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SANTRUMPOS

ABTS — 2,2-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragstis;
AK — akrilinis plévédaris;

ATC — antocianinai;

CA — celiuliozés acetatas;

CHT — chitozanas;

Cia-3-glk — cianidino-3-O-gliukozidas;

CS — chondroitino sulfatas;

CI - &iobreliy eterinis aliejus;

DESU — dekstrano sulfatas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

EA — eterinis aliejus;

EPCH — epichlorhidrinas;

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija;

EU — eugenolis;

FJ — fenoliniai junginiai;

GF — gary fazé (kai aktyvioji medZiaga garuoja i§ dangos ir taip veikia tiriamajj
substrata, t. y. néra tiesioginio kontakto tarp dangos ir substrato);
GV - gvazdikéliy eterinis aliejus;

HPMC - hidroksipropilmetilceliulioze;

K — hidrofobiskai modifikuotas vaskiniy kukuriizy krakmolas;
KARG - karageninas;

KARG-T - tinklinis karageninas;

KSV - kolonijas sudarantys vienetai;

MDA — malondialdehidas;

NKB — neigiamas kontrolinis bandinys;

OPP — orientuotasis polipropilenas;

PK — polielektrolity kompleksas;

PR — propiono riigstis;

TBARS - tiobarbitiiro ragsties reaktyviosios formos;

TE — trolokso ekvivalentai.



IVADAS

Temos aktualumas

IS augaly iSgaunami antocianinai ir eteriniai aliejai pasizymi prie§vézinémis,
uzdegimo slopinamosiomis, antioksidacinémis, antibakterinémis savybémis. D¢l Siy
savybiy jie pla¢iai naudojami ne tik kosmetikoje, farmacijoje, bet ir maisto pramongéje,
pavyzdziui, veikliosioms maisto pakuotéms gaminti [1, 2, 3].

Antocianinai yra nepatvaris junginiai, todél stabilumui padidinti jie gali bati
imobilizuojami jvairiuose neSikliuose, kurie apsaugo antocianiny molekules nuo
fiziniy ir cheminiy veiksniy poveikio ir padeda islaikyti antocianiny aktyvuma [4].
Taciau Sie budai susij¢ su didelémis sgnaudomis ir antocianiny nuostoliais. Terpéje,
kurios pH verté yra tarp 1 ir 3, antocianinai egzistuoja raudonos spalvos flavilio
katijono pavidalu ir gali sudaryti joninius kompleksus su anijoniniy grupiy turin¢iais
polimerais. Kol kas literatliroje yra aprasyti tik stabilis nanodydzio antocianiny ir
chondroitino sulfato kompleksai [5]. Taciau tokius kompleksus galéty sudaryti ir kiti
sulfatogrupiy turintys gamtiniai ar modifikuoti polisacharidai, pavyzdziui,
karageninai ar dekstrano sulfatas. Tiek vieni, tiek kiti yra placiai naudojami
polimeriniams kompleksams su teigiamojo kravio polimerais ar joniniams
kompleksams su mazamolekuliais teigiamojo krGvio grupiy turin€iais junginiais
gauti [6, 7]. Joniniai polimery kompleksai susidaro vandeniniuose tirpaluose dél
elektrostatinés sgveikos tarp prieSingy Zenkly kriivio grupiy turin¢iy polimery ir
mazamolekuliy junginiy kambario temperatiiroje, t. y. nenaudojant energijos istekliy,
neterSiant gamtos organiniais tirpikliais, todél toks kompleksy susidarymas
priskiriamas prie aplinkai nekenksmingy procesy [8].

Veikliyjy pakuociy gamyba yra viena i$§ inovatyviy technologijy. Tokiose
pakuotése imobilizuotos aktyviosios medziagos veikia atsipalaiduodamos j pakuotés
vidy arba sugerdamos pakuotéje esancias kitas medziagas, taip apsaugodamos maisto
produktus nuo aplinkos poveikio ir pailgindamos jy tinkamumo vartoti trukme [9].
Antimikrobiniy ir antioksidaciniy savybiy turinios maisto pakuotés gali buti
gaunamos ant jy plévelés formuojant eteriniy aliejy turinéias dangas. Tokioms
dangoms gauti kaip plévédariai gali buti naudojami gamtiniai, modifikuoti gamtiniai
ar sintetiniai polimerai.

Darbo tikslas

Sio darbo tikslas — i§saugoti antocianiny ir eteriniy aliejy veikligsias savybes
imobilizuojant juos anijoniniuose polisachariduose.

Darbo tikslui pasiekti suformuluoti sie uZdaviniai:

1. Parinkti salygas tirpiems, nano- ar mikrodaleliy dekstrano sulfato, «-
karagenino ir -karagenino kompleksams su vandeniniame mélyniy ekstrakte
esanciais antocianinais gauti.

2. lvertinti | kompleksus su dekstrano sulfatu ar k-karageninu ir 1-karageninu
sujungty antocianiny stabiluma, antioksidacines savybes ir atpalaidavima |
Jvairias terpes.



3. Istirti sgveika tarp antocianiny flavilio katijono ir karageniny Sulfatogrupiy
pusiausvirosios adsorbcijos salygomis, jai aprasyti taikyti dviejy kintamyjy
adsorbcijos modelius.

4. Pasitlyti optimaliy savybiy antocianiny ir karageniny kompleksy gamybos
technologing schemg.

5. Sukurti eteriniy aliejy turin¢ias dangas, nustatyti jy antibakterinj ir
antioksidacinj efektyvuma nesant tiesioginio kontakto su tiriamuoju substratu
(per gary fazg).

6. Sukurti veikliosios pakuotés prototipa.

Mokslinis darbo naujumas

Nustatyta, kad vandeniniame mélyniy ekstrakte esantys antocianinai gali
sudaryti joninius kompleksus su sulfatogrupiy turiné¢iais dekstrano sulfatu ar k- bei 1-
karageninais, visy pirma, dél elektrostatinés sgveikos tarp antocianiny flavilio
katijono ir polisacharido sulfatogrupiy. Gauto komplekso pobiudis priklauso nuo jj
sudaranéiy junginiy masiy santykio ir bendrosios jy koncentracijos: kai polisacharido
ir antocianiny masiy santykis yra optimalus — 0,4 g/g — ir bendroji dekstrano sulfato
ir antocianiny komplekso koncentracija yra <0,16 g/, o karageniny ir antocianiny —
<0,07 g/l, gaunama stabili komplekso nanodaleliy suspensija; padidinus bendraja
kompleksa sudaranc¢iy medziagy koncentracija, dalis komplekso iSkrinta tamsiai
raudonos spalvos nuosédomis.

Efektyviosios skyséiy chromatografijos metodu jrodyta, kad antocianinai yra
iSgryninami juos imobilizuojant polimeriniuose nesikliuose.

Antocianiny imobilizavimas kompleksuose su dekstrano sulfatu ar karageninais
apsaugo antocianiny flavilio katijong nuo hidratacijos ir padidina vandeniniy
komplekso suspensijy stabilumg saugant. I§ antocianiny ir polisacharidy komplekso
mikrogranuliy antocianinai yra efektyviai atpalaiduojami j modelines skrandzio ir
Zarnyno terpes.

Nustatyta, kad ¢iobreliy eterinio aliejaus ar eugenolio turin¢ios dangos pasizymi
antibakteriniu poveikiu E. coli bei L. monocytogenes bakterijoms ir stipriu laisvyjy
radikaly sujungimu, nesant tiesioginio kontakto su tiriamuoju substratu, veikiant
aktyviosios medziagos garams.

Praktiné darbo verté

Pagamintos liofilizuotos k-karagenino ir antocianiny mikrogranulés panaudotos
antioksidacinémis ir uzdegimo slopinamosiomis savybémis pasizyminciy rektaliniy
zvakuéiy prototipui sukurti.

Pasitilyta  antocianiny  imobilizavimo  k-karagenino  mikrogranulése
technologiné schema.

Sukurtas antioksidacinés pakuotés prototipas: Sviezia jautiena supakuota
polimerine plévele, padengta eugenolio turin¢ia danga, kuri apsaugo jautieng 14 dieny
nuo lipidy oksidacijos ir mésos spalvos pokyc¢iy.



Ginamasis disertacijos teiginys

Antocianinai, adsorbuojami i§ vandeninio mélyniy ekstrakto sulfatogrupiy
turin€iais polisacharidais, yra iSgryninami i$saugant jy antioksidacines savybes ir
véliau gali buti atpalaiduojami j jvairias terpes.

Darbo rezultaty aprobavimas

Doktorantiiros studijy metu 2 publikacijos disertacijos tema paskelbtos
Clarivate Analytics Web of Science duomeny bazés Zurnaluose, turin¢iuose citavimo
indeksa, 1 straipsnis publikuotas kituose recenzuojamuose mokslo leidiniuose, 9
straipsniai paskelbti moksliniy konferencijy pranesimy medziagoje.

Darbo apimtis

Daktaro disertacija sudaro jvadas, 3 skyriai, iSvados, literatiros sarasas,
publikacijy disertacijos tema sgraSas ir padéka. Bendra apimtis — 114 puslapiy. Darbe
pateikti 48 paveikslai, 20 lenteliy, 31 matematiné iSraiska ir lygtis. Literattiros sgrasg
sudaro 240 saltiniy.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Gamtinés biologiskai aktyvios medZiagos
1.1.1. Antocianiny sandara ir stabilumas

Antocianinai (ATC) yra vandenyje tirpis augaly lasteliy pigmentai. ATC
naudojami kaip natiiralGs dazikliai maisto pramonéje [4] (maisto priedo Nr. E163),
kosmetikoje [10], farmacijoje, tekstiléje [11]. Sios medZiagos pasizymi ne tik
daZzomosiomis savybémis, bet ir biologiniu aktyvumu, t.y. antioksidaciniu,
antibakteriniu, uzdegimo slopinamuoju [12, 13], prieSvéziniu, antimutageniniu
poveikiu [14]. Dél veikliyjy savybiy ATC naudojami kosmetikoje, farmacijoje ir
maisto papildy gamyboje [15, 16, 17]. Sie junginiai taip pat gali biti naudojami kaip
jautrikliai saulés elementy gamyboje [18].

Pagrindiniai ATC struktiiros elementai yra antocianidinai, sudaryti i§ aromatinio
ziedo (A), prijungto prie deguonies atomg turin¢io heterociklo (C), prie kurio rysiu
»anglis—anglis“ prijungtas aromatinis Ziedas (B) [19]. Yra zinoma apie 31 skirtinga
antocianiding. Dazniausiai augaluose randami cianidinas (30 %), delfinidinas (22 %),
peonidinas (18 %), o likusius 20 % sudaro pelargonidinas, petunidinas ir malvidinas.
Antocianidinai tarpusavyje skiriasi tik hidroksi- ir metoksigrupiy, prijungty prie
aromatinio ziedo B, kiekiu [20] (1.1 pav.).

Antocianidinas R1 R2

Pelargonidinas H H
Cianidinas OH H
Delfinidinas OH OH
Peonidinas OCHjs H

Petunidinas OCH; | OH
Malvidinas OCH3 | OCH3
R — gliukoz¢, galaktoze,
arabinozé

1.1 pav. Antocianidiny struktiiriné formulé

Antocianidiny spalva labiausiai priklauso nuo hidroksigrupiy kiekio — jam
didéjant junginio spalva kinta nuo oranzinés iki violetinés (1.2 pav.). Antocianinai
gaunami prie antocianidiny molekulés heterociklo (C) 3 padétyje prijungus vieng i$
sacharidy: gliukoze, galaktozg ar arabinoze. Prijungus sacharidg junginiy spalva
tampa raudonesné, 0 alifatiniai ar aromatiniai acilpakaitai, prijungti prie sacharido,
jtakos spalvai beveik neturi [17].

Pelargonidinas Cianidinas Peonidinas Delfinidinas Petunidinas Malvidinas

1.2 pav. Pagrindiniy antocianidiny spalvy gama [17]



Kitas veiksnys, lemiantis ATC spalva, yra terpés pH verté, nuo kurios priklauso
strukttrinés ATC molekuliy transformacijos [17]. Terpéje, kurios pH verté yra tarp 1
ir 3, vyrauja raudonos spalvos flavilio katijonas. Kai terpés pH verté yra tarp 4 ir 5,
vyrauja bespalvis hemiacetalis. Terpés pH verte padidinus iki 6-7, susidaro
purpurinés spalvos chinoidiné bazg, o kai terpés pH yra tarp 7 ir 8, dominuoja mélynos
spalvos anijoniné chinoidiné bazé. Terpéje, kurios pH verté yra 8-9, vyrauja silpnai
geltonas chalkonas (1.3 pav.).

pH=1-3 pH=4-5
ar /400 &gt
— Y
— S
+H /-H,0 .
Flavilio katijonas Iemiacetalis Chinoidiné bazé
pH=8-9 pH=7-8 *H ' ' -H
{ ®
£ . -H,0
‘_. e—
® " > ," «® o —
Lo etes. +H,0
¢
Chalkonas Anijoniné¢ chinoidiné

bazé

1.3 pav. ATC spalvos ir struktiros priklausomybé nuo vandeninés terpés pH ver¢iy [17]

Gamtoje randama daugybé pacios jvairiausios cheminés struktiros ATC.
Pagrindiniai skirtumai tarp jvairiy ATC yra hidroksi- ir metoksigrupiy kiekis bei
padétis antocianidino molekuléje ir prie antocianidino molekulés prijungty sacharidy
cheminé prigimtis ir skai¢ius [19]. Yra zinoma apie 700 skirtingos cheminés sudéties
ATC [1], taCiau dazniausiai augaluose randamas ATC yra cianidino-3-O-
gliukozidas [21]. Tik raudonosiose vynuogése ir jy perdirbimo produktuose (vyne,
sultyse ir kt.) daugiau yra malvidino-3-O-gliukozido [22]. Nors ATC yra randama tam
tikry riisiy javuose, darZovése ar vaisiuose, pagrindiniai ATC Saltiniai yra raudonos
ar mélynos uogos (1.1 lent.).

1.1 lentelé. Augaly klasifikacija pagal juose randama ATC kiekj [23]

ATC kiekis (mg/100 g Augalas
augalo)
Mélynés, juodieji serbentai, juodosios alyvuogés, juodieji
>100 mg ryziai, gervuoges, silauogés, vys$nios, aronijos., §ei\{amefii'iq
uogos, raudonosios vynuogés, granatai, violetiniai
kukuriizai, avietés, raudonieji koptistai.
Raudonieji  obuoliai, juodosios pupelés, spanguolés,
10-100 mg baklazanai, agrastai, slyvos, raudonieji serbentai, raudonieji
svogitinai, raudonieji ridikéliai, rabarbarai, braskes.
<10 mg Greipfrutai, salotos, nektarinai, persikai, kriausés.
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Europoje augancios laukinés mélynés (Vaccinium myrtillus L.) yra vienos i$
daugiausia ATC turin¢iy uogy. Jos pasizymi maloniu skoniu ir turi daug
gydomosiomis savybémis pasizyminéiy junginiy, tarp jy 15 skirtingy ATC [24, 25,
26]. Tai cianidino, delfinidino, malvidino, petunidino ir peonidino arabinozidai,
galaktozidai ir gliukozidai. Tiek bendrasis ATC kiekis, tiek sudétis priklauso nuo
regiono, kuriame mélyniy uogos augo. Lietuvoje augan¢iy mélyniy uogos daugiausia
turi cianidino sacharidy [25]. Kiti biologiskai aktyvis junginiai, randami mélynése,
yra chlorogeno ir kitos fenolinés ragstys, askorbo riigstis, kvercetinas ir kt.

IS uogy ATC yra iSgaunami ekstrahuojant partigstintais etanolio tirpalais [27].
Taciau kartu su ATC | ekstraktg patenka ir Kiti uogose esantys junginiai: sacharidai,
fenoliniai junginiai, askorbo ruigstis, kai kurie metaly jonai, kurie skatina ATC
skilimg [28]. ATC gryninti taikomi chromatografijos [29], adsorbcijos ant kietyjy
adsorbenty [30] ir kiti metodai. Kaip adsorbentai yra naudojami skirtingos sandaros
junginiai, pavyzdziui, prie nejoniniy sintetiniy polimeriniy dervy priskiriami
akriloesteriai [31, 32], polistireno-divinilbenzeno kopolimerai [32, 33] ar katijonitinés
polimerinés dervos [34]. Ypa¢ didelis iSgryninimo laipsnis yra gaunamas
adsorbuojant ATC flavilio katijong ant sulfatogrupiy turin¢iy katijonitiniy polimeriniy
dervy [34].

Pagrindinis antocianiny trikumas yra mazas stabilumas, kuris priklauso nuo
terpés pH vertés [35], ATC koncentracijos [36], temperatiros [37], §viesos [4], tirpale
esan¢iy fermenty [38], askorbo riigsties [39], sacharidy [40] ir kt. ATC tirpaly
stabilumas priklauso ne tik nuo jy pH vertés, bet ir nuo ATC koncentracijos [36]: kuo
§i didesné, tuo didesnis ir ATC tirpalo stabilumas. Pazymétina, kad didéjant ATC
turiniy Zaliavy ar produkty perdirbimo ir laikymo temperatiirai ATC stabilumas
mazéja [37]. Destrukcinis §viesos poveikis ATC priklauso nuo jy cheminés struktiiros
ir zaliavos, i§ kurios ATC ekstraktas buvo gautas [20]. Sviesa maZina ATC stabiluma
saugant, ypa¢ kai miSinyje yra sacharidy [41]. Paciy sacharidy poveikis ATC
stabilumui priklauso tiek nuo ATC struktiiros, tiek nuo sacharidy tipo ir
koncentracijos [40]. ATC skilima taip pat skatina vaisiuose bei uogose esanti askorbo
rugstis bei jvairtis fermentai (glikozidaze, peroksidaze, fenol- ir polifenoloksidazé)
[38, 39].

1.1.1.1. Antocianiny stabilizavimo budai

ATC yra placiai naudojami maisto pramongje, farmacijoje, kosmetikoje, todél
labai aktualus yra jy stabilumo padidinimas. Visus literatiiroje apraSytus ATC
stabilumo padidinimo biidus galima suskirstyti j dvi pagrindines grupes: asociacija ir
imobilizavimas [4].

ATC stabilumas padidéja ir Kartu jy tirpalo spalva tampa sodresné vykstant
asociacijai su kitais junginiais [19]. Skiriamos trijy tipy ATC asociacijos reakcijos:
savaiminé asociacija tarp keliy ATC molekuliy; kopigmentacija, kuri skirstoma j
intramolekuling kopigmentacija (asociacija su kitomis ATC molekulés dalimis) ir
intermolekuling kopigmentacija su kitais nespalvotais junginiais (kopigmentais),
pavyzdziui, flavonoliais ar flavono glikozidais; asociacija su metalais.

Pirmg kartg savaiminé asociacija, kaip ATC tirpalo spalvos poky¢io priezastis,
buvo aprasyta Aseno ir kt. darbe [42]. Vyrauja nuomoné, kad savaiminés asociacijos
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metu vyksta hidrofobiné saveika tarp aromatiniy ATC molekuliy daliy (dar vadinama
stekingu, angl. ,,stacking®) [43]. Dél Sios sgveikos gerokai iSauga Sviesos sugertis
ATC tirpalais, t. y. tariama ATC koncentracija tirpale padidéja nuo 10* iki 102 mol/I
su batochrominiu $viesos absorbcijos maksimumo poslinkiu [44]. Tuo pat metu
gerokai isauga ATC stabilumas.

ATC kopigmentacija pirmg karta aprasé 1916 m. Willstétteris ir
Zollingeris [45]. Jie pastebéjo, kad pridéjus taniny ar galo ragsties malvidino-3-O-
gliukozido tirpalo spalva pasikeicia i§ raudonos | mélyna ir tai yra vienas i§ ATC
kopigmentacijos vyksmo pozymiy. Daugeliu atvejy ne tik kei¢iasi ATC tirpalo spalva
(tirpalas jgauna melsva atspalvj), bet ir padidéja spalvos intensyvumas, t.Y.
kopigmentacija yra lydima hiperchrominio efekto.

Intramolekulingje kopigmentacijoje kopigmentas yra ATC molekulés dalis, t. V.
tieck ATC, tiek kopigmentas yra kovalentiniu rySiu prijungti prie to paties
sacharido [46]. Prie sacharido prijungtos aromatinés acilgrupés i$sidésto greta flavilio
katijono, apsunkina pirilio ziedo hidratacija ir padidina ATC stabiluma.
Intramolekuliné kopigmentacija priklauso nuo aromatiniy acilgrupiy kiekio, jy
prijungimo sacharido molekuléje vietos ir nuo paties sacharido strukttiros.

Intermolekuliné kopigmentacija vyksta tarp ATC ir bespalvio kopigmento dél
van der Valso jégy, hidrofobinés ir joninés sgveikos [47]. Intermolekulinéje
kopigmentacijoje gali dalyvauti tiek flavilio katijonas, tiek chinoidin¢ bazé. Tiek
viena, tiek kita ATC molekulés forma yra plokscia su delokalizuotomis m-elektrony
poromis, todél gali asocijuoti su laisvg m-elektrony porg turindiais junginiais.
Intermolekulinés kopigmentacijos metu ATC ir kopigmento molekulés iSsidésto tam
tikra tvarka, dél kurios ATC flavilio katijonas yra apsaugomas nuo nukleofilinés
vandens atakos. Intermolekulinéje kopigmentacijoje gali dalyvauti jvairGs fenoliniai
junginiai: kavos, ferulo [48], rozmariny [49], vanilo [50], chlorogeno [51], galo [52]
rugstys, flavonoliai (rutinas, kvercetino 3-p-D-galaktozidas) [53], procianidinai
(epikatechino monomerai, dimerai ir trimerai) [54]. Kopigmentacijos metu spalvos
pasikeitimas priklauso tiek nuo fenolinio junginio, tiek nuo ATC prigimties. Taip, i
malvidino-3-O-gliukozido tirpalg jpylus rozmariny ragsties tirpalo, $§viesos sugertis
gautu miSiniu padidéjo 2,6 karto, 0 didZiausias pelargonidino-3-O-glikozido tirpalo
spalvos intensyvumas ir stabilumas gautas pridéjus ferulo ar kavos ragséiy [55].
Intermolekulinés kopigmentacijos metu vykstantis ATC tirpalo spalvos pasikeitimas
bei stabilumo padidéjimas priklauso nuo kopigmento molekuléje esanciy hidroksi-,
metoksi- ir (arba) glikozilgrupiy skai¢iaus ir padéties.

ATC tirpaly spalva keiCiasi susidarant chelatiniams ATC ir metaly
kompleksams [19]. Toks ATC stabilizavimo budas yra aktualus maisto produktuose
(sultyse, vyne), kuriuose yra didesnis metaly kiekis. Chelatinius kompleksus su
metalais gali sudaryti tik ATC, turintys daugiau kaip dvi hidroksigrupes, t.y.
cianidino, delfinidino ir petunidino sacharidai. Dazniausiai vaisiuose yra alavo, vario,
gelezies, aliuminio, magnio, kalio jony, ir biitent $iy metaly kompleksai su ATC
suteikia augalams mélyna spalvg [56]. Mélynuosiuose kukuriizuose yra daug kalcio,
vario ir gelezies, kurie sudaro chelatinius kompleksus su cianidinu ir stabilizuoja jo
spalva [19]. Gaminant raudonajj vyna ATC stabilumas labai priklauso nuo jame
esanéio gelezies kiekio ir jos oksidacijos laipsnio [57]. Schreiberio ir kt. darbe [58]
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apraSytas AI** kompleksy su delfinidinu susidarymas, kuris vyksta dviem stadijomis.
PradZioje susidaro mélynos spalvos chinoidinés bazés ir AI** kompleksas. Antrojoje
stadijoje jis yra stabilizuojamas n-m stekingu su kita flavilio katijono pavidalo
delfinidino molekule.

Kitas ATC stabilumo padidinimo biidas yra jy imobilizavimas jvairiuose
nesikliuose. Imobilizavimas apsaugo ATC molekules nuo fiziniy ir cheminiy veiksniy
poveikio, todél ATC lieka aktyvis in vivo ir in vitro, o tai padidina jy panaudojimo
galimybes ir pailgina jy saugojimo trukme. ATC stabilumo padidéjimas priklauso tiek
nuo naudojamo nesiklio, tiek nuo taikomo imobilizavimo metodo. Pagrindiniai ATC
imobilizavimo metodai yra purkStuvinis dziovinimas, liofilizavimas, ekstruzija,
koacervacija, liposomy, jtarpos kompleksy, emulsijy sudarymas [59]. BiologiSkai
aktyvioms medziagoms imobilizuoti naudojami gamtiniai polimerai, liposomos,
maltodekstrinai ar ciklodekstrinai [60]. Buvo palygintas i§ kvie¢iy ar sojy i$skirty
baltymy ir maltodekstriny stabilizuojamasis poveikis purkStuvingje dziovykloje
jkapsuliuotiems ATC, esantiems Silauogiy ir granaty vaisiy ekstrakte, ir nustatyta, kad
maltodekstrinuose jkapsuliuoti ATC yra geriau apsaugoti nuo ardomojo §viesos
poveikio [61]. Mélyniy ekstrakte esantys ATC buvo jkapsuliuoti keliais skirtingais
metodais: ekstruzijos biidu suformuojant ATC ir amidogrupiy turinio pektino
kapsules, pagaminant ATC ir kvieCiy baltymy emulsijas, i§dziovinant purkstuvingje
dziovykloje, kaip neSiklj naudojant amidogrupiy turin¢io pektino ir Selako dervos
misinj [62] bei sudarant ATC ir iSrtigy baltymy hidrogelius [63]. Istirta imobilizavimo
btido jtaka ATC stabilumui ir jy atpalaidavimui j modelines skrandZio ir Zarnyno
terpes. Nustatyta, kad, nepriklausomai nuo imobilizavimo btido, ATC buvo stabiliis
tik modelinéje Zarnyno terpéje ir kad iSrigy baltymuose imobilizuoti ATC buvo
stabilesni. ATC atsparumas aukS$tai temperatiirai gerokai padidéjo koacervacijos
metodu juos imobilizavus j kvieéiy baltymy bei runkeliy pektino nanodaleles [64].
Tyréjai [65] cianidino-3-O-gliukozido (cia-3-glk) atsparumg $viesai ir aukStesnei
temperattrai padidino sudarydami sojy pupelése randamo feritino ir cia-3-glk
nanodaleles. Be privalumy, ATC jkapsuliavimas turi ir nemazai trikumy, Kkuriy
pagrindiniai yra sudétinga jranga ir dideli ATC nuostoliai.

Kur kas paprastesnis budas yra ATC adsorbcija gamtiniais polimerais. Norman
ir kt. darbe [66] ATC i$ tirpaly buvo adsorbuoti Hippospongia communis jiry
pintimis. Adsorbuoti ATC pasizyméjo antioksidacinémis savybémis. Daugiausia
ATC buvo adsorbuota i$ terpés, kurios pH verté buvo apie 4, autoriy nuomone, dél
vandeniliniy rySiy tarp ATC ir adsorbento. Choi ir kt. [67] sukiré ATC turinéias
biologiskai skaidzias pléveles i§ agaro ir krakmolo, kurias galima naudoti kaip pH
indikatorius mésos uzterStumui tikrinti.

Vienas i§ alternatyviy biidy padidinti ATC stabiluma yra joniniy kompleksy i$
ATC flavilio katijono ir anijoniniy grupiy turin¢iy polimery sudarymas. Pirma karta
tokiy kompleksy sudarymas aprasytas tyrime panaudojus chondroitino sulfatg [5].
Chondroitino sulfato ir i§ juodyjy sojy pupeliy gauty ATC masiy santykiui esant 10:1,
buvo gauti stabiliis nanokompleksai, kuriuose ATC, palyginti su esan¢iu pradiniame
ekstrakte, pasizyméjo geresnémis antioksidacinémis ir prie§vézinémis savybémis.
Autoriy nuomone, susidarant nanokompleksams pasireiské trijy riiSiy sgveika: ATC
molekuliy stekingas, joniné sgveika tarp polimero sulfatogrupiy ir flavilio katijono bei
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hidrofobin¢ sgveika tarp chondroitino sulfato acilgrupiy ir ATC molekuliy asociaty.
Tolesniuose tyrimuose j chondroitino sulfato ir ATC kompleksg (CS/ATC) buvo
jterptas doksorubicino hidrochloridas (DOX) ir isStirtos tokio nanokomplekso
antioksidacinés ir prie$vézinés savybeés in vivo [68]. Nustatyta, kad CS/ATC/DOX
kompleksas gali buti efektyvus gydant navikus.

1.1.2. Eteriniy aliejy sandara ir savybés

Eteriniai aliejai (EA) yra iSgaunami i§ skirtingy augalo daliy (lapy, Zievés,
ziedyny, pumpury, ziedy) [69] ir sudaryti i lipofiliniy bei lakiyjy antriniy augaly
metabolity, kuriy molekuliné masé yra mazesné nei 300. Nepaisant didéleés jvairoves,
pagrindiniai EA sudarantys junginiai pagal sandarg yra skirstomi j terpenus,
terpenoidus ir fenilpropanoidus (1.4 pav.).

Terpenai
Monoterpenai

L 2\ i

P CH3
o-Pinenas Limonenas Sabinenas  P-cimenas y-Terpinenas B-Kariofilenas
Terpenoidai

Monoterpenoidai

X Z OH O,
Linalolis
OH
/‘\/\)\/\O = OH

Citronelalis Timolis Karvakrolis Karvonas Borneolis

e 4

Fenilpropanoidai

CH30
jg/\/ o Ce \

Cinamonaldehidas Eugenolis Safrolas
Vamlmas
Kiti
AN %
Xy C g \/\S /S*‘\/\
Alilizotiocianatas Alicinas

1.4 pav. EA sudedamyjy daliy cheminé strukttira [69]

Terpenai sudaryti i§ dviejy izopreno (CsHg) molekuliy. EA yra monoterpeny
(Ci0H16), pavyzdziui, a-pineno, limoneno ir kt., bei seskviterpeny (CisH24) (B-
kariofilenas). O diterpeny (CzoHs2), triterpeny (CsoHas) ir tetraterpeny (CaoHss) EA
randama mazais kiekiais. EA junginiai, turintys deguonies, vadinami terpenoidais.
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EA, priklausomai nuo cheminés sudéties, pasizymi skirtingu kvapu ir skoniu.
Lamiaceae, Myrtaceae (Eucalyptus) ir Rutaceae (Citrus) seimy augaluose randama
daugiausia lakiyjy junginiy [70]. EA i$ augaly iSgaunami distiliacija vandens garais ir
presavimo buidais. Pramonéje dazniausiai taikoma distiliacija vandens garais [71, 72].
EA sudétis ir savybés priklauso ne tik nuo iSgavimo bitido, bet ir nuo augalo kilmés,
amziaus, naudojamos augalo dalies ir kt. [73, 74, 75].

Europos Komisija bei JAV Maisto ir vaisty administracija kvapiyjy junginiy
turinCius EA registruoja kaip kvapigsias medziagas [76, 77]. 2012 metais Europos
Sajunga patvirtino kvapiyjy medziagy sara$a. Reglamentas reguliuoja tam tikry
natiiraliy medziagy naudojimg ir nustato didziausius leistinus medziagy kiekius. Be
to, didzioji dalis $iy medziagy Visuotinai pripazintos kaip saugios [77].

Dauguma i§ augaly iSgaunamy junginiy yra biologiskai aktyviis ir pasizymi
prie§vézinémis, uzdegimo slopinamosiomis [78], antioksidacinémis [79],
antibakterinémis [80] ir kt. savybémis. EA ir pagrindiniai jy komponentai turi poveikij
plataus spektro bakterijoms, tarp jy ir atsparioms antibiotikams [81]. Geriausiomis
antimikrobinémis savybémis pasizymi EA, iSgaunami i§ Lamiaceae Seimos augaly
(Ciobreliy, raudonéliy, rozmariny, levandy, méty ir kt. EA) [82]. Aktyviausi i§ EA
randamy junginiy yra fenoliai, po jy eina aldehidai, ketonai, alkoholiai, esteriai ir
angliavandeniliai [83]. Pagrindinis EA komponentas gali sudaryti daugiau kaip 85 %.
Jis dazniausiai ir lemia EA biologinj aktyvuma. Taciau Kitos 15 % sudedamyjy daliy
daznai ne kg maziau svarbios dél sinergetinio efekto [82, 84].

EA antimikrobinis poveikis aiskinamas kaip keliy etapy proceso rezultatas [70].
Pirmiausia EA dél hidrofobinés prigimties padidina bakterijos sienelés pralaiduma.
Antrame etape | bakterijos vidy prasiskverbes EA slopina lastelés energijos (ATP)
gamybg, dél to sutrinka protony, jony ir kt. pernasa. Be to, EA gali veikti kaip
citoplazmos koaguliantai ir pazeisti joje esancius lipidus, baltymus ir Kkitus
komponentus, taip skatindami makromolekuliy pasisalinimg i$ lastelés (1.5 pav.).
Paskutiniame etape lastelés DNR yra suardoma ir bakterija ziista [70].

S ¢ /—\‘ é, Eterinis
varomosios Koaguliacija liei
o H* aliejus
jégos

™

Metabolitai ir
jonai

Lastelés sienelé

Membranos

Citoplazminé 5
baltymai

membrana

1.5 pav. EA antimikrobinio poveikio bakterijai mechanizmas [70]
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Nustatyta, kad gramteigiamy bakterijy padermés yra jautresnés EA poveikiui
nei gramneigiamy [85]. Poveikio skirtumas priklauso nuo bakterijy sienelés sandaros.
Gramteigiamy bakterijy sienelé sudaryta i§ storo peptidoglikano sluoksnio, teicho
rigsties, polisacharidy, mazo kiekio lipidy ir kt. O gramneigiamy bakterijy sienelé
turi iSoring ir viding membranas, tarp kuriy yra plonas peptidoglikano sluoksnis.
Biitent dél iSorinés gramneigiamy bakterijy sienelés, turinios baltymy ir
lipopolisacharidy, EA poveikis joms yra silpnesnis nei gramteigiamoms bakterijoms.
Gramteigiamy bakterijy sienelés struktiira leidzia lengviau prasiskverbti j lgstele
hidrofobinéms molekuléms.

Kai kurie EA, pavyzdziui, baziliky, citrinZzoliy, gvazdikéliy, cesnaky,
raudonéliy, rozmariny ir ¢iobreliy, efektyviai slopina per maistg plintanciy bakterijy
augimg [86]. Net mazi ¢esnaky, Ciobreliy ir raudonéliy EA kiekiai efektyviai veikia
pries E. coli ir L. monocytogenes bakterijas. Antibakterinis EA efektyvumas siejamas
su juose esanciu dideliu kiekiu karvakrolio, timolio, citronelalio ir eugenolio [86]. Be
to, ¢iobreliy ir raudonéliy EA gali biiti efektyviis tiek esant tiesioginiam kontaktui su
bakterijomis, tiek per EA garus [87]. Nustatyta, kad raudonélio, Ciobreliy ir
gvazdikéliy EA pasizymi antipelésiniu poveikiu Aspergillus niger ir Aspergillus
flavus [88]. Pagal Sio poveikio silpnéjimg EA iSsidésto Sia tvarka: raudonéliy EA,
gvazdikéliy EA, Ciobreliy EA.

Didzioji dalis EA pasizymi antioksidacinémis savybémis ir turi nemazai
pranaSumy prie§ sintetinius antioksidantus [89]. Antioksidantai apibréziami kaip
junginiai, mazinantys arba stabdantys medZiagy oksidacijg, esant mazam jy kiekiui,
palyginti su oksiduojamu substratu. Biologinése sistemose ir maisto pramonéje nuo
oksidacijos dazniausiai saugomi lipidai, baltymai ir angliavandeniai. Siy medziagy
oksidacija vyksta grandininiy reakcijy metu formuojantis peroksiradikalams [90].
Vienas i$ lipidy oksidacijos ir antioksidanty veikimo mechanizmy pateiktas 1.6 pav.
Lipidy oksidacija yra suzadinama, kai radikalas, nepriklausomai nuo savo kilmés ir
struktiiros, reaguoja su lipidy substratu (RH) ir susidaro alkilradikalas (R’). Pastarasis,
reaguodamas su deguonimi, sudaro peroksiradikalg (ROO), o §is toliau atakuoja kitg
substrato molekule ir susidaro hidroperoksidas (ROOH). Tokia grandininé reakcija
vyksta tol, kol tarpusavyje sureaguoja du radikalai ir reakcija nutriiksta [79].

Plétra
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1.6 pav. Autooksidacijos ir antioksidanty veikimo mechanizmas [79]
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Pagal veikimo principa antioksidantai yra skirstomi j pirminius (grandinés
nutraukimo) ir antrinius (prevencinius). Pirminiai antioksidantai tiesiogiai reaguoja su
laisvaisiais radikalais, susidaro santykinai stabilts produktai. Dauguma pirminiy
antioksidanty veikia atiduodami vandenilio atomg laisvajam radikalui. Antriniai
antioksidantai mazina oksidacijos greitj skirtingais mechanizmais ir gali veikti
sujungdami metaly jonus (Fe?*, Fe3*, Cu?"), deguonj, absorbuodami UV spinduliuote
ar slopindami fermenty veiklg [91, 92].

EA yra pirminiai antioksidantai, dalyvaujantys laisvyjy radikaly (R:, ROO-
ir kt.) sujungimo reakcijoje. EA antioksidacinés savybés labai priklauso nuo jy
cheminés struktiiros. Geriausiomis antioksidacinémis savybémis pasiZymi fenoliniy
junginiy (karvakrolio, timolio, eugenolio ir kt.) turintys EA. Bendruoju atveju tiek
sintetiniai, tiek nattralts fenoliniai junginiai kaip antioksidantai veikia reaguodami su
peroksiradikalais ir perduodami vandenilio atomg [93] (1.1 lygtis). Susidares
fenoksiradikalas yra stabilus. Jis toliau nedalyvauja radikaly grandininéje reakcijoje,
nes staigiai reaguoja su antruoju peroksiradikalu ir susidaro neradikaliniai produktai

(1.2 lygtis).

kfnh (1 1)
PhOH + ROO" —* PhO +ROOH )
PhO + ROO — neradikaliniai produktai (1.2)

Preliminariis EA ir kity augaliniy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo tyrimai
atliekami in vitro metodais. Dazniausiai taikomas elektrony perdavimu pagrjstas
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo) laisvyjy radikaly metodas [94]. Teixeira
ir kt. [86] iStyré pramoniniy EA sudétj dujy chromatografijos metodu ir nustaté jy
antioksidacines savybes DPPH metodu. Citrinzoliy, gvazdikéliy, raudonéliy,
petrazoliy, saliery, peletring ir Cciobreliy EA pasizyméjo antioksidacinémis
savybémis. Didziausias DPPH laisvyjy radikaly sujungimas gautas su gvazdikéliy ir
raudonéliy EA, efektyvios koncentracijos (antioksidanto kiekis, reikalingas sujungti
50 % DPPH laisvyjy radikaly nuo jy pradinio kiekio (EC50)) vertés buvo atitinkamai
36 ug/ml ir 47 ug/ml. Autoriai padaré prielaida, kad gvazdikéliy ir raudonéliy EA
savybes lémé pagrindiniai komponentai, atitinkamai eugenolis ir karvakrolis. Kiti tirti
EA pasizyméjo kur kas mazesniu antioksidaciniu aktyvumu, EC50 vertés buvo nuo
250 iki 10000 pg/ml. Baziliky, rozmariny, svoginy, Cesnaky EA, tiriant DPPH
metodu, antioksidacinémis savybémis nepasizymeéjo.

Iki Siol yra apraSyti daugiau nei 3000 skirtingy EA, 18 kuriy tik apie deSimtadalj
svarbiis farmacijos, maisto ir kosmetikos pramonéje [2]. Eukalipty, pipirméciy,
anyziy, Salavijy, gvazdikéliy, arbatmedziy EA yra naudojami farmacijoje kaip
vaistiniai preparatai. Sie EA naudojami kosuliui, bronchitui gydyti, taip pat kaip
antimikrobiniai agentai. Dél antiseptiniy ir analgetiniy savybiy gvazdikéliy EA
naudojamas odontologijoje, o arbatmedziy EA dél antibakteriniy savybiy—
dermatologijoje aknei gydyti. Be to, kai kurie EA farmaciniuose preparatuose
naudojami kaip kvapg ar skonj suteikiancios medziagos. Jie taip pat naudojami
vaistiniuose tepaluose, kremuose, kompresuose [3].
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Konditerijos gaminiuose, gaiviuosiuose gérimuose EA yra placiai naudojami
kaip kvapa ir skonj suteikiancios medziagos. EA pasizymi ir antibakterinémis,
antipelésinémis, antioksidacinémis savybémis [95, 96], todél sitiloma juos naudoti
kaip natiiralius antioksidantus ir konservantus maiste ar maistinése pakuotése [69, 97,
98].

1.2. Sulfatogrupiy turintys polisacharidai ir ju kompleksai
1.2.1. Karageninai ir ju naudojimas kompleksams sudaryti

Karageninai (KARG) yra sulfatogrupiy turintys linijiniai polisacharidai,
sudaryti i§ D-galaktopiranozés ir 3,6-anhidrogalaktopiranozés likuciy, sujungty a-1,3-
ir B-1,4-glikozidiniais rysiais [99]. Pagal sulfatogrupiy kiekj skiriami Sie KARG: «-
KARG, turintis vieng sulfatogrupe, 1-KARG, turintis dvi sulfatogrupes, ir A-
karageninas (A-KARG), turintis tris sulfatogrupes (1.7 pav.). Be to, A-KARG,
skirtingai nuo x-KARG ir -KARG, elementariojoje grandyje neturi 3,6-anhidro-
galaktopiranozés. Sulfatogrupés k-KARG, 1-KARG ir A-KARG sudaro atitinkamai
apie 20 %, 33 % ir 41 % [100]. Pramonei svarbiy KARG vidutiné molekuliné masé
svyruoja nuo 100 iki 1000 kDa [101].

@f o

O N

(c)

-0

i = T\
HO "'w.\:;,r""-\:’”n.\l‘

1.7 pav. Struktiirinés formulés: (a) — k-KARG; (b) — -KARG; (¢) — A-KARG [6]

n

KARG yra iSgaunami i§ Rhodophyceae $eimos raudonyjy jiry dumbliy [102],
ekstrahuojant karStais Sarmy tirpalais, gryninami ir iSdziovinami. KARG cheminé
struktira ir savybé sudaryti gelj labai priklauso nuo ekstrakcijos temperatiiros,
trukmés, tirpaly pH vertés ar iSankstinio jary dumbliy paruoSimo [103].
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Sulfatogrupiy kiekis daro jtaka KARG savybéms ir taikymui. 1- ir k-KARG yra
tirptis vandenyje ir linke sudaryti gelio strukturas, todél maisto pramongéje naudojami
kaip stingdikliai ir tirStikliai [104]. O A-KARG nesudaro gelio struktairos ir paprastai
naudojamas tik kaip tirStiklis. 1- ir k-KARG gebé¢jimas sudaryti gelio struktiras yra
siejamas su elementariojoje grandyje esancia 3,6-anhidrogalaktopiranoze, kurios 'C,-
konformacija yra biitina salyga geliui susidaryti [105]. Bendrai priimta, kad KARG
geliy susidarymas vyksta dviem stadijomis [6]. Pirmojoje stadijoje i§ makromolekuliy
raizginélio susiformuoja spiralés, kuriy struktiira stabilizuoja vandeniliniai rysiai. Sis
virsmas priklauso nuo temperatiiros ir tirpale esanciy kalio ar kalcio jony [106].
Sulfatogrupés tokiose spiralése yra nukreiptos j iSore. Antrojoje stadijoje susidaro
dvigubos spiralés, kurios ir suformuoja erdving KARG gelio struktiirg. Gelio
susidarymas yra grjztamas procesas: gelis pradeda formuotis Saldant mazdaug 50 °C
temperattroje ir gali vél suirti pasildzius iki 80-90 °C [6].

Pastaruoju metu KARG pla¢iai naudojami kuriant vaisty pernasos
sistemas [107]. Patys KARG taip pat pasiZzymi kai kuriomis medikamentinémis
savybémis — gali veikti kaip antikoaguliantai, imunomoduliatoriai, pasizymi
prie§vézinémis, antioksidacinémis savybémis [108]. Bendrai priimta, kad KARG
nepasizymi toksinémis ir dirginamosiomis savybémis: LDsg (Ziurkés, per skrandj) >
5 g/kg, LDso (triusiai, per oda) > 2 g/kg [109].

1.2.1.1. Karageniny polielektrolity kompleksai su kitais polimerais

Polielektrolity kompleksai (PK) susidaro vandeniniuose tirpaluose dél
elektrostatinés sgveikos tarp priesingy zenkly kriivio grupiy turinéiy polimery [7].
Pagrindiné PK susidarymo paskata yra sistemos entropijos padidéjimas dél priesjoniy
atpalaidavimo | tirpalg ir priklauso nuo polimery kriivio tankio, molekulinés masés,
teigiamyjy ir neigiamyjy kraviy santykio, polimery supylimo eiliSkumo, maiSymo
intensyvumo, tirpalo joninés jégos [110, 111]. PK santykinai gali biiti suskirstyti j tris
grupes: tirpis PK, t.y. homogeninés sistemos, sudarytos i§ makromolekuliy
agregaty [112]; drumstos, stabilios koloidinés PK nanodaleliy suspensijos, kurios
susidaro esant tam tikroms kompleksy formavimo sglygoms [113]; dvifazés sistemos,
kuriose PK yra nuosédos [114]. Koloidinéms PK suspensijoms gauti biitina naudoti
labai praskiestus kompleksa formuojanciy polimery tirpalus ir nestechiometrinj
priesingy zenkly kriivio grupiy santykj. Nestechiometriniai nanodaleliy PK yra
naudojami mazamolekuliams junginiams imobilizuoti [110] ar dispersinéms
sistemoms destabilizuoti [115].

Turédami sulfatogrupiy, KARG gali sudaryti PK su teigiamojo kriivio
polielektrolitais. Chitozanas (CHT) yra vienintelis gamtinis teigiamojo kriivio grupiy
turintis polimeras. PK susidaro dél elektrostatinés sgveikos tarp silpno polielektrolito
CHT, jonizuojantis jo pirminéms aminogrupéms, ir stipraus polielektrolito KARG
sulfatogrupiy (1.8 pav.). Priklausomai nuo CHT ir KARG molekulinés masés, molinio
santykio, bendrosios koncentracijos, terpés pH vertés ir joninés jégos, galima gauti
tirpius, nanodaleliy ar nuosédy PK [116]. Ypac¢ didele jtaka CHT/KARG kompleksy
pobudziui turi terpés pH verté, nuo kurios pirmiausia priklauso aminogrupiy
jonizacija ir CHT tirpumas. Ragstinéje terpéje aminogrupés visiSkai jonizuojasi, tarp
ju pasireiskia stimos jégos, CHT tirpalas yra klampus ir skaidrus. Didéjant terpés pH
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vertei, aminogrupiy jonizacija mazéja, ir, kai terpés pH verté yra apie 5, CHT tirpalas
pradeda drumstis. O stiprios anijoninés KARG sulfatogrupés yra jonizuotos placiame
pH ver¢iy intervale. Todél CHT/KARG kompleksy tirpumas susijes su CHT tirpumu
ir kartu terpés pH verte [117]. Kai terpés pH verté yra maZesné uz 3,5, gaunami tirpiis
PK, o pH ver¢iy intervale nuo 3,5 iki 6,5 CHT/KARG PK iskrinta nuosédomis.

H20 H,O
0S0y Oaiﬂ . NH,

0580 . 3
*HaN NH3
H,N

1.8 pav. PK i§ CHT ir KARG susidarymas vandeniniuose tirpaluose dél
elektrostatinés sgveikos

Pastaruoju metu ypa¢ daug démesio skiriama CHT/KARG nanokompleksams.
Sie PK gaunami praskiestuose tirpaluose, o gauty daleliy paviriaus kriivio Zenklas
priklauso nuo CHT ir KARG masiy santykio ir tirpaly supylimo eiliSkumo [118].
Teigiamojo kriivio nanodalelés (+60 mV, 500 nm) gautos praskiesta KARG tirpala
lasinant j CHT tirpalg. Dar mazesnés PK dalelés buvo gautos suformuotus CHT/x-
KARG PK sutinklinus natrio tripolifosfatu (NaTPF) [119]. CHT/x-KARG/NaTPF
dalelés, palyginti su netinklintomis, buvo mazesnés, gauta didesné iSeiga, jOS
pasizyméjo didesniu stabilumu saugant.

CHT ir skirtingy KARG kompleksai buvo panaudoti trimetazidino
hidrochlorido (TMZC), kaip modelinio vaisto, kontroliuojamam
atpalaidavimui [120]. Tyrimai parodé, kad, TMZC turin¢ias CHT/KARG tabletes
perkélus i§ modelinés skrandZio terpés j modeling Zarnyno terpg, in situ tabletés
pavirSiuje formavosi PK plévelé, kuri papildomai keité vaisto atpalaidavimo greitj. Be
to, CHT/A-KARG PK pasizyméjo geresnémis kontroliuojamo TMZC atpalaidavimo
savybémis nei CHT/k-KARG ar CHT/1-KARG PK nanodalelés.

I§ CHT ir KARG gali bati formuojami daugiasluoksniy nanodangy PK [121,
122]. CHT/x-KARG nanodanga, jmirkymo btidu suformuota ant polietilenteraftalato
(PET), buvo 171 nm storio ir, palyginti su CHT ir k-KARG paprastu misiniu,
pasizyméjo geresnémis vandens gary, deguonies barjerinémis ir mechaninémis
savybémis [121]. CHT/xk-KARG daugiasluoksnés nanodangos gali biiti naudojamos
biologiskai aktyviems junginiams imobilizuoti. Tokio tipo dangoms jvertinti buvo
panaudotas modelinis biologiskai aktyvus junginys — metileno mélynasis (MB) [122].
Daugiasluoksnés nanodangos pagrinda sudaré modifikuotas PET, turintis teigiamajj
kravj. Ant jo suformuoti 5 polisacharidy sluoksniai: 2 sluoksniai CHT ir 3 sluoksniai
k-KARG. MB imobilizuotas | antra, ketvirtg ir SeSta sluoksnius (1.9 pav.). Tiriant
atpalaidavima, nustatyta, kad i§ vidiniy sluoksniy MB atpalaiduojamas daug léciau.
Tokio tipo dangos galéty biiti naudojamos maisto produktams (vaisiams, darzovéms,
striams) padengti.
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1.9 pav. Daugiasluoksné CHT/k-KARG nanodanga su imobilizuotu biologiskai aktyviu
junginiu MB sluoksnyje: a — 2-ajame; b — 4-ajame; ¢ — 6-ajame [122]

Kitas gamtinis polimeras, galintis sudaryti PK su KARG, — Zelatina, turinti daug
aminogrupiy [123]. Zelatina turi aukstesne lydymosi temperatiirg, todé¢l gauti PK
pasizymi didesniu terminiu stabilumu nei PK su vienu KARG. Gauti PK buvo
panaudoti kvercetinui imobilizuoti. In vivo ir preliminards in vitro tyrimai parodé, kad
tokie kompleksai gali buti naudojami akiy vaisty formoms kurti [124]. Dul ir kt. [125]
suformavo nanodydzio daleliy KARG ir protaminy (PROT) PK. Gauty PK savybés
priklausé nuo naudoto KARG (k-, 1- ar A-KARG) ir jo koncentracijos, dvivalenciy
metaly katijony priedo, komplekso komponenty masiy santykio ir supylimo
eiliSkumo. 0,1 % tirpaluose maziausios PK dalelés buvo gautos su 1-KARG (100-
150 nm, polidispersiskumo indeksas 0,1-0,4). 0,05 % tirpaluose buvo suformuotas ir
nanodaleliy dydzio k-KARG/PROT kompleksas. Suformuoty PK nanodaleliy kriivis,
priklausomai nuo kompleksa sudaranéiy polimery santykio, buvo nuo —190 iki
+40 mV. Gauty PK nanodaleliy suspensijy stabilumas saugant priklausé nuo
nanodaleliy kriivio Zenklo ir terpés pH vertés.

1.2.1.2. Karageniny kompleksai su maZamolekuliais junginiais

KARG, kaip gamtiniai polimerai, pasizymi geru biologiniu suderinamumu,
todél placiai naudojami farmaciniy formy kiirimo procese: pagerinti vaisty sudéciai,
pailginti vaisty atpalaidavimui ar sukurti vaisty pernasos sistemoms, jautrioms terpés
pH ar temperatirai [6]. Vaisty atpalaidavimo i§ KARG turin¢iy farmaciniy formy
greitis priklauso nuo norimo rezultato, pavyzdziui, per burng vartojami vaistai gali
buti atpalaiduojami iskart, t. y. atpalaidavimas gali bati nulinés eilés [100], ar buti
pailginto atpalaidavimo, trunkanéio 24 val. [126]. Vaisty atpalaidavimo ypatybés
priklauso tiek nuo naudojamo KARG, tiek nuo kity farmacinés formos sudétiniy daliy.
KARG turinéios farmacinés formos pradétos naudoti akims [124], maksciai [127]
gydyti, vis placiau taikomos zaizdy gijima skatinantiems preparatams kurti [128].

Vandeningje terpéje KARG pasizymi unikalia erdvine struktira, bitina
vaistams atpalaiduoti. Hidratacija prasideda nuo iSoriniy tabletés sluoksniy. Taip
susidaro iSorinis gelio (k- ar -KARG atveju) arba klampus (A-KARG atveju)
sluoksnis, kuris supa nehidratuota branduolj [100]. Gelio pavidalo ar klampus
sluoksnis yra tarsi polimerinis apvalkalas, kontroliuojantis vaisty atpalaidavima,
apsaugantis nuo farmacinés formos erozijos, ypac labai riig§¢ioje terpéje. Vaisty
atpalaidavimo greitis priklauso nuo KARG rusies. Greiciausiai vaistai atpalaiduojami
i§ k-KARG turinciy vaistiniy formy dél greitesnio k-KARG brinkimo ir suirimo [129].
Kita paprasta, bet svarbi KARG savybé yra ta, kad jie gali absorbuoti didelj kiekj
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vandens ir taip pagerinti vaisty tirpuma, biologinj prieinamumg vartojant per
burng [6], pvz., netirpls vaistai, K-KARG turin¢ioms piliuléms suirus, vandenyje
pasklido ir istirpo greiéiau nei per 20 min. [129].

Turédami stipriy anijoniniy sulfatogrupiy, KARG gali sudaryti joninius
kompleksus su mazamolekuliais junginiais, pavyzdziui, teigiamojo kriivio grupiy
turinciais vaistais. Tokiu biidu suformuotos vaisty pernasos sistemos turi prana$umuy:
galima imobilizuoti didesnj kiekj vaistinio preparato, padidinti jo tirpuma, uztikrinti
pailgintg vaisto atpalaidavima, padidinti jo biologinj prieinamuma ir efektyvuma [6,
107, 120, 124].

K-, 1- ir A-KARG buvo panaudoti kompleksams su doksazocino metansulfoninés
rugsties druska (DM) sudaryti [126, 130]. Nustatyta, kad sgveika tarp DM ir KARG
yra kooperatyvi, t.y. pradZioje DM yra sujungiamas j kompleksa dél stiprios
elektrostatinés sgveikos, o po to vyksta savaiminé DM asociacija iSilgai KARG
makromolekuliy grandinés dél hidrofobinés saveikos [126]. Saveikos tarp DM ir
KARG intensyvumas ir kartu DM atpalaidavimo i§ komplekso greitis priklausé nuo
sulfatogrupiy skaic¢iaus KARG elementariojoje grandyje ir pagal tai KARG issidésté
Sia tvarka: k-KARG > 1-KARG > A-KARG. Linijinis neigiamyjy kriviy tankis A-
KARG makromolekuléje yra didziausias, todél ir saveika su vaisto molekulémis yra
stipriausia. Dzeta potencialo matavimai parodé, kad dél stipriy sgveikos jégy
kompleksas i§ A-KARG ir DM gali formuotis in situ atpalaidavimo terpéje ir batent
tai lemia pailginta DM atpalaidavimg [130]. Atpalaidavimo terpés pH vertés ir joninés
jégos pasikeitimas ekranuoja polielektrolito jonogenines grupes, slopina vaisto
sgveikg su polimeru ir taip skatina DM atpalaidavimg. Vaisto atpalaidavimui ne
maziau svarbus yra tableciy suirimo greitis, kuris taip pat priklauso nuo KARG
rasies [130]. Tabletés, turin¢ios k-KARG, visiSkai suiro per 8 val., ta¢iau per tg patj
laika suiro tik 83 % 1-KARG ar A-KARG tabletés. TableCiy suirimo laipsnis yra
siejamas su vandens sorbcija, 0 $i — su KARG sulfatogrupiy kiekiu, todél jis mazéja
Sia tvarka: k-KARG > 1-KARG > A-KARG.

Bonferoni ir kt. [124, 131, 132] tyré kompleksy susidarymg i§ A-KARG ir
diltiazemo hidrochlorido (DT). Buvo ruo$iamos tabletés, turin¢ios DT, A-KARG,
hidroksipropilmetilceliuliozés (HPMC) bei laktozés, ir tiriamas kompleksy
susidarymas in situ atpalaidavimo terpéje, arba kompleksas i§ A-KARG ir DT buvo
sudaromas i§ anksto ir tada formuojama tableté. Kai A-KARG ir DT turinti tableté
patenka | atpalaidavimo terpg, tabletés pavirSiuje formuojasi A-KARG/DT
kompleksas, todél DT difuzija j terpe sumazéja ir vyksta tik dél tabletés erozijos [131].
Siuo atveju saveika tarp A-KARG ir DT nepriklausé nuo terpés pH vertés intervale
nuo 1,8 iki 6,8, taciau labai priklausé nuo terpés joninés jégos. TacCiau terpés pH verté
neturéjo didelés jtakos DT atpalaidavimui i§ tableiy su jau suformuotu A-KARG/DT
kompleksu. DT i$ tokiy kompleksy atpalaiduojami tik per daugiau kaip 20 val. [124].
Autoriai pabréze, kad Sis faktas labai svarbus vartojant vaistus per burna, kai jie
patenka | virSkinamajj trakta, kurio skirtingose vietose terpés pH vertés skiriasi.
Kompleksy i§ A-KARG ir teigiamojo kriivio grupiy turinéiy vaisty susidarymas ir
stabilumas taip pat priklauso nuo vaisto savybiy. Metoprololtartratas i§ komplekso su
A-KARG buvo atpalaiduotas grei¢iau nei DT, nes yra tirpesnis vandenyje [132].
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Kitas KARG ir vaisto kompleksy privalumas yra didesnis imobilizuoto vaisto
kiekis. Daniel-da-Silvos ir kt. darbe [133], taikant atvirkstiniy emulsijy ir temperatiira
inicijuoto geliy formavimo technikg, buvo gauti nanodaleliy dydZio (<100 nm) k-
KARG hidrogeliai. Jie buvo panaudoti metileno mélynajam dazikliui, kaip
modeliniam katijoniniam junginiui, imobilizuoti. Tyrimai parodé, kad, k-KARG kieki
nanogelyje padidinus nuo 1 iki 4 %, j kompleksa sujungto daziklio kiekis padidéja
dvigubai.

Dél elektrostatinés sgveikos tarp KARG ir vaisty padidéja vaisty tirpumas.
Kompleksas i§ mazai vandenyje tirpaus piperidino ir piridino junginio ir A-KARG
buvo gautas vandeninéje terpéje, kurios pH verte 1,2 [134]. Junginio tirpumas
padidéjo nuo 1 iki 39 pg/ml, autoriy nuomone, dél to, kad sujungtas ; kompleksa
vaistas tampa amorfinés blisenos. Su tolterodino L-tartrato peréjimu j amorfing blisena
kompleksuose su A-KARG yra siejamas jo tirpumo padidéjimas [100].

1.2.2. Dekstrano sulfatas ir jo naudojimas kompleksams sudaryti

Dekstrano sulfatas (DESU) yra anijoninis polisacharidas, gaunamas
modifikuojant dekstrang piridino ir sieros trioksido kompleksu [135]. DESU
sudarytas i$ linijiniy ir Sakotyjy makromolekuliy, sujungty atitinkamai a-1,4- ir a-1,6-
gliukozidiniais rysiais. Kiekviename gliukopiranozés likutyje vidutiniskai yra po dvi
sulfatogrupes prie C2 ir C4 atomy (1.10 pav.). DESU molekuliné masé priklauso nuo
paskirties ir gali biti nuo 5000 (maza molekuliné masé) iki 500 000 (didelé
molekuliné masé) [135].

OSOsNa

1.10 pav. DESU natrio druskos struktiiriné formulé

Nuodugniau istirti ir aprasyti yra DESU ir CHT PK, kurie, kaip ir KARG ir CHT
PK, susidaro dél elektrostatinés sgveikos tarp DESU sulfatogrupiy ir jonizuoty CHT
aminogrupiy. DESU/CHT kompleksy pobtdis labai priklauso nuo jy molekulinés
masés [136, 137]. Kai didelés molekulinés masés polijony tirpale yra perteklius
(Seimininkas), palyginti su mazesnés molekulinés masés prieSingo zenklo kriivio
polijony (svecias) kiekiu, dél kriviy neutralizacijos susiformuoja neutrals
Seimininko-svecio tipo PK segmentai, kurie po to agreguojasi ir sudaro PK daleliy
branduolj, o polijono perteklius — iSorinj branduolio apvalkala (1.11 pav., air d) [138].
Taciau toks modelis netinka, kai yra mazos molekulinés masés polijono perteklius.
Tokiu atveju PK susidarymas turi bati siejamas su mazos molekulinés masés polimero
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galimybe neutralizuoti didelés molekulinés masés polimero krivi. D¢l B-1,4-
glikozidiniy rySiy mazos molekulinés masés CHT grandys yra standesnés nei mazos
molekulinés masés DESU grandys, sujungtos o-1,4-glikozidiniais rySiais. Todél
mazos molekulinés masés CHT sunkiau neutralizuoti visus didelés molekulinés masés
DESU kravius — nepasiekiamas makromolekuliy komplementarumas (1.11 pav., b).
Taip gaunamos stabilios PK koloidinés dalelés. O mazos molekulinés masés DESU
perteklius gali visiSkai neutralizuoti didelés molekulinés masés CHT makromolekulés
teigiamajj kravj, ir dél elektrostatiniy traukos jégy susidaro dribsniy pavidalo PK
(1.11 pav., c).

Teigiamojo krivio PK (chitozano perteklius)

a) S0 A
K R — S
- - - ll-:.-’ b'n:_.

-l
It s“ =
c) \\ t’ \) Flokuliacija arba stabilus koloidas
- ,J ‘a
= y
\_-’-‘—

( SR/
o - 1 - Cf.a'?i
- -

1.11 pav. PK i§ CHT (--) ir DESU (--) susidarymas esant skirtingai jy molekulinei
masei (MM): a ir ¢ — didelés MM CHT ir mazos MM DESU; b ir d — dideles MM DESU ir
mazos MM CHT [138]

Daugiausia démesio yra skiriama stabiliy nanodaleliy dydzio CHT/DESU
kompleksy suspensijoms gauti. Costalat ir kt. [7] tyrime norimo dydzio CHT/DESU
nanodalelés buvo gautos j tirpala pridéjus NaCl (1.12 pav.). Kai NaCl koncentracija
komplekso formavimo tirpale buvo 2 mol/l ar didesné, susidaré tirptis CHT/DESU
kompleksai. Gautus PK tirpalus dializuojant, t.y. i$ jy paSalinus NaCl, susidaré
netirpus, stabilus saugant nanodaleliy PK koloidas.
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1.12 pav. NaCl koncentracijos jtaka tirpale susidariusio CHT/DESU PK pavidalui [7]

CHT/DESU nanodalelés panaudotos biologiskai aktyviai medZziagali
kurkuminui imobilizuoti [139]. Kurkumino turinéios 200-220 nm dydzio neigiamojo
krivio nanodalelés buvo gautos su 74 % iSeiga. Per 120 val. i§ $iy daleliy buvo
atpalaiduota apie 70 % kurkumino. Autoriai konstatavo, kad CHT/DESU kompleksai
gali buti sékmingai naudojami hidrofobiniams vaistams imobilizuoti. CHT/DESU
nanodalelés panaudotos metotreksatui — vaistui, skirtam smegeny véziui gydyti, —
imobilizuoti ir atpalaiduoti [140] bei insulinui sujungti [141]. Buvo istirtas insulino
imobilizavimo ir atpalaidavimo modelinéje skrandzio terpéje efektyvumas, jis
palygintas su CHT ir alginato PK efektyvumu. Nustatyta, kad CHT/DESU efektyviau
sujungia insuling ir pailgina jo atpalaidavima.

DESU ir polietilenimino nanokompleksai panaudoti granaty vaisiy Zievés
ekstraktui, skirtam burnos gleivinei dezinfekuoti, imobilizuoti [142]. Optimaliomis
PK sudarymo sglygomis buvo gautos apie 500 nm dydzio teigiamojo krivio
komplekso dalelés su 98 % vaistinés medziagos imobilizavimo iSeiga. Buvo stebimas
pailgintas ekstrakto atpalaidavimas i $iy daleliy su pradiniu staigiu, 5 min. trunkané¢iu
didesnio kiekio atidavimu. Atpalaiduotas ekstraktas pasizyméjo antimikrobiniu
poveikiu burnos bakterijoms. Nimesho ir kt. [143] tyrime buvo suformuoti DESU,
polialilamino (PAA) ir DNR nanokompleksai. Autoriai pabrézia, kad tokie PK
gaunami vandeningje terpéje su daugiau kaip 93 % iSeiga. Buvo palygintas
PAA/DESU/DNR, PAA/DNR ir DNR kompleksy su pramoniniu preparatu
lipofektinu veiksmingumas, transformuojant genus j HEK 293 lasteles in vitro, ir
nustatyta, kad PAA/DESU/DNR kompleksai yra veiksmingiausi, ypa¢ kai PAA ir
DESU santykis yra 2.

DESU gali sudaryti joninius kompleksus su mazamolekuliais teigiamojo krtivio
grupiy turin¢iais junginiais. DESU buvo panaudotas kompleksams su antibiotikais —
ofloksacinu (OFX), levofloksacinu (LEV) [8] ar ciprofloksacinu (CIP) [144] -
sudaryti. Rugstinéje terpéje OFX, LEV ar CIP jonizuojasi, tampa katijonais ir dél
elektrostatinés sgveikos sudaro joninj kompleksg su DESU. Esant tam tikrai kritinei
koncentracijai, kuri priklauso nuo vaisto hidrofobiskumo, tarp iSilgai DESU
makromolekulés issidésCiusiy vaisto molekuliy atsiranda hidrofobiné saveika [8].
Susidaro vaisto ir DESU komplekso nanodalelés. Jos yra stabilizuojamos iSoréje
i§sidésciusiy DESU makromolekuliy (1.13 pav.). DESU ir LEV, pasizyminciy
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didesniu hidrofobiskumu, komplekso susidarymas buvo efektyvesnis nei DESU/OFX
komplekso [8]. DSK tyrimai parodé, kad dél elektrostatinés saveikos kompleksas
susidaro labai greitai, todél antibiotikai komplekse yra amorfinés fazinés biisenos,
skirtingai nuo kristalinés pradiniy antibiotiky fazinés biisenos. I§ susidariusiy
kompleksy antibiotikai j drusky tirpalus buvo visiskai atpalaiduoti per 3 val. ir
iSsaugojo antimikrobinj efektyvuma [8]. Tirpale esanéio elektrolito koncentracija
turéjo jtakos DESU ir vaisto komplekso nanodaleliy susidarymui. Esant nedidelei
NaCl koncentracijai buvo gautos smulkesnés ir tolygesnés DESU/CIP komplekso
nanodalelés [144]. Be to, kompleksas susidaré platesniame moliniy santykiy intervale,
palyginti su komplekso susidarymu tirpale be elektrolito.

BE=7 pH < pKa
Anijoninis Ea
pohelekt1 olitas +

Nejoninis vaistas Katijoninis vaistas Elektrostatiné saveika tarp
vaisto ir polielektrolito

Druskos vaidmuo kompleksu susidarymo procese

Tarpmolekulinés
Tarpmolekulines stimos jégos

stimos jegos m
Elektrostatiné saveika tarp anijoninio
polielektrolito ir katijoninio vaisto
Anijoninio polielektrolito grandinés + vaisto hidrofobinés saveikos jégos
Druskos jdéjimas

Katijoninis vaistas

&P =

Vaisto nanokompleksas

1.13 pav. DESU ir antibiotiky kompleksy susidarymas dél elektrostatinés saveikos ir
savaimings agregacijos drusky tirpaluose [8]

Naudojant CIP, kaip modelinj vaistg, buvo palygintas DESU ir k-KARG, Kaip
kompleksa sudaranciy polielektrolity, efektyvumas [145]. CIP/DESU ir CIP/k-KARG
amorfiniai nanodaleliy kompleksai susidaré esant panasiems reaguojanciy medziagy
moliniams santykiams ir tirpalo joninei jégai. Taciau k-KARG, kaip kompleksa
sudarancio polimero, efektyvumas buvo mazesnis, jis sujungé maziau CIP, buvo
gautos mazesnés komplekso dalelés, palyginti su CIP/DESU kompleksu. Mazesné
CIP/x-KARG kompleksy iSeiga yra aiskinama mazesniu k-KARG neigiamyjy kriviy
tankiu, didesniu hidrofobiskumu ir standesnémis, palyginti su DESU,
makromolekulémis.
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1.3. Veikliyjy pakuoc¢iy kiirimas ir naudojimas

Veikliyjy pakuoéiy gamyba yra naujosios kartos pakavimo medziagy ir
pakuo¢iy karimo technologija. Pakuotéje esancios aktyviosios medziagos gali
iSsaugoti supakuoty maisto produkty kokybe, isskirdamos arba absorbuodamos
medZiagas, sgveikaujancias su pakuotéje esanciu maistu ir jo aplinka [9]. Pagal
veikimg veikliosios pakuotés skirstomos j deguonies arba etileno neutralizatorius,
kvapy, drégmés absorbentus, antimikrobines, antioksidacines pakuotes. Aktyvieji
junginiai gali buti jterpiami | skirtingas pakuociy vietas: pléveles, dangas, etiketes,
paketélius, daugiasluoksnes pléveles ir kt [146].

Antimikrobiniy ir antioksidaciniy savybiy maisto pakuotés dazniausiai yra
gaunamos arba j polimering matricg jterpiant aktyviuosius junginius, arba ant
polimeriniy substraty formuojant dangas [147]. Pagrindiniai aktyviyjy junginiy
jterpimo | polimering matricg btdai yra ekstruzija ir tirpalo liejimas [148, 149].
Taikant liejimo biuida, aktyvusis junginys turi iStirpti arba buti tolygiai disperguotas
polimero tirpale. I§ gauto polimero ir aktyviojo junginio misinio, tirpikliui i§garavus,
susiformuoja plévelé. Ekstruzijos biidu aktyvioji polimeriné medZziaga pakuotei
gaunama aktyvyjj junginj kaitinant kartu su polimero lydalu. Sis budas turi trikumy,
nes aukstoje temperatiiroje aktyvieji junginiai garuoja, sumazéja jy stabilumas [151].
Be to, papildomy problemy kelia netolygus aktyviojo junginio pasiskirstymas
miSinyje. Tirpaly liejimo metodas, placiai taikomas laboratorijose, taip pat turi
trikumy, kai yra taikomas gamyboje. Dauguma polimery, naudojamy maistui pakuoti,
tirpsta tik organiniuose tirpikliuvose, esant auks$tai temperatirai [150], Kkuri turi
neigiamga poveikj aktyviyjy junginiy stabilumui ir veiksmingumui. Dél Sios priezasties
aktyvieji junginiai dazniausiai jterpiami j biologiskai skaidziy polimery, pavyzdziui,
poli(pieno rtgsties), poli(butilen-adipato-ko-tereftalato), celiuliozés dariniy,
dangas [148]. I polimering matricg imobilizavus net mazg kiekj priedy, gali pasikeisti
medziagos mechaninés (stipris tempiant, tampros modulis, santykiné iStjsa trukio
metu), terminés (lydymosi temperatiira, stikl¢jimo temperatiira, kristalizacijos
temperatiira, Siluminé talpa), barjerinés (vandens gary, O, ir CO. pralaidumas)
pléveliy savybés [148, 151]. O dangy suformavimas ant pakavimo medziagos neturi
didelés jtakos jos fizikinéms ir cheminéms savybéms. Todél dangy formavimo ant jau
paruostos plévelés technologija yra pranasesné uz aktyviyjy junginiy jterpimg j
pakuotés medziagg [147].

Aktyvieji junginiai pakuociy dangose gali baiti imobilizuojami taikant skirtingas
technologijas (1.14 pav.). Kai reikia, kad $ie junginiai migruoty j pakuotés vidy, jie
imobilizuojami visu dangos tiriu (kontroliuojamas atpalaidavimas) arba pavir§iuje
(nekovalentiné saveika) ir iSskirtiniais atvejais formuojant kelis dangy sluoksnius
(aktyviojo junginio imobilizacija sluoksniuose). O pavirsiné imobilizacija
(kovalentiné sagveika), imobilizacija sluoksnis po sluoksnio ir fotoskiepytoji
technologija taikoma formuojant nemigruojantj aktyvy prieda turincia maisto
pakuotés dangg [147].

Gaminant veikligja pakuotg, veiklioji danga turi tikti tiesioginiam kontaktui su
maistu, turéti geras adhezijos su plévelés substratu savybes; veiklioji medziaga turi
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suteikti funkcines savybes; veikliosios dangos struktiira turi atitikti maisto produkty
pakavimo reikalavimus.

Kontroliuojamo atpalaidavimo dangose aktyvis priedai yra imobilizuojami
polimerinése matricose, i$ kuriy jie gali migruoti ir turéti tam tikra funkcinj poveikj
(antimikrobinj, antioksidacinj ir kt.) [152]. Aktyviyjy junginiy kontroliuojamas
atpalaidavimas priklauso tiek nuo fizikiniy, tiek nuo cheminiy savybiy: aktyviojo
junginio ir matricos giminiskumo, dangos morfologijos, aku¢iy dydzio [147, 148]. Be
to, aktyviyjy junginiy kontroliuojamam atpalaidavimui gali buti formuojamos
daugialaminatés sistemos [148, 153].

Biokatalizatoriai
V\\ \ g\ Polimerai
atpalaidavimu
©
X
Aktyvg oL
junginiai Pavirsiné
(AJ) Substratas (nekovalentingé)
Pavir§iné
(kovalentiné)

Veikliosios pakuotés

Fotoskiepijimas'

1.14 pav. Veikliyjy dangy tipai [147]

Imobilizuojant aktyviuosius junginius ant pakavimo medziagos pavirSiaus
nekovalentinémis arba kovalentinémis sgveikos jégomis, reikalinga pavirSiaus
modifikacija. PavirSius gali biti aktyvuojamas fizikiniu ir ,,8lapiuoju’ badu. Fizikiniai
badai — liepsnos, UV spinduliuotés, vainikinio i$lydzio, plazmos panaudojimas.
Taikant ,.slapiaji* buda, naudojami polimero korozija sukeliantys skyséiai: vandenilio
peroksido ir sieros ruigsties miSinys, natrio hidroksido ir sieros riigsties, chromo
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rugsties, kalio permanganato ir azoto riigSties miSiniai. Pavir§ius aktyvuojamas
susidarant karbonil-, hidroksi- ir karboksigrupéms [154, 155]. Pramonéje polimeriniy
pakavimo medzZiagy pavirSiui aktyvuoti taikomas vainikinio iSlydzio metodas,
naudojama atmosferiné ar vakuuminé plazma. Taip nuo polimerinés plévelés
pavirSiaus pasalinami terSalai, padidinama pavirSiaus energija, drékumas ir sujungty
deguonies atomy kiekis [156]. Nekovalentiné aktyviyjy junginiy imobilizacija
paremta elektrostatine saveika bei substrato ir aktyvaus priedo giminiskumu. Siuo
atveju polimero pavirSius, turédamas tam tikra kriivj, pritraukia prieSingo zenklo
kriivio molekules [155]. O kovalentiné saveika susidaro tarp ligando ir akceptoriaus.
Kovalentiskai imobilizuoti aktyvieji junginiai nemigruoja j pakuotg.

Formuojant dangas sluoksnis po sluoksnio, aktyvieji junginiai imobilizuojami
polielektrolity (baltymy, polisacharidy, sintetiniy polimery) sluoksniuose. Sluoksniai
gaunami jmirkant substrata polielektrolito tirpale ar jj purSkiant ant substrato
pavirsiaus [157]. Formuojant veikligsias dangas fotoskiepijimo budu, prie polimero
grandinés priskiepijami monomerai, naudojant iniciatorius ir UV spinduliuote [158].

Placiausