiniame sūryje [32, 39]. β- karotino nemažai yra morkose, moliūguose, pomidoruose, kopūstuose, špinatuose, brokoliuose, abrikosuose. Kadangi vitaminas A lengviau įsisavinamas su riebalais, morkas ir jų sultis patariama vartoti su šiek tiek aliejaus ar riebalų.

1.8 Fenolinių junginių antioksidacinio aktyvumo įvertinimo būdai
Antioksidacinis aktyvumas priklauso nuo fenolinių junginių kiekybinės ir kokybinės sudėties maiste. Dėl akivaizdaus teigiamo maiste esančių antioksidantų poveikio svarbu vystyti metodus jiems nustatyti.

Antioksidacinis aktyvumas gali būti nustatytas šiais būdais [40]: 

· Deguonies radikalų absorbcijos pajėgumo nustatymas (ORAC);

· Bendro radikalų gaudyklės parametro (TRAP) nustatymo metodas;

· Antioksidacinės gebos (TEAC) ir kiti ABTS nustatymo metodai;

· FRAP nustatymo metodas;

· CUPRAC nustatymo metodas; 

· 2,2 - difenil -1- pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo sujungimo metodas; 

· Folin-Ciocalteu (FC) metodas.

Vienas iš populiariausių spektrofotometrinių metodų antioksdaciniam aktyvumui nustatyti  yra 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo sujungimo metodas, kuris nėra sudėtingas, todėl nebrangus, tikslus ir greitas. 
1.8.1  2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo sujungimo metodas 
DPPH•  radikalas (6 pav.)  yra vienas iš nedaugelio stabilių organinių azoto radikalų, kurie yra tamsiai violetinės spalvos. Ši savybė yra komerciškai prieinama, kadangi nereikia papildomų sąnaudų prieš tyrimą, kad radikalas įgautų violetinę spalvą. 
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6 pav. 2,2- difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH)

Šis tyrimas pagrįstas antioksidantų antioksidacinio aktyvumo mažėjimo matavimu DPPH• susidarymo kryptimi. Aktyvumas gali būti vertinamas pagal elektronų sukinių rezonansą (EPR) arba matuojant absorbcijos sumažėjimą. Antioksidacinis aktyvumas nustatomas po reakcijos tarp reagentų pagal DPPH• absorbcijos spektrofotometru esant 515 nm bangos ilgiui, metodą pirmą kartą paskelbė Brand-Williams [40].
Fenoliniams junginiams būdingas antioksidacinis aktyvumas dėl jų gebėjimo išaktyvinti laisvuosius radikalus. Reakcijos metu antioksidantas atiduoda vandenilį ir taip išaktyvina laisvuosius radikalus ir jie tampa stabiliais. 
Neabsorbuotas DPPH  kiekis procentais apskaičiuojamas pagal (1) formulę:
% DPPH • REM     = 100 ∙ [DPPH•] REM / [ DPPH•]T = 0                        (1)

Neabsorbuotas DPPH• (DPPH•REM) kiekis procentais yra proporcingas antioksidanto koncentracijai, o antioksidanto koncentracija, kuri sukelia pradinės  DPPH• koncentracijos  sumažėjimą 50%, yra žymima EC50. 

Ypač yra apsunkinamas kiekybinis nustatymas, kai bandomųjų junginių spektrai iš dalies persidengia su DPPH spektru esant 515 nm bangos ilgiui. DPPH spalva gali išblukti per bet kurią radikalinę reakciją arba vykstant redukcijai. DPPH nustatymo metodas pasižymi mažu atsikartojamumu. 
DPPH metodo privalumai yra tame, kad metodas yra paprastas ir greitas. Jam atlikti naudojamas UV - spektrofotometras , kuris  pasižymi antioksidantų atrankamu, šis metodas yra lengvas naudojime. 
DPPH yra stabilus organinis azoto radikalas, nepanašus į reaktyvus ir trumpai egzistuojančius peroksido radikalus, kurie dalyvauja lipidų peroksidacijos reakcijose. Antioksidantai, kurie greitai reaguoja su peroksido radikalais gali lėtai reaguoti arba išvis nereaguoti su DPPH. DPPH tampa bespalvis mažinant reduktorių kiekį, taip pat vykstant H atomo pernašai. Taikant DPPH metodą antioksidantų antioksidacinis aktyvumas nėra tiksliai įvertinamas.
 1.8.2 Folin-Ciocalteu (FC) metodas

Fenoliai įeina beveik į visų augalų sudėtį. Kai kurie iš jų gana toksiški. Vieni pasižymi kancerogeniniu ar mutageniniu veikimu, kiti žinomi kaip antioksidantai. Yra fenolių, kurie gali būti ir naudingi, ir kenksmingi, žiūrint koks jų kiekis maiste. Bendras fenolinių junginių kiekis ekstraktuose nustatomas Folin-Ciocalteu metodu. FC tyrimai jau daugelį metų buvo naudojami kaip bendra natūralių fenolinių produktų nustatymo priemonė. Pagrindinis mechanizmas, pagal kurį  nustatomas antioksidacinis fenolių aktyvumas – oksidacija. Folin-Ciocalteu metodas tobulėjo nuo 1927 m. Jis rėmėsi reagentų panaudojimu tirozino analizei [40]. Tyrimo metu buvo vykdoma fenolio oksidacija. Susidaro spalvotas kompleksinis junginys, kurio absorbcijos maksimumas pasiekiamas ties 745 – 750 nm bangos ilgiu.

Na2WO4/Na2MoO4 → (fenolis - MoW11O40) -4

Mo (IV) (geltona) + e-→ Mo (V) (mėlynos spalvos)

Metodas yra paprastas, jautrus ir tikslus. Tačiau, reakcija yra lėta rūgštinėje terpėje, jai trūksta specifiškumo. 
FC metodas jautrus cukrams, aromatiniams aminams, sieros dioksidui, askorbo rūgščiai. FC reagentas reaguoja su adeninu, adenozinu, anilinu, aminobenzenkarboksirūgštimi, askorbo rūgštimi, benzaldehidu, cisteinu, citidinu, citozinu, fruktoze, guanozinu, glicinu, histaminu, histidinu, indolu, metilaminu, ir t. t. Be to - su kai kuriomis neorganinėmis medžiagomis: hidrazinu, geležies amonio sulfatu, geležies sulfatu, mangano sulfatu, kalio nitratu, natrio cianidu, natrio fosfatu, natrio sulfitu ir alavo chloridu. Šios medžiagos, reaguodamos su FC reagentu, spektre padidina tikrąsias fenolių koncentracijas [40].
1.8.3 Skysčių chromatografija

Spartus chromatografijos vystymasis prasidėjo po to, kai 1935 metais Adams ir Holmers susintetino organinius anijonitus. Atrankus adsorbcijos metodas buvo pasiūlytas dar 1901 metais rusų biologo Tswett‘o, kuris studijavo augalų lapų pigmentų adsorbciją [41]. Vėliau, 1903 metais, jis pristatė savo tyrimų rezultatus, gautus panaudojant 100 skirtingų sorbentų. Jis suprato adsorbcijos reiškinio ir sukurto metodo svarbą skirstant panašios struktūros ir savybių junginius tiek analizuojant, tiek valant jais preparatiniais tikslais. Jis skirstė spalvotus junginius, todėl šį metodą pavadino chromatografija (liet.: spalvų raštas), nors ir suprato, kad šiuo metodu galėtų atsiskirti ir bespalviai junginiai. Praėjo nemažai laiko ir tik 1931 metais chromatografijos metodą iš naujo panaudojo Khun, Winterstein ir Lederer. Absorbcinė chromatografija suvaidino ypatingą vaidmenį vystant augalų lapų flavonų ir kitų natūralių dažų chemiją. Ji buvo panaudota atskirti ir bespalvius junginius steroidus.

ESC fizikinės cheminės analizės metodas, leidžiantis bandinį išskirstyti į atskiras sudedamąsias dalis. Atlikus atskyrimą mėginio komponentai gali būti nustatyti tiek kokybiškai, tiek kiekybiškai. Chromatografijos metu skirstymas vyksta molekuliniame lygmenyje. Gali būti atskirti mažamolekuliai junginiai, jonai ir makromolekulės [42, 43, 44].

ESC – tai chromatografinis skirstymo metodas, kur judančioji fazė yra skystis, bandinio komponentai pasiskirsto tarp nejudrios ir judrios fazės. Skysčių chromatografijos variantų daug, jie įvairūs ir apibūdinami pagal medžiagų mišinio komponentų sąveika su nejudančiąja faze [45, 46, 47]. Todėl skysčio chromatografija skirstoma:

· Adsorbcinė,

· Pasiskirstomąją,

· Jonų mainų,

· Giminingumo (afininė chromatografija),

· Gelchromatografija,

· Hidrofobinė chromatografija ir t.t.
Adsorbcinė chromatografija. Metodas priklauso nuo analičių gebėjimo sąveikauti su kietafazio sorbento aktyviais centrais, esančiais sorbento (adsorbento) paviršiuje (t.y. nuo adsorbcinių nejudrios fazės savybių). Šiuolaikinių adsorbentų paviršius siekia 100-200 m2/g ir daugiau [46].
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7 pav. Chromatografinio atskyrimo schema
Tiriamosios medžiagos molekulių sulaikymo adsorbento paviršiuje trukmė priklauso nuo tirpiklio ir tiriamosios medžiagos molekulių adsorbcijos energijos dydžio. Kuo ši tiriamosios medžiagos energija yra didesnė, tuo jos ilgiau sulaikomos kolonėlėje (7 pav.). Adsorbcijos energijos dydis priklauso nuo molekulių sąveikos jėgų, kurioms didelę įtaką turi adsorbento paviršius ir absorbuojamųjų medžiagų kilmė. Adsorbcijos procesą lemia Van der Valso jėgos [45]:

Chromatografijos procesas apibūdinamas pagrindiniais veiksniais: nejudančiosios, judančiosios ir atskiriamųjų mišinio komponentų savybėmis.

Parenkant tirpiklius, galima vadovautis taisykle: nepoliniai adsorbentai (aktyvuota anglis) adsorbuoja iš polinių tirpiklių (pvz., vandens, metanolio) daug geriau negu iš nepolinių. Adsorbcinėje skysčių chromatografijoje naudojami tirpikliai turi gerai tirpinti visus tiriamosios medžiagos komponentus, bet netirpinti adsorbento, kuo mažiau adsorbuotis parinktojo adsorbento paviršiuje ir chemiškai nereaguoti nei su tiriamąja medžiaga, nei su adsorbentu.

Tirpiklių eliuavimo eilė (kai adsorbentas yra aliuminio oksidas), tirpikliai išdėstomi jų poliškumo didėjimo tvarka [45]:

n-pentanas < izooktanas < cikloheksanas < tetrachlormetanas < ksilenas < toluenas < benzenas < dietileteris < trichlormetanas < metilenchloridas < acetonas < etilacetatas< anilinas < acetonitrilas < izoprapanolis < etanolis <metanolis < acto rūgštis < vanduo.

Skysčių adsorbcinėje kolonėlės chromatografijoje tiriamos medžiagos komponentai susiskirsto ant kietos nejudrios fazės – adsorbento. Adsorbentai skirstomi į dvi pagrindines grupes:

· Polinius – hidrofilinius (silikagelis, aliuminio oksidas, gamtiniai ir dirbtiniai silikatai);

· Nepoliniai – hidrofobiniai (aktyvuota anglis, diatomitas, kizelgaras).
Fenolinėms rūgštims, flavonoidams nustatyti dažniausiai naudojamas atvirkščių fazių ESC sistemos su UV-regimosios šviesos ar masių spektrometrijos detektoriais [48]. Pagrindiniai chromatografiniai metodai, naudojami flavonoidų aptikimui ir nustatymui: kapiliarinė elektroforezė (KE), dujų chromatografija (DC), plonasluoksnė chromatografija (PC) ir efektyvioji skysčių chromatografija (ESC) [49].
ESC plačiausiai naudojamas atskyrimo metodas tiek kiekybinei, tiek kokybinei flavonoidų analizei. Fenolinėms rūgštims ir flavonoidams dažniausia sąlyga ESC metodams atvirkščių fazių C18 kolonėlės, UV – matomos šviesos detektorius (arba diodų matricos (angl. DAD)), dvinarė skysčių sistema sudaryta iš parūgštinto vandens (judrios fazės komponentas A) ir polinio organinio tirpiklio (judrios fazės komponentas B) [50]. Lyginant su rečiau taikomu DC metodu, ESC pranašesnis, kadangi prieš analizę nereikia chemiškai modifikuoti bandinių, siekiant transformuoti nelakius ir termiškai nestabilius junginius į lakius ir termiškai stabilius [48]. Įvairių ESC sistemos konstrukcijų bei platus judrios fazės kombinacijų pasirinkimas suteikia galimybę analizuoti visas flavonoidų grupes [49]. ESC metodas pasižymi trumpa analizės trukme, sudėtingų mišinių skirstymo, sistemos automatizavimo galimybėmis. Analizės ESC metodo metu optimizuojama judri fazė, gradientas, tėkmės greitis.

Populiariausios naudojamos judrios fazės sudėtis: acetonitrilas (CH3CN) – vanduo, metanolis – vanduo. Dažnai jos būna parūgštintos siekiant: nuslopinti hidroksilinių grupių jonizaciją, bei gauti simetriškesnes smailes [49,50].
1.9. Bičių produktuose aptinkami polifenoliniai junginiai
Polifenoliai viena iš svarbių augaluose aptinkamų antioksidacinėmis savybėmis pasižyminčių grupių. Tai yra antriniai augalų metabolitai. Polifenolinius junginius galima suskirstyti ne mažiau kaip į 10 grupių, priklausomai nuo jų struktūros: paprastieji fenoliai, fenolinės rūgštys, kumarinai, naftochinonai, ksantanai, stilbenai, antrachinonai, flavonoidus ir ligninus. Flavonoidai yra svarbiausias polifenolių junginių klasė, su daugiau kaip 5000 junginių [51].

Nuo seno žinoma, kad bičių gaminami produktai pasižymi antioksidacinėmis ir priešuždegiminėmis savybėmis. Polifenoliai tai viena iš svarbių junginių grupė, kuri yra aptinkama meduje ir kituose bičių gaminamuose produktuose. Nors susidomėjimas medumi mokslininkų tarpe yra stebimas jau šimtą metų, tačiau susidomėjimas fenoliniais junginiais aptinkamais meduje ir kituose bičių gaminamuose produktuose, atsirado visai neseniai [52]. Toks susidomėjimas siejamas su šių produktų antioksidacinėmis savybėmis.

Daug mokslinių publikacijų yra apie fenolinių junginių ir flavonoidų kiekį įvairios geografinės ir botaninės kilmės meduje. Buvo išskirti trys pagrindinės fenolių junginių grupes: 

· benzoinės rūgštys,

· cinamono rūgštis,

· flavonoidai [52].

Mokslininkų daugiausiai meduje aptinkami flavonoidai tokie kaip: kvercetinas, luteolinas, kaempferolis, fenolinės rūgštys ir jų darinai [51, 53, 54, 55].
Literatūros duomenimis yra atlikta polifenolinė sudėties analizė medaus ir propolio, tačiau nėra išanalizuota polifenolinė junginių sudėtis bičių vaške, bičių pienelyje, bičių duonelėje [51]. Dažniausiai meduje ir kituose produktuose aptinkami polifenolinės medžiagos pateiktos 4 lentelėje. 
4 lentelė. Bičių meduje aptinkamos fenolinės rūgščtys ir flavonoidai [52]
	Fenolinės rūgštys
	Flavonoidai

	4- dimetilaminobenzoinė rūgštis
	Apigeninas

	Kavos rūgštis
	Genisteinas

	p- Kumaro rūgštis
	Tricetinas

	Galo rūgštis
	Christinas

	Valino rūgštis
	Luteolinas

	Chlorogeno rūgštis
	Kaempferolis

	
	Kvercetinas

	
	Galanginas


2. EKSPERIMENTINĖ DALIS

2.1 Medžiagos ir tirpikliai

Bidistiliuotas vanduo (ruošiamas vandens valymo sistema Firstreem ™ Cyclon™, Anglija),

Metanolis (CH3OH) 99,8% (BARTA a CIHLAR, spol. s r. o. Čekija),

Trifluoracto rūgštis (TFR) 98% (Merck, Vokietija),

Folin – Ciocalteu fenolinis reagentas (Sigma, JAV),

Natrio karbonatas (Na2CO3) 99,5% (Merck, Vokietija),

2,2- difenil-1-pikrilhidrazil hidratas - laisvasis radikalas(DPPH) (Sigma – Aldrich, Vokietija)

Acto rūgštis (CH3COOH) 99% (Lachema, Cekija)

Acetonitrilas (CH3CN) 99,9%

Heksametilentetraminas (C6H12N2) 5%

Aliuminio chloridas (AlCl3)10%

Jodo tirpalas 0,005 mol/l
KJ

2.2 Bičių duonelė

Analizei buvo naudojama džiovinta (DŽV) ir šviežia (ŠVŽ) bičių duonelė. DŽV bičių duonelė buvo džiovinama 40 °C ir laikoma kambario temperatūroje, ŠVŽ bičių duonelė laikoma 5 – 8 °C. Mėginių numeracija ir rinkimo vieta pateikta 5 lentelėje.

5 lentelė. Tyrime naudotos bičių duonelės mėginių sąrašas

	Rinkimo vieta/ data
	Šviežia
Laikoma (5 – 8 °C)
	Džiovinta 40°C

Laikoma kambario temperatūroje


	Data
	Vieta
	Mėginių kodai

	2010
	Bendras bičių duonelės mėginys
	ŠVŽ 1
	DŽV 1

	2010 08 12 – 17
	Akademija
	ŠVŽ 2
	DŽV 2

	2010 08 12 – 17
	Alksnėnai
	ŠVŽ 3
	DŽV 3

	2010 08 12 – 17
	Gudžiunai
	ŠVŽ 4
	DŽV 4

	2010 08 12 – 17
	Janiūnai
	ŠVŽ 5
	DŽV 5

	2010 08 12 – 17
	Lažai
	ŠVŽ 6
	DŽV 6

	2010 08 12 – 17
	Krakės
	ŠVŽ 7
	DŽV 7

	2010 08 12 – 17
	Špitolpevis
	ŠVŽ 8
	DŽV 8

	2010 08 12 – 17
	Užupė
	ŠVŽ 9
	DŽV 9


2.3 Ekstraktų paruošimas

I būdas: Bičių duonelės ekstraktai buvo ruošiami taip: 1 g grūstuvėle susmulkintos bičių duonelės užpilama 10 ml:
 a) CH3CN : H2O (1:1)

 b) CH3OH : H2O (1:1)

 c) H2O

Paliekama 48 valandoms ekstrahuotis purtyklėje. Gautas ekstraktas filtruojamas per popierinį filtro popierių, o vėliau per membraninį filtrą (membraninio filtro porų dydis: 0,25µm).
II būdas: 1g bičių duonelės susmulkinama grūstuvėle, užpilame 5 ml 75% CH3OH ir paliekama ekstrahuotis 24 valandoms, po 24 valandų, mėginys nufiltruojamas per membraninį filtrą (membraninio filtro porų dydis: 0,25µm), o nuosėdos užpilamos 2,5 ml 75% CH3OH ir paliekama ekstrahuotis dar 24 valandoms, po 24 valandų, mėginys nufiltruojamas per membraninį filtrą, nuosėdos pakartotinai užpilamos 2,5 ml 75% CH3OH ir paliekama ekstrahuotis dar 24 valandoms. Po 24 valandų, mėginys nufiltruojamas per membraninį filtrą. II metodu bendras ekstrakto kiekis 10 ml, ekstrakcija trunka 72 valandas.
2.4 Kietafazė ekstrakcija

Kietafazė bičių duonelės ekstraktų analizė buvo atlikta naudojant KFE vakuuminį kolektorių „Supelco Visiprep ™“ (JAV) ir 1 ml tūrio 0,1 g sorbento KFE šerdeles „LiChrolut RP - 18“ (Merck, Vokietija ). Buvo atliktos dvi KFE analizės naudojant skirtingus tirpiklius (6 ir 7 lentelėse).
6 lentelė. KFE žingsniai 1 būdas

	Šerdelės kondicionavimas
	3 ml 98 % CH3OH

	Šerdelės kondicionavimas
	3 ml H2O pH 2 (privesta su TFR)

	Bandinio užnešimas
	Bičių duonelės ekstraktas 10 ml (1 :10 ekstraktas/ H2O pH 2)

	Priemaišų plovimas
	6 ml H2O pH 2 (privesta su TFR)

	Šerdelės džiovinimas
	5 min. vakumuoti

	Analičių desorbcija
	3 ml 90 % CH3OH : 10 % H2O


7 lentelė. KFE žingsniai 2 būdas

	Šerdelės kondicionavimas
	3 ml CH3OH 99,8%, 3 ml (CH3CN) 99,9%, 3 ml H2O, 3 ml H2O pH 2 (privesta su TFR), 10 ml H2O

	Bandinio užnešimas
	Bičių duonelės ekstraktas 10 ml (1:10 ekstraktas/ H2O pH 2)

	Priemaišų plovimas
	3 ml H2O pH 2 (privesta su TFR), 10 ml H2O

	Analičių desorbcija
	2 ml CH3OH 99,8%, 1 ml (CH3CN) 99,9%


2.5 Spektrofotometrijos metodai

2.5.1 Bendras fenolinių junginių kiekio nustatymas
Bendras fenolinių junginių kiekis buvo nustatytas Follin – Ciocalteu metodu: 2,5 ml bidistiliuoto H2O, 0,1 ml metanolinio ekstrakto ir 0,1 ml 2 N Follin – Ciocalteu reagento  sumaišoma. Po 6 min. įpilama 0,5 ml 20 % Na2CO3 tirpalo. Paliekama 30 min kambario temperatūroje. Absorbcija matuojama spektrofotometru prie 760 nm bangos ilgio. Tuščias bandinys paruošiamas su 0,1 ml CH3OH vietoje ekstrakto. Bendras fenolinių junginių kiekis išreikštas mg/g galo rūgšties ekvivalentais (GRE). Buvo sudaryta galo rūgšties kalibravimo kreivė (8 pav.), kurios tiesės lygtis naudojama tolimesniuose skaičiavimuose.
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8 pav. Galo rūgšties kalibravimo kreivė
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9 pav. Rutino kalibravimo kreivė, adsorbcija 760 nm

Literatūroje bendras fenolinių junginių kiekis dažniausiai yra išreišiamas galo rūgšties ekvivalentu mg/g, tačiau, siekiant palyginti bendrą fenolinių junginių kiekį buvo sudaryta rutino kalibravimo kreivė (9 pav.), kurios tiesės lygtis naudojama tolimesniuose skaičiavimuose, lyginant mėginiuose apskaičiuotą bendrą fenolinių jungini kiekį su bičių mėginiuose nustatytu flavonoidų kiekiu.

2.5.2. Bičių duonelės antioksidacinio aktyvumo nustatymas
Antioksidacinis aktyvumas, naudojant  DPPH radikalus, nustatytas modifikuotu Sharma ir Bhat metodu 70 µM DPPH radikalas ruoštas buferiuotame metanolyje (2/3 v/v acetatinis buferis / MeOH). Naudotas pH 5,5, 0,1 M acto rūgšties buferis. Išmatuotas  tirpalo optinis tankis, kuris pakoreguojamas iki 0,700±0,010. Bandinio ruošimas: į buteliuką pilama po 2,9 ml paruošto DPPH radikalo tirpalo, 77 µl ir 23 µl 85 % metanolio (ekstrakto kiekis parenkamas toks, kad surišimas būtų  tarp 20 – 80 %). Paliekama 15 min tamsoje, kad įvyktų reakcija. Matavimai kartoti tris kartus. DPPH radikalo surišimas apskaičiuojamas pagal (2) formulę:
%sujungimas = (AB- AA/ AB) · 100%      (2)

Čia: (AB  -   tirpalo absorbcija be ekstrakto, AA – tirpalo su augalo ekstraktu absorbcija, po 15 min).
DPPH radikalo surišimas išreikštas askorbo rūgšties ekvivalentu (ARE) (mg/g):
X= (c·M)/m·100               (3)

Čia: X- DPPH radikalo surišimas mg/g bandinio masės, c- askorbo rūgšties koncentracija iš kalibravimo kreivės, M – askorbo rūgšties molekulinė masė (176,13 g/mol ), m – bandinio masė, g. 

Buvo sudaryta askorbo rūgšties kalibravimo kreivė (10 pav.), kurios tiesės lygtis naudojama tolimesniuose skaičiavimuose.
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10 pav. DPPH radikalo surišimo askorbo rūgštimi kreivė

2.5.3 Flavonoidų nustatymas
Flavonoidų nustatymui mėginiuse ruošiamas tirpalas: 

60 ml CH3OH 99,9 %, 3 ml 33 % acto rūgšties, 12 ml 5 % heksametilentetramino, 9 ml 10%  AlCl3  ir 60 ml bidistiliuoto vandens. 80 µl ekstrakto užpilama 1920 µl paruošto tirpalo. Palaukus 30 min.spektrofotometru matuojama absorbcija prie 407 nm bangos ilgio.

Flavonoidų koncentracijai nustatyti sudaryta rutino kalibravimo  kreivė, jai sudaryti naudojami 0,01- 1 mg/l standartiniai tirpalai vietoje ekstrakto, kurios tiesės lygtis naudojama tolimesniuose skaičiavimuose, apskaičiuojant flavonoidų koncentraciją mėginiuose (11 pav.)
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11 pav. Rutino kalibravimo kreivė, adsorbcija 407 nm
2.5.4 Karotinoidų nustatymo metodas
Karotinoidam nustatyti, mėginys (100 mg) sumaišomas su 10 ml acetono-heksano mišiniu (4:6) (1 min. purtoma)  ir filtruojama per Whatman Nr. 4 filtravimo popierių. Filtratų optinis tankis matuojamas spektrofotometru esant 453, 505 ir 663 nm bangos ilgiams. β - karotinas ir likopenas apskaičiuojamas pagal lygtis:

 likopenas (mg/100 ml) = - 0,0458 A663 + 0,372 A505 - 0,0806 A453
 β-karotinas (mg/100 ml) = 0,216 A663 - 0,304 A505 + 0,452 A453 

Rezultatai išreiškiami mg karotinoidų / kg bičių duonelės [56].

2.6 Vitamino C nustatymo metodas
Vitamino C keikio nuatatymo medžiagose metodas pagrįstas redokso titravimu, naudojant jodo tirpalą. Vitaminas C, dažniausiai vadinamas askorbo rūgštimi, yra svarbus antioksidantas, reikalingas žmogaus kūnui. Kai, titravimo metu yra pridedamas jodas, askorbo rūgštis oksiduojasi iki dehidroaskorbo rūgšties, kadangi jodas redukuojasi iki jodido jonų:

Askorbo rūgštis + I2 ( 2I- + dehidroaskorbo rūgštis 

Šios reakcijos metu jodas tol redukuojasi iki jodido, kol yra askorbo rūgšties. Kai oksiduojasi visa askorbo rūgštis, jodas tampa laisvas ir gali reaguoti su indikatoriumi, sudarydamas mėlynai juodą jodo kompleksą. Komplekso susidarymas rodo titravimo pabaigą. Šis metodas yra naudojamas vitamino C nustatymui tabletėse, vaisiuose, daržovėse, šviežiose vaisių sultyse. 

Vitamino C nustatymui bičių duonelėje, 100 g medaus tirpinama įpilant 10 ml vandens ir tirpalą dekantuojant į 100 ml matavimo kolbutę. Galiausiai likusią bičių duonelės dalį nufiltruoti pro filtrą 5 kartus užpilant 10 ml vandens ir filtratą supilti į 100 ml matavimo kolbą. Matavimo kolboje esantį tirpalą skiesti distiliuotu vandeniu iki žymės. 
Tirpalo titravimas atliekamas naudojant 20 ml tūrio pipetę (12 pav.). Bandinys supilamas į 250 ml konusinę kolbutę ir pripilama dar 150 ml distiliuoto vandens ir 1 ml indikatoriaus.
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12 pav. Titravimo aparatūra: biuretė (užpildyta 0,005 mlo/l jodo tirpalu; konusinė kolbutė užpildyta bandinio tirpalu).
Skaičiavimai: 
1. Norint sužinoti vitamino C kiekį bičių duonelėje, reikia apskaičiuoti titranto kiekį ml, sunaudotą kiekvienai kolbutei. Imti gautų rezultatų vidurkį (titravimas, kiekvieno bandinio, atliktas 3 kartus):

vidutinis tūris = bendras tūris / bandymų skaičius

2.  Nustatyti, kiek titranto sureagavo su bandiniu.
Jei reikia 10,00 ml jodo tirpalo, jog  sureaguotų vidutiniškai 0,25 gramų vitamino C, tada galima nustatyti, kiek vitamino C yra mėginyje.
 Pavyzdžiui, jei reikia 6 ml, jog sureaguotų bičių duonelėje esantis vitaminas C:
10,00 ml jodo tirpalo / 0,250 g Vitamino C = 6,00 ml jodo tirpalo / X ml Vitamino C
40,00 X = 6.00
X = 0,15 g Vitamino C tame mėginyje[57].

2.7 Efektyviosios skysčių chromatografijos sistema

Efektyviosios skysčių chromatografijos analizė atlikta naudojant modulinę ESC sistemą
(13 pav.), kurios pagrindinės dalys yra: judrios fazės rezervuarai, degazatorius „Series 1100“ (Hewlett Packart, Japonija); siurblys („Series 1050“ (Hewlett Packart, Japonija)), autoinjektorius („Autosampler 200“ (Prekin Elmer JAV)), C16-18 kolonėlė ( kilpa 3,25 m × 0,25mm, įkrovos dalelių skersmuo 5 μm (Knauer, Vokietija)), UV detektorius („Spectra 100“ (Spectra Physics JAV)), kompiuteris (duomenys registruojami ir analizuojami programa ChromStar 3.25S versija).

ESC analizės sąlygos:

Pradinės analizės sąlygos buvo paimtos iš literatūros [58]:

Gradientas: A: H2O + 0,005% TFR; B: CH3OH + 0,005% TFR;

7 lentelė. Judrios fazės eliucija
	Laikas, min
	CH3OH+ 0,005% TFR

	0
	7%

	46
	75%

	56
	75%

	57
	7%

	68
	7%


Tėkmės greitis: 0,2 ml/min.

Injekcija: 10 μl.

[image: image14.emf]
13 pav. Efektyviosios skysčių chromatografijos ESC-DPPH aparatūra
Gaminamas DPPH tirpalas susidaro iš 25%CH3CN : 25%CH3OH : 50%CH3COONa. Matuojamas CH3COONa buferio pH, kuris turi būti 5,5, atsižvelgiant į pH parodymus tirpalas arba šarminamas NaOH, arba rūgštinamas CH3COOH. Gaminamas 2mg/100ml DPPH tirpalas: 20 mg DPPH ištirpinamas 250 ml CH3CN.
Organinius tirpalus supilame atsargiai į buferį, buferis šildomas karštoje vandens vonioje.
Per ESC aparatūrą buvo praleisti žinomos koncentracijos standartiniai fenolinių junginių tirpalai (8 lent.).Lentelėje pavaizduotas standartų sulaikymo laikas,koncentracija, prie kurios bangos užregistruotas standarto sulaikymo laikas, žinomos koncentracijos smailių plotai. 8 lentelės duomenys yra naudojami apskaičiuojant bičių duonelėje indentifikuotų junginių koncantracijas.
8 lentelė. Standartų sulaikymo laikai (254 nm - flavonoidai, 317 nm – fenolinės rūgštys,220 nm - flavanoidai ir fenolinės rūgštys)
	Standartas
	Prie kurios bangos užreg.
	C mg/ml
	tR, min
	Plotas

	
	
	
	
	220 nm
	254 nm
	317 nm

	Galo rūgštis
	220
	0,1
	11,403
	64166
	14333
	1976

	Chlorogeno rūgštis
	317
	0,1
	25,339
	15270
	8409
	19363

	Kavos rūgštis
	317
	0,1
	28,258
	42439
	21037
	49715

	Ferulo rūgštis
	317
	0,1
	32,740
	14529
	7768
	20845

	trans-p-Kumaro rūgštis
	317
	0,1
	34,337
	22719
	5362
	44664

	3,4- Dihidroksibenzoinė rūgštis
	220
	0,1
	17,921
	32160
	16946
	1265

	Katechinas
	220
	1,0
	22,856
	10621
	409
	0

	Galanginas
	254
	0,05
	60,595
	2078
	12681
	9082

	Kaempferolis
	220
	0,08
	54,472
	14880
	12039
	8603

	Apigeninas
	220
	0,08
	54,341
	33741
	17847
	25623

	Luteolinas
	220
	0,05
	50,483
	17362
	12162
	8214

	Kvercetinas
	220
	0,09
	49,372
	15511
	15022
	5893

	Naringeninas
	317
	1,0
	46,942
	93340
	17717
	35143

	Kvercitrinas
	254
	0,1
	42,831
	26627
	26940
	13516

	Rutinas
	254
	1,0
	39,883
	67079
	68550
	39621

	trans-3-Hidroksicinamono rūgštis
	220
	0,1
	35,200
	28397
	15931
	10823

	Siringo rūgštis
	220
	0,1
	25,435
	64898
	16216
	1825


2.8. Statistinė analizė

Siekiant vykdyti kuo tikslesnę bičių duonelės ekstarktų analizę, kiekvieno mėginio analizė buvo vykdoma po 2 - 3 kartus. Rezultatai išreiškiami: matavimų vidurkis ± standartinis nuokrypis. Skaičiavimai buvo atliekami Microsoft Office Excel programa.
3. DARBO REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 
3.1. Spektrofotometrinė analizės rezultatai
3.1.1 Fenolinių junginių kiekio įvertinimas

Atlikus ŠVŽ ir DŽV bičių duonelės spektrofotometrinę analizę su I būdu paruoštais ekstraktais (ekstraktų ruošimas 31 psl.), nustatyta, kad su H2O kaip tirpikliu yra išekstrahuojamas mažesnis fenolinių junginių kiekis, daugiausiai išekstrahuoja 50 % CH3CN, tai nustačiau pagal Follin – Ciocalteu metodą. Bandymo duomenys pateikti 9 lentelėje.

9 lentelė. Išekstrahuotas bendras fenolinių junginių kiekis naudojant skirtingus tirpiklius (mg/g, GRE) 

	Tirpiklis
	GRE (mg/g)

	H2O 
	0,398

	CH3OH:H2O (1:1)
	0,540

	CH3CN:H2O (1:1)
	0,598


Taip pat buvo atlikta bičių duonelės ekstraktų spektrofotometrinė analizė prieš ir po KFE, siekiant nustatyti suminį fenolinių junginių kiekį. Gauti fenolinių junginių kiekiai išreikšti GRE mg/g pateikti 10 lentelėje. Iš 10 lentelės matome, kad atliekant bičių duonelės KFE I būdu, naudojant 50 % CH3OH, iš bičių duonelės ŠVŽ2 ir DŽV2 (bandinių kodai 5 lentelėje) mėginiuose ~1,4 karto mažiau prarandama fenolinių junginių, negu naudojant 50 % CH3CN. O lyginant ŠVŽ9 ir DŽV9 mėginius, kurie buvo rinkti Užupėje, matome, kad atliekant bičių duonelės KFE I būdu naudojant 50% CH3OH atsiranda fenolinių junginių nuostoliai: ŠVŽ9 mėginyje prarandama 60 % fenolinių junginių, o DŽV9 mėginys praranda 32 % fenolinių junginių, tai yra nuo 1 iki 2 kartų daugiau prarandama fenolinių junginių, negu naudojant 50 % CH3CN. Taikant KFE II būdą ir naudojant 50 % CH3CN, taip pat gaunami fenolinių junginių nuostoliai, tačiau jie yra mažesni negu naudojant tirpikliu 50 % CH3OH. Iš 10 lentelės matome, kad didžiausias fenolinių jungininių praradimas yra DŽV9 mėginio ~2 kartus.
10 lentelė. Fenolinių junginių kiekiai bičių duonelės ekstraktuose prieš ir po KFE (bandinių kodai 5 lentelėje) 
	Kietafazė ekstrakcija
	Mėginių Nr
	Tirpiklis: 50 % CH3CN
	Tirpiklis: 50 % CH3OH

	
	
	Prieš kietafazę

(GRE mg/g)
	Po  kietafazės

(GRE mg/g)
	Nuostoliai

%
	Prieš kietafazę

(GRE mg/g)
	Po kietafazės

(GRE mg/g)
	Nuostoliai

%

	I būdas
	ŠVŽ2
	4,11±0,02
	3,37±0,03
	29
	6,26 ± 0,01
	4,49 ± 0,06
	28

	
	DŽV2
	4,94± 0,11
	2,53 ± 0,04
	49
	6,56 ± 0,07
	4,64 ± 0,05
	29

	
	ŠVŽ 9
	3,67±0,11
	1,93±0,06
	48
	6,74±0,03
	2,75±0,05
	60

	
	DVŽ 9
	3,51±0,11
	3,03±0,02
	14
	6,39±0,05
	4,32±0,07
	32

	II būdas
	ŠVŽ2
	4,11±0,02
	2,39±0,43
	42
	6,26 ± 0,01
	4,89 ±0,11
	22

	
	DŽV2
	4,94± 0,11
	3,88 ± 0,24
	21
	6,56± 0,07
	4,91±0,16
	38

	
	ŠVŽ 9
	3,67±0,11
	2,43±0,45
	34
	6,74±0,03
	3,14±0,43
	53

	
	DŽV 9
	3,52±0,11
	2,39±0,08
	32
	6,39±0,05
	3,64±0,72
	77


Ekstrakcijai naudojant 50 % CH3OH tirpiklį, prieš KFE gauname didesnius fenolinių junginių kiekius, negu, kai tirpikliu ekstrakcijai buvo naudotas 50 % CH3CN. 2007 metais rumunų mokslininkai atlikę tyrimą apublikavo straipsnį “Bičių duonelės ekstrakto antioksidacinio aktyvumo nustatymas“. Šiame straipsnyje teigiama, kad didžiausi fenolinių junginių kiekis yra išekstrahuojamas tuomet, kai tirpikliu naudojame gryną CH3OH – 22,72 mg/g GRE [27] , taip pat dideliu efektyvumu ekstrakcijoje pasižymi 70 % CH3OH tirpiklis – 11,90 mg/g GRE, todėl remiantis šia publikacija, tolimesniuose tyrimuose ekstrakcijai buvo naudojamas didesnės koncentracijos t.y. 75 % CH3OH tirpiklis.
Buvo atlikta ŠVŽ ir DŽV bičių duonelės spektrofotometrinė analizė (II būdu paruošti ekstraktai) prieš ir po KFE, siekiant nustatyti suminį fenolinių junginių kiekį. Gauti fenolinių junginių kiekiai išreikšti mg/g GRE pateikti 11 lentelėje.
Remiantis 11 lentelės duomenimis, matome, kad ekstrakcijos metu gautas bendras fenolinių junginių kiekis prieš KFE svyruoja nuo 5,43 mg/g GRE iki 20,51 mg/g GRE. Lyginant su 10 lentelės duomenimis, matome, kad II būdu paruošto mėginio ŠVŽ2 prieš KFE išekstrahuotas bendras fenolinių junginių kiekis truputį mažesnis, negu kuomet tirpiklis 50% CH3OH, tačiau lyginant su 50% CH3CN tirpikliu, bendras fenolinių junginių kiekis padidėjo nuo 4,11 mg/g GRE iki 6,19 mg/g GRE t.y. ~ 1,5 karto, tokia pati tendencija stebima ir mėginio DŽV2, I būdu paruoštų ekstraktų bendras fenolinių junginių kiekis kuomet tirpiklis 50% CH3CN yra 4,94 mg/g GRE, o II būdu paruošu ekstraktu, bendras fenolinių junginių kiekis padidėjo iki 6,69 mg/g GRE, padidėjo ~1,4 karto.

Iš 11 lentelės, matome, kad bendras fenolinių junginių kiekis DŽV mėginių yra truputį didesnis negu ŠVŽ mėginių pvz: ŠVŽ3 -14,48 mg/g GRE , o DŽV3- 20,31 mg/g GRE, t.y ~ 1,4 karto daugiau. Toks skirtumas galėjo atsirasti, dėl bičių duonelės džiovinimo, nes analizės metu, džiovintos bičių duonelės imamas didesnis kiekis „grynos“ masės, be priemaišų, šiuo atveju be drėgmės, kuri sudaro tam tikrą mėginio masės dalį, kuri analizės metu praktinės reikšmės neturi. 

11 lentelė Fenolinių junginių kiekiai bičių duonelės ekstraktuose prieš ir po KFE (bandinių kodai 5 lentelėje)

	Mėginių kodai
	Prieš kietafazę (GRE mg/g)
	Po I kietafazės (GRE mg/g)
	Išgava %

	ŠVŽ1
	14,34±0,05
	4,02 ±0,07
	28,03

	ŠVŽ 2
	6,19±0,29
	3,02±0,04
	48,78

	ŠVŽ 3
	14,48±0,02
	3,27±0,11
	22,58

	ŠVŽ 4
	15,40±0,02
	3,27±0,07
	21,23

	ŠVŽ 5
	14,18±0,02
	2,77±0,04
	19,53

	ŠVŽ 6
	15,32±0,09
	2,84±0,07
	18,53

	ŠVŽ 7
	15,40±0,06
	3,35±0,04
	21,75

	ŠVŽ 8
	16,22±0,16
	3,55±0,02
	21,87

	ŠVŽ 9
	5,43±0,10
	2,77±0,02
	51,01

	DŽV1
	15,87±0,13
	3,10±0,02
	19,53

	DŽV 2
	6,69±0,01
	4,50±0,03
	67,26

	DŽV 3
	20,31±0,06
	6,05±0,03
	29,78

	DŽV 4
	15,74±0,04
	3,35±0,09
	21,28

	DŽV 5
	16,01±0,04
	2,98±0,02
	18,61

	DŽV 6
	16,01±0,13
	2,97±0,03
	18,55

	DŽV 7
	20,51±0,02
	5,35±0,09
	26,08

	DŽV 8
	15,35±0,04
	3,25±0,02
	21,17

	DŽV 9
	5,96±0,04
	2,65±0,03
	44,46


Remiantis 11 lentele matome, kad atliekant bičių duonelės KFE I būdu, visais atvejais vyksta fenolinių junginių nuostoliai, išgava svyruoja nuo 18 iki 67 %. Pvz: ŠVŽ3 prieš KFE bendras fenolinių junginių kiekis 14,48 mg/g GRE, o po KFE bendras fenolinių junginių kiekis sumažėjo iki 3,27 mg/g GRE, t.y. sumažėjo 4 kartus, DŽV3 prieš KFE bendras fenolinių junginių kiekis buvo 20,31 mg/g GRE, atlikus KFE bendras fenolinių junginių kiekis pakito iki 6,05 mg/g GRE, sumažėjo 3 kartus.
Remiantis šiais duomenimis galime daryti išvadą, kad KFE netiko bičių duonelės ekstraktų gryninimui, greičiausiai dėl KFE šerdelės sorbento negiminiškumo bičių duonelėje esantiems junginiams, todėl dauguma junginių nebuvo sulaikyti, kadangi KFE metu, šerdelės aktyvūs sorbento centrai neužsipildo pilnai, todėl atsiranda fenolinų junginių nuostoliai.

Atsižvelgiant į aukščiau pateiktus rezultatus buvo atlikta KFE su žinomos koncentracijos rutino standartu, norint įsitikinti ar fenolinių junginių nuostolius įtakoja mėginio koncentracija. Atlikus žinomos koncentracijos rutino spektrofotometrinę analizę prieš ir po KFE, siekiant nustatyti realius fenolinių junginių nuostolius. Gauti fenolinių junginių kiekiai išreikšti mg/g GRE pateikti 12 lentelėje.

12 lentelė. Rutino kiekis prieš ir po KFE I.
	Rutino koncentracija mg/ml
	Bendras fenolinių jung kiekis prieš kietafazę

(GRE mg/g)
	Bendras fenolinių jung kiekis po kietafazės (GRE mg/g)
	Išgava, %
	Nuostoliai %

	1
	16,62
	1,83
	11,02
	88,97

	0,75
	10,14
	2,68
	26,45
	73,55

	0,5
	9,98
	3,10
	31,15
	68,85


Šerdelės aktyvieji sorbento centrai pasižymi fiksuotu tiriamosios medžiagos sulaikymu, tai yra, vykstant KFE aktyvieji centrai užsipildo dalimi fenolinių junginių, o likęs fenolinių junginių kiekis yra išplaunamas, todėl stebimi fenolinių junginių nuostoliai ekstraktuose. Tai įrodo 12 lentelė, nustatyta, kad esant didesnei mėginio koncentracijai (rutino), pvz; 1 mg/ml fenolinių junginių nuostoliai po KFE siekia 88,97 %, o esant rutino koncentracijai 0,5 mg/ml fenolinių junginių nuostoliai siekia 68,85 %, tai yra 20 % mažesni. Siekiant sumažinti fenolinių junginių nuostolius, KFE tolimesniuose tyrimuose nebuvo atliekama.
Bendras fenolinų junginių kiekis literatūroje dažniausiai yra išreiškiama GRE. Vienas iš darbo tikslų yra įvertinti bičių duonelėje esantį flavonoidų kiekį, kuris išreiškiamas RE. Kadangi flavonoidai yra fenolinių junginių grupė, mes jų negalėtumėme tarpusavyje palyginti, nes jie išreiškiami skirtingais ekvivalentais. Todėl siekdama bičių duonelės ekstraktuose palyginti nustatytą fenolinių junginių kiekį su flavonoidų kiekiu, kurie išreiškiami rutino ekvivalentu, rezultatus pasirinkau išreikšti dviem būdais GRE ir RE. 13 lentelėje pateiktas bičių duonelės ekstraktuose aptiktas bendras fenolinių junginių kiekis, išreikštas mg/g RE.

Iš 13 lentelės matuome, kad bendras fenolinių junginių kiekis svyruoja nuo 1,25 mg/g RE iki 41,07 mg/g RE. Kaip ir anksčiau pateiktoje 11 lentelėje matome tendenciją, kad bendras fenolinių junginių kiekis džiovintose bičių duonelės ekstraktuose yra žymiai didesni negu šviežiose bičių duonelės ekstraktuose, pvz, ŠVŽ3 bendras fenolinių junginių kiekis 2,19 mg/g, DŽV3 bendras fenolinių junginių kiekis siekia 39,80 mg/g. Toks fenolinių junginių kiekio skirtumas taip pat galėtų būti siejamas su drėgmės praradimu šviežioje bičių duonelėje. Išimtis DŽV8, čia bendras fenolinių junginių kiekis nustatytas mažesnis negu toje pačioje vietoje rinktoje šviežioje bičių duonelėje.
13 lentelė. Fenolinių junginių kiekiai bičių duonelės ekstraktuose (bandinių kodai 5 lentelėje) 
	Mėginių kodai
	Bendras fenolinių junginių kiekis (RE mg/g)

	ŠVŽ1
	1,25±0,29

	ŠVŽ 2
	20,45±0,19

	ŠVŽ 3
	3,85±0,11

	ŠVŽ 4
	8,11±0,14

	ŠVŽ 5
	3,43±0,05

	ŠVŽ 6
	7,58±0,59

	ŠVŽ 7
	8,11±0,44

	ŠVŽ 8
	13,71±0,59

	ŠVŽ 9
	16,77±0,65

	DŽV1
	11,57±0,89

	DŽV 2
	24,99±0,08

	DŽV 3
	39,80±0,48

	DŽV 4
	10,33±0,29

	DŽV 5
	12,02±0,29

	DŽV 6
	12,02±0,89

	DŽV 7
	41,07±0,14

	DŽV 8
	7,79±0,29

	DŽV 9
	20,21±0,32


3.1.2 Bičių duonelės antioksidacinio aktyvumo nustatymas
Fenolinės rūgštys, esančios bičių duonelėje, pasižymi antioksidacinėmis savybėmis. Antioksidacinis aktyvumas buvo įvertinamas, I ekstrakcijos būdu paruoštų ekstraktų, naudojant DPPH radikalus (apskaičiuojamas DPPH radikalo surišimas (), yra pateikiamas 14 lentelėje:
14 lentelė: I ekstrakcijos būdu (ekstraktų paruošimas, 31 psl.) paruoštų ekstraktų DPPH radikalo surišimas procentais ir askorbo rūgšties ekvivalentais (mg/g ARE) (bandinių kodai 5 lentelėje) (SSN < 5%).

	Mėginys
	Ekstrakcijos tirpiklis
	DPPH surišimas prieš KFE
	DPPH surišimas po KFE I
	DPPH surišimas po KFE II

	
	
	%
	ARE, mg/g
	%
	ARE, mg/g
	%
	ARE, mg/g

	ŠVŽ2
	50% CH3CN
	63,97
	0,77
	29,49
	0,35
	12,28
	0,15

	
	50% CH3OH
	71,92
	0,86
	29,17
	0,35
	30,1
	0,36

	DŽV2
	50% CH3CN
	83,45
	1,00
	27,91
	0,34
	31,3
	0,37

	
	50% CH3OH
	59,18
	0,71
	57,12
	0,68
	19,88
	0,23

	ŠVŽ9
	50% CH3CN
	64,61
	0,77
	21,11
	0,25
	20,59
	0,24

	
	50% CH3OH
	63,17
	0,75
	29,21
	0,3
	18,51
	0,22

	DŽV9
	50% CH3CN
	38,67
	0,46
	20,97
	0,25
	20,56
	0,25

	
	50% CH3OH
	62.31
	0,75
	40,86
	0,49
	16,31
	0,20


Iš 14 lentelės matome, mažėjant biologiškai aktyvių junginių kiekiui pavyzdžiuose, atitinkamai mažėja ir jų slopinimas. Matome, kad prieš KFE bičių duonelė turi daugiau biologiškai aktyvių junginių, tai parodo didesnis DPPH radikalo surišimo procentas, o po KFE, kuomet vyksta fenolinių junginių nuostoliai, teik I ir II KFE būdais, DPPH surišimo procentas sumažėja kaikurias atvejais daugiau negu 2 kartus.

Vėliau buvo atliktas II būdu paruoštų ekstraktų (ekstraktų paruošimas, 31 psl.) antioksidacinio aktyvumo įvertinimas, kuris pateiktas 15 lentelėje DPPH radikalo surišimas % ir ekstrakte likusio DPPH kiekis išreiškiamas askorbo rūgšties ekvivalentu (ARE) mg/g).
15 lentelė: II ekstrakcijos būdu paruoštų ekstraktų (ekstraktų paruošimas, 31 psl.) DPPH radikalo surišimas procentais ir ARE mg/g (bandinių kodai 5 lentelėje)

	Mėginių kodai
	Ekstrakto antiradikalinis aktyvumas (%)
	Ekstrakto antiradikalinis aktyvumas (ARE mg/g)

	ŠVŽ1
	62,99±3,19
	0,045± 0,002

	ŠVŽ 2
	72,64±3,19
	0,030± 0,002

	ŠVŽ 3
	68,99±5,27
	0,034± 0,003

	ŠVŽ 4
	45,81±1,03
	0,063± 0,001

	ŠVŽ 5
	69,42±1,45
	0,035± 0,001

	ŠVŽ 6
	51,49±0,59
	0,057± 0,001

	ŠVŽ 7
	77,43±0,77
	0,026± 0,001

	ŠVŽ 8
	48,21±0,21
	0,061± 0,001

	ŠVŽ 9
	54,06±2,05
	0,053± 0,001

	DŽV1
	72,50±0,97
	0,039± 0,001

	DŽV 2
	49,21±4,31
	0,073± 0,002

	DŽV 3
	64,94±1,25
	0,051± 0,001

	DŽV 4
	57,71±1,73
	0,061± 0,001

	DŽV 5
	51,71±0,38
	0,071± 0,001

	DŽV 6
	64,64±2,03
	0,051± 0,001

	DŽV 7
	74,99±1,08
	0,036± 0,001

	DŽV 8
	54,78±1,66
	0,065± 0,001

	DŽV 9
	42,85±1,40
	0,083± 0,001


Rumunų mokslininkai papublikavo straipsnį „Žiedadulkių ir bičių duonelės  surinktų  Transilvanijoje polifenolių, flavonoidų ir antiradikalinio aktyvumo įvertinimas“, kuriame pastebėjo, kad esant mėginiuose didesniam fenolinių junginių kiekiui, ekstraktai pasižymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu [17].
Iš 15 lentelės matome, kad vienu iš didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasižymi mėginys DŽV7 – DPPH surišimas 74,99 %. Toks didelis DPPH surišimo laipsnis yra siejamas su bičių duonelės ekstraktuose esančiu antioksidantų kiekiu [27]. Tokią priklausomybę galima stebėti palyginus 15 lentelės duomenis su 11 lentelės duomenimis. Bendras fenolinių junginių kiekis DŽV7 mėginyje yra 20,51 mg/g (GRE), esant tokiam fenolinių junginių kiekiui DPPH surišimas ekstrakte 74,99 %, o tuo tarpu mėginio ŠVŽ4 bendras fenolinių junginių kiekis 15,40 mg/g (GRE), apytiksliai 1,3 karto mažesnis negu DŽV7, ir DPPH surišimas ekstrakte siekia 45,81%. Taip pat matome, kad esant didesniam biologiškai aktyvių junginių kiekiui mėginiuose, atitinkamai mažėja ekstrakto aktyvumas mg/g išreiškiant ARE. ŠVŽ7 bičių duonelės mėginio DPPH radikalo surišimas yra didžiausias 77,43 %, kuris atitinka 0,026 mg/g askorbo rūgšties koncentraciją, kuri lieka nesurišta. DŽV2 mėginys pasižymi mažesniu antioksidaciniu aktyvumu lyginant su kitais mėginiais, DPPH surišimas siekia tik 49,21% arba 0,073 mg/g (ARE).
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14 pav. DPPH radikalo adsorbcija ŠŽV2 bičių duonelėje,ekstraktas paruoštas I būdu, tirpiklis CH3CN (bandinių kodai 5 lentelėje)

Iš 14 pav., matome, kad DPPH radikalo adsorbcija prieš KFE vyksta intensyviau, negu DPPH radikalo adsorbcija po KFE I ir KFE II. DPPH radikalo optinis tankis prieš KFE pirmąją minutę pakinta nuo 0,70 iki 0,49 t.y. pakinta ~ 1,4 karto, o DPPH radikalo optinis tankis po KFE I  pakinta nuo 0,70 iki 0,59 t.y. pakinta ~ 1,2 karto, lėčiausiai DPPH radikalo optinio tankio kitimas  vyksta po KFE II, čia optinis tankis per pirmąją minutę pakinta nuo 0,70 iki 0,60.
Mažėjant biologiškai aktyvių junginių kiekiui mėginiuose, atitinkamai mažėja ir jų slopinimas, tai galime įvertinti remiantis 10 lentele. Matome, kad prieš KFE mėginyje ŠŽV2 bendras fenolinių junginių kiekis yra 4,11 mg/g GRE, o po KFE I – 3,37 mg/g GRE, ir KFE II –2,39 mg/g GRE.

Iš 15 pav., matome, kad DPPH radikalo adsorbcija prieš KFE vyksta intensyviau, negu DPPH radikalo adsorbcija po KFE I ir KFE II. DPPH radikalo optinis tankis prieš KFE pirmąją minute pakinta nuo 0,70 iki 0, 45 t.y. pakinta ~ 1,5 karto, o DPPH radikalo optinis tankis po KFE I pakinta nuo 0,70 iki 0,60 t.y. pakinta ~ 1,2 karto, lėčiausiai DPPH radikalo optinio tankio kitimas vyksta po KFE II, čia optinis tankis per  pirmąją minutę nekinta, o nuo antros minutės pakinta nežymiai nuo 0,70 iki 0,66.
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15 pav. DPPH radikalo adsorbcija ŠŽV9 bičių duonelėje, ekstraktas paruoštas I būdu, tirpiklis CH3CN (bandinių kodai 5 lentelėje) 

Buvo įvertintas ŠVŽ1 ir DŽV1 mėginių antiradikalinis aktyvumas. Mėginių ekstraktai  buvo pagaminti II būdu (ekstraktų ruošimas, 31 psl.). Rezultatai pateikti 16 pav. Iš 16 pav., matome, kad DPPH radikalo adsorbcija ŠVŽ1 visos analizės metu vyksta lėčiau, t.y per pirmas 2 min pakinta nuo 0,7 iki 0,4, sumažėja 1,8 karto, o 16 min adsorbcija yra 0,26, o mėginio DŽV1 adsorbcija per pirmąsias 2 min pakinta nuo 0,7 iki 0,32 , o 16 min yra 0,189, t.y. 1,4 karto daugiau, negu ŠVŽ1 16 min. Kadangi šiems mėginiams KFE atlikta nebuvo, ir fenolinių junginių nuostolių nevyko toje pačioje vietovėje rinkto mėginio antioksidacinio aktyvumo skirtumą galima būtų sieti su bičių duonelės džiovinimu. Analizės metu, džiovintos bičių duonelės imamas didesnis kiekis be priemaišų, šiuo atveju be drėgmės, kuri sudaro tam tikrą mėginio masės dalį, kuri analizės metu praktinės reikšmės neturi.
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16 pav. DPPH radikalo adsorbcija ŠVŽ1 ir DŽV1 mėginiuose, tirpiklis 75% CH3OH tirpiklis
3.1.3.Flavonoidų kiekio įvertinimas
Skirtingų klasių flavonoidai pasižymi farmakologiniu poveikiu, tokiu kaip antioksidacinis aktyvumas, priešuždegiminės, antivėžinės savybės [17]. Įvertinant bičių duonelės ekstraktų antioksidacinį aktyvumą buvo įvertintas ir ekstraktuose esantis suminis flavonoidų kiekis. Duomenys pateikti 16 lentelėje.
Remiantis 16 lentele, matome, kad flavonoidų kiekis ekstraktuose svyruoja nuo 1,21 mg/g RE iki 11,14 mg/g RE. Didžiausias flavonoidų kiekis aptiktas DŽV1 mėginyje. Atlikus KFE I buvo pastebėti flavonoidų nuostoliai, didžiausi nuostoliai DŽV1 mėginio, kurie siekia 69,22 %, nuostolių atsiradimą galima sieti su tuo, kad KFE šerdelės aktyvieji centrai pilnai užsipildė, todėl likusi flavonoidų dalis, nebuvo sulaikoma ant sorbento paviršiaus ir buvo išplauta į atliekas.

Spektrofotometriniu būdu buvo išmatuotas bendras fenolinių junginių ir flavonoidų kiekis bičių duonelės ekstraktuose. Duomenys pateikti 17 lentelėje. Iš 17 lentelės matome, kad bendras fenolinių junginių kiekis lyginant su ekstraktuose aptinkamų flavonoidų kiekiu skiriasi. Kadangi flavonoidai priklauso polifenolinių junginių grupei, į kurią įeina tokie junginiai kaip: apigeninas, geistinas, luteolinas ir kiti. Tačiau į fenolinių junginių grupę įeina ir fenolinės rūgštys, kurios nėra priskiriamos prie flavonoidų ir šiuo metodu nėra nustatomos, todėl mes matome skirtumą tarp fenolinių junginių kiekio ir flavonoidų kiekio. Iš 17 lentelės, galime pastebėti, kad bendras fenolinių junginių kiekis įtakoja flavonoidų kiekį, kaip pvz mėg. DŽV3 bendras fenolinių junginių kiekis yra 39,80 RE (mg/g), flavonoidų kiekis 5,07 RE (mg/g), o mėg. DŽV9 bendras fenolinių junginių kiekis yra 20,21 RE (mg/g), flavonoidų kiekis 4,13 RE (mg/g). Mėg. DŽV3 bendras fenolinių junginių kiekis didesnis ~ 1,9 karto, o tuo tarpu flavonoidų kiekio skirtumas nustatytas šiuose mėginiuose siekia 1,2 karto.
16 lentelė: Flavonoidų kiekiai prieš ir po KFE, išreikšti mg/g rutino ekvivalentais (bandinių kodai 5 lentelėje)

	Mėginių kodai
	Prieš kietafazę

(RE mg/g)
	Po I kietafazės

(RE mg/g)
	Išgava %

	ŠVŽ1
	1,21±0,02
	0,57±0,03
	47,10

	ŠVŽ2
	6,02±0,05
	4,47±0,04
	74,25

	ŠVŽ3
	2,19±0,14
	1,94±0,03
	88,58

	ŠVŽ4
	2,38±0,11
	1,52±0,13
	63,86

	ŠVŽ5
	1,98±0,74
	1,74±0,04
	87,87

	ŠVŽ6
	5,74±0,12
	2,11±0,06
	36,76

	ŠVŽ7
	7,58±0,10
	2,76±0,09
	36,41

	ŠVŽ8
	3,60±0,13
	2,95±0,04
	81,90

	ŠVŽ9
	3,75±0,09
	1,79±0,03
	47,73

	DŽV1
	11,14±0,09
	3,43±0,04
	30,78

	DŽV2
	4,80±0,16
	1,69±0,03
	35,20

	DŽV3
	5,07±0,08
	2,98±0,02
	58,77

	DŽV4
	3,36±0,06
	1,27±0,02
	37,79

	DŽV5
	5,11±0,07
	1,81±0,04
	35,42

	DŽV6
	4,28±0,14
	1,39±0,05
	32,48

	DŽV7
	5,30±0,06
	2,44±0,04
	57,00

	DŽV8
	5,10±0,14
	1,90±0,02
	37,25

	DŽV9
	4,13±0,06
	2,90±0,14
	70,21


Taip pat buvo įvertintas fenolinių junginių ir flavonoidų kiekio santykis, taip siekiant įvertinti flavonoidų ir fenolinių junginių pasiskirstymą bičių duonelėjė. Santykis svyravo nuo 1,03 iki 7,85. Tai reiškia, kad kitų junginių kiekiai kaip, pvz: fenolinių rūgščių, bičių duonelės mėginiuose buvo nuo 1,03 iki 7,85 karto daugiau, negu flavonoidų kiekiai.

17 lentelė: Bendro fenolinių junginių kiekio ir flavonoidų kieko palyginimas išreikštas RE mg/g (bandinių kodai 5 lentelėje)
	Mėginių kodai
	Bendras fenolinių junginių kiekis (RE mg/g)
	Flavonoidų kiekis

(RE mg/g)
	Bendras fenolinių jung. kiekis/ flavonoidų kiekis

	ŠVŽ1
	1,25±0,29
	1,21±0,02
	1,03

	ŠVŽ2
	20,45±0,19
	6,02±0,05
	3,39

	ŠVŽ3
	3,85±0,11
	2,19±0,14
	1,75

	ŠVŽ4
	8,11±0,14
	2,38±0,11
	3,41

	ŠVŽ5
	3,43±0,05
	1,98±0,74
	1,73

	ŠVŽ6
	7,58±0,59
	5,74±0,12
	1,32

	ŠVŽ7
	8,11±0,44
	7,58±0,10
	1,06

	ŠVŽ8
	13,71±0,59
	3,60±0,13
	3,80

	ŠVŽ9
	16,77±0,657
	3,75±0,09
	4,47

	DŽV1
	11,57±0,896
	11,14±0,09
	1,03

	DŽV2
	24,99±0,089
	4,80±0,16
	5,20

	DŽV3
	39,80±0,48
	5,07±0,08
	7,85

	DŽV4
	10,33±0,29
	3,36±0,06
	3,07

	DŽV5
	12,02±0,29
	5,11±0,07
	2,35

	DŽV6
	12,02±0,89
	4,28±0,14
	2,81

	DŽV7
	41,07±0,14
	5,30±0,06
	7,74

	DŽV8
	7,79±0,29
	5,10±0,14
	1,53

	DŽV9
	20,21±0,32
	4,13±0,06
	4,89


Literatūros duomenys rodo, kad kiekio santykis polifenolių ir flavonoidų svyruoja nuo 2 iki 20, priklausomai nuo augalo iš kurio buvo surinktas medus arba žiedadulkės. Skirtumas tarp nustatyto bendro fenolinių junginių kiekio ir flavonoidų santykio rodo, kad bičių duonelės sudėtis gali turėti ryšį su augalais iš kokių buvo surinktos žiedadulkės [59].
3.1.4. Karotinoidų nustatymo metodas

Spektrofotometriniu metodu buvo nustatytas karotinoidų kiekis bičių duonelės ekstraktuose.

Buvo nustatomi atskiri kiekiai likopeno ir β-karotino. Duomenys pateikti 18 lentelėje. Iš 18 lentelės matome, kad didžiausiai tiek likopeno, tiek β-karotino kiekis aptinkamas mėginyje DŽV3 likopeno 2,06 g/kg bičių duonelės, β-karotino 2,78 g/kg bičių duonelės, bendras karotinoidų kiekis siekia 4,84 g/kg bičių duonelės. Lyginat šviežios ir džiovintos bičių duonelės ekstraktuose aptinkamus β-karotino kiekius, stebima tendencija, kad džiovintuose bičių duonelės ekstraktuose β-karotino aptinkamas kiekis yra mažesnis, negu toje pačioje geografinėje vietovėje rinktose šviežios bičių duonelės mėginiuose. Išimtis DŽV 3, 5 ir 6 mėginiai.
18 lentelė. Nustatytas karotinoidų kiekis bičių duonelės ekstraktuose, išreikštas mg/kg bičių duonelės 
	Mėginio kodas
	Likopenas mg/kg
	β-karotinas mg/ kg

	ŠVŽ1
	35,18±0,11
	360,76±0,11

	ŠVŽ2
	418,73±0,02
	574,77±0,02

	ŠVŽ3
	28,17±0,02
	524,80±0,02

	ŠVŽ4
	64,47±0,05
	161,28±0,05

	ŠVŽ5
	77,41±0,14
	51,8±0,15

	ŠVŽ6
	64,53±0,02
	18,38±0,02

	ŠVŽ7
	95,17±0,05
	75,32±0,05

	ŠVŽ8
	67,08±0,11
	76,56±0,11

	ŠVŽ9
	87,12±0,02
	195,04±0,01

	DŽV1
	46,48±0,03
	85,96±0,03

	DŽV2
	55,76±0,02
	174,08±0,11

	DŽV3
	2069,49±0,02
	2787,08±0,02

	DŽV4
	53,81±0,22
	79,68±0,02

	DŽV5
	61,10±0,03
	56,20±0,15

	DŽV6
	56,08±0,13
	48,72±0,03

	DŽV8
	50,67±0,02
	26,40±0,02

	DŽV9
	56,62±0,02
	206,88±0,02


2005 metais maisto komponentų ir analizės žurnale buvo publikuojamas straipsnis, tema „Cheminė sudėtis ir botaniniai pokyčiai bičių duonelėje“. Kai kuriuose pavyzdžiuose nebuvo aptiktia β-karotino ir vitamino C. Šių vitaminų trūkumas buvo paaiškintas jų nepatvarumu esant aukštai temperatūrai, kuri yra naudojama džiovinant žiedadulkes [60].

Remiantis šiuo straipsniu galima teigti, kad β-karotino kiekio sumažėjimas DŽV bičių duonelės mėginiuose atsirado dėl bičių duonelės džiovinimo 40 °C temperatūroje, todėl, dalis β-karotino esant aukštai temperatūrai skilo.
Ekstraktuose aptinkamo likopeno kiekis svyruoja nuo 0,028 g/kg bičių duonelės iki 2,06 g/kg bičių duonelės. 
3.2.Vitamino C nustatymas
Kadangi vitaminas C pasižymi antioksidacinėmis savybėmis, buvo nustatytas vitamino C kiekis bičių duonelės ekstraktuose. Rezultatai yra pateikti 19 lentelėje, rezultatai išreikšti vitamino C kiekiu mg/g bičių duonelės.
Iš 19 lentelės duomenų matome, kad bičių duonelės ekstraktuose aptiktas vitamino C kiekis svyruoja nuo 0,024 mg/g ŠVŽ9 iki 0,187 mg/g DŽV6. Remiantis 19 lentelės duomenimis galime pastebėti, kad pusės DŽV bičių duonelės mėginių nustatytas vitamino C kiekis yra mažesnis lyginant juos su ŠVŽ bičių duonelės mėginiais, pvz: ŠVŽ2 - 0,083 mg/g, o DŽV2 - 0,066 mg/g t.y. vitamino C kiekis sumažėja 1,3 karto, tai galima būtų paaiškinti, kad DŽV bičių duonelė, buvo džiovinama 40 °C temperatūroje ir dalis vitamino C galėjo skilti [60]. Tačiau lentelėje pateikti ir „atvirkštiniai“ rezultatai t.y, kad po džiovinimo pvz. DŽV 6 mėginyje aptiktas vitamino C kiekis yra 0,187 mg/g, o ŠVŽ6 bičių duonelės ekstrakte aptiktas vitamino C kiekis yra 0,101 mg/g. Remiantis literatūros duomenimis vitaminas C yra nepatvarus. Askorbo rūgštis oksiduojasi oro deguonies veikiama, suyra šarminėje aplinkoje ir veikiant sunkiųjų metalų druskoms, esant aukštai temperatūrai, veikiant ultravioletiniams saulės spinduliams [60, 61]. Todėl mažesni vitamino C kiekiai ŠVŽ bičių duonelės mėginiuose galėjo būti aptikti, dėl vitamino C nepatvarumo, veikiant išoriniams dirgikliams.
19 lentelė: Vitamino C kiekis bičių duonelės ekstraktuose (mg/g)

	Mėginio kodas
	Vitamino C kiekis mg/g

	ŠVŽ1
	0,101 ± 0,026

	ŠVŽ 2
	0,083 ± 0,010

	ŠVŽ 3
	0,049 ± 0,006

	ŠVŽ 4
	0,090 ± 0,006

	ŠVŽ 5
	0,052 ± 0,010

	ŠVŽ 6
	0,101 ± 0,012

	ŠVŽ 7
	0,063 ± 0,012

	ŠVŽ 8
	0,045 ± 0,006

	ŠVŽ 9
	0,024 ± 0,006

	DŽV1
	0,170 ± 0,012

	DŽV 2
	0,066 ± 0,012

	DŽV 3
	0,080 ± 0,012

	DŽV 4
	0,034 ± 0,006

	DŽV 5
	0,153 ± 0,006

	DŽV 6
	0,187 ± 0,006

	DŽV 7
	0,129 ± 0,006

	DŽV 8
	0,097 ± 0,006

	DŽV 9
	0,042  ± 0,001


Lyginant 11 ir 19 lentelių duomenis galima pastebėti, kad mėginiuose, kuriuose buvo nustatytas didesnis bendras fenolinių junginių kiekis, aptiktas ir didesnis vitamino C kiekis kaip pvz. ŠVŽ1 bendras fenolinių junginių kiekis 14,34 mg/g (GRE), nustatytas vitamino C kiekis 0,101 mg/g, o mėginyje ,kuriame nustatytas mažiausias bendras fenolinių junginių kiekis ŠVŽ9 5,43 mg/g, nustatytas vitamino C kiekis yra tik 0,024 mg/g. Todėl galima teigti, kad esant didesniam fenolinių junginių kiekiui, mėginiuose aptinkamas didesnis ir vitamino C kiekis.
3.3. Efektyvioji skysčių chromatografija

Siekiant nustatyti bičių duonelėje esančius polifenolius junginius ir nustatyti jų antioksidacinį aktyvumą, I ir II būdu paruošti ekstraktai (ekstraktų paruošimas, 31 psl.) buvo analizuojami ESC-DPPH detektoriumi. Buvo analizuojamas analičių ir standartų sulaikymo trukmė, smailių plotas.
Kadangi bičių duonelės mėginiai buvo surinkti iš įvairių Lietuvos vietų, tikėtina, kad jų cheminė sudėtis turėtų skirtis. Bičių duonelė pasižymi vitaminų, mineralinių medžiagų gausa [62], (1 lentelė), sudėtyje taip pat yra ir vaškų, todėl, prieš atliekant ESC mėginiai buvo išvalyti, naudojant KFE I būdą.
Efektyviąja skysčių chromatografija analizuota ŠVŽ9 bičių duonelės I būdu paruoštas ekstraktas (ekstraktų paruošimas, 31 psl). Gauti duomenys prieš KFE ir po KFE I pateikti 17 ir 18 pav.
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17 pav. DŽV9 bičių duonelės chromatograma, tirpiklis 50% CH3CN, prieš KFE 
Iš bičių duonelės chromatogramos matome, jog bičių duonelėje yra mažiausiai 3 antiradikalinėmis savybėmis pasižymintys junginiai, kurie išeina nuo 15,2 iki 17,5 min. Junginių antiradikalinį aktyvuma parodo raudona chromatogramos kreivė.
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18 pav. DŽV9 bičių duonelės  chromatograma po KFE I, tirpiklis 50% CH3CN
Iš 18 pav. matome, kad junginiai išeina ties: 2,5 ir nuo 15,2 iki 17,5 min, kaip ir 15 pav., tačiau antiradikalinės savybės nėra taip ryškiai išreikštos kaip 17 pav. Manoma, kad taip yra todėl, jog KFE metu, dalis junginių buvo prarasta bei bandinys šiek tiek prasiskiedė. Fenoliniai junginiai identifikuoti nebuvo.

Norint tiksliai identifikuoti junginius ir nustatyti jų kiekius bičių duonelės ekstraktuose analizė buvo atlikta pakartotinai, sukoncentravus bičių duonelės mėginius. 20 lentelėje pateikti bičių duonelėje aptinkti polifenoliniai junginiai ir jų koncentracija bičių duonelės ekstraktuose. Ekstraktai paruošti II būdu (ekstraktų paruošimas, 31 psl.).

Iš 20 lentelės matome kad mėginių ekstraktuose vyrauja: naringeninas, kvercetinas, apigeninas, kvercitrinas – junginiai, kurie yra priskiriami flavonoidų grupei. Didžiausia koncentracija bičių duonelės ekstraktuose yra aptinkama naringenino, kuri svyruoja 0,013 mg/g iki 0,478 mg/g. Remiantis 2006 metų apublikuotu ispanų straipsniu “Polifenolinių junginių analizė bičių gaminamuose produktuose“ polifenolinė sudėties analizė buvo atlikta medaus ir propolio, tačiau straipsnyje nebuvo išanalizuota polifenolinė junginių sudėtis bičių vaške, bičių pienelyje, bičių duonelėje [47]. Remiantis šiuo straipsniu meduje aptinkami ir mano aptikti junginiai yra: kvercetinas, luteolinas, kaempferolis, apigeninas.

2006 metais buvo apublikuotas straipsnis „Composition of flavonoids in Lithuanian honey and beebread”, kuriame tiriamasis objektas buvo Lietuvos medus ir bičių duonelė. Bičių duonelėje buvo aptikti tokie pat flavonoidai kaip ir mano tirtuose mėginiuose: kaempferolis, kvercetinas, kvercitrinas, rutinas [63]. Remiantis šiuo straipsniu aptiktų flavonoidų kiekis ir koncentracija priklauso nuo bičių duonelės botaninės kilmės. Iš literatūros duomenų antioksidaciniu aktyvumu pasižymi šie fenoliniai junginiai: flavonoidai (kvercetinas, izokvercetinas, kaempferolis, astragalinas, rutinas, kvercitrinas, apigeninas) [64].

20 lentelė: ESC bičių duonelės ekstraktuose aptikti polifenolianiai junginiai ir aptinkama jų koncentracija (mg/ml)

	Mėginio kodas
	Aptikti junginiai
	Aptiktų jung. C mg/ml
	Mėginio kodas
	Aptikti junginiai
	Aptiktų jung. C mg/ml

	ŠVŽ1
	1. Kaempferolis

2. Kvercetinas

3. trans-p-Kumaro rūgštis
	0,009

0,039

0,001
	DŽV1
	1. Apigeninas

2. Naringeninas
	0,003

0,169

	ŠVŽ2
	1. trans-p-Kumaro rūgštis

2. Rutinas

3. Kvercitrinas
	0,0002

0,008

0,0003
	DŽV2
	1. Kvercetinas

2. Kvercitrinas

3. Kaempferolis
	0,008

0,002

0,014

	ŠVŽ3
	1. Rutinas

2. Kvercetinas

3. Naringeninas

4. Apigeninas
	0,016

0,006

0,622

0,002
	DŽV3
	1. Kvercitrinas
2. Naringeninas

3. Kvercetinas
4. Apigeninas
	0,008

0,812

0,001

0,001

	ŠVŽ4
	1. Apigeninas

2. Rutinas

3. Kvercitrinas
4. trans-p-Kumaro rūgštis

5. Naringeninas
	0,002

0,023

0,0001

0,0002

0,289
	DŽV4
	1. Apigeninas

2. Rutinas

3. Naringeninas
	0,001

0,032

0,272

	ŠVŽ5
	1. Kvercitrinas
2. Naringeninas

3. Kvercetinas
4. Apigeninas
	0,003

0,375

0,005

0,004
	DŽV5
	1. Naringeninas

2. Kvercetinas
3. Luteolinas

4. Apigeninas
	0,179

0,006

0,001

0,007

	ŠVŽ6
	1. Naringeninas

2. Kvercetinas
3. Apigeninas

4. Ferulo rūgštis
	0,478

0,005

0,032

0,001
	DŽV6
	1. Kvercetinas
2. Apigeninas
	0,009

0,004

	ŠVŽ7
	1. Naringeninas

2. Luteolinas

3. Kaempferolis
	0,221

0,001

0,007
	DŽV7
	1. Naringeninas

2. Kvercetinas
3. Apigeninas
	0,360

0,009

0,007

	ŠVŽ8
	1. Kvercitrinas
2. Naringeninas

3. Kvercetinas
4. Apigeninas
	0,001

0,013

0,004

0,002
	DŽV8
	1. Kvercetinas
2. Apigeninas
	0,003

0,008

	ŠVŽ9
	1. Kaemferolis

2. Kvercitrinas
	0,009

0,001
	DŽV9
	1. Naringeninas

2. Kvercetinas
	0,028

0,005


IŠVADOS
1. Didžiausiu efektyvumu ekstrakcijoje pasižymi 75% CH3OH tirpiklis (II būdu gaminami ekstraktai), fenolinių junginių kiekis lyginant su 50 % CH3CN tirpiklio išekstrahuotais kiekiais yra didesnis 2 ir daugiau kartų. Ekstrakcijos laikas padidintas iki 72 valandų. 
2. Ekstrakcijos metu gautas bendras fenolinių junginių kiekis svyruoja nuo 5,43 (mg/g GRE) iki 20,51 (mg/g GRE). Didžiausias fenolinių junginių kiekis nustatytas džiovintoje Krakės vietovėje rinktoje bičių duonelėje DŽV7 20,51 ± 0,02 mg/g (GRE) , 41,07±0,149 mg/g (RE). Flavonoidų kiekis ekstraktuose svyruoja nuo 1,21 mg/g (RE) iki 11,14 mg/g (RE). Bendras fenolinių junginių kiekis įtakoja flavonoidų kiekį. Flavonoidų didžiausias kiekis nustatytas džiovintame bendrame bičių duonelės mėginyje DŽV1 11,54±0,09 RE (mg/g). Fenolinių junginių ir flavanodų kiekio santykis svyravo nuo 1,03 iki 7,85. 
 3. Didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasižymi DŽV7, 16 minutę DPPH surišimas 74,99%, bendras fenolinių junginių kiekis yra 20,51 mg/g (GRE), ekstrakto antiradikalinis aktyvumas 0,026 mg/g (ARE). Mažiausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas ŠVŽ4 bendras fenolinių junginių kiekis 15,40 mg/g (GRE), 1,3 karto mažesnis negu DŽV7, DPPH surišimas - 45,81%.
4. Bičių duonelės ekstraktuose aptiktas vitamino C kiekis svyruoja nuo 0,024 mg/g ŠVŽ iki 0,187 mg/g DŽV6. Pusės DŽV bičių duonelės mėginių nustatytas vitaminos C kiekis yra mažesnis lyginant juos su ŠVŽ bičių duonelės mėginiais todėl, kad DŽV bičių duonelė, buvo džiovinama 40 °C temperatūroje ir dalis vitamino C suskilo. Mėginiai, kuriuose buvo nustatytas didesnis bendras fenolinių junginių kiekis, pasižymėjo ir didesniu vitamino C kiekiu. Didžiausias vitamino C kiekis nustatytas DŽV6 Lažuose rinktoje bičių duonelėje - 0,187±0,006 mg/g.
5. Efektyviąja skysčių chromatografija bičių duonelėje išskirstyti ir nustatyti tokie junginiai:  kvercitrinas, naringeninas, kvercetinas, apigeninas, trans-p-kumaro rūgštis, ferulo rūgštis, rutinas, luteolinas. Didžiausia koncentracija bičių duonelės ekstraktuose yra aptinkama naringenino, kuri svyruoja 0,013 mg/g iki 0,478 mg/g.
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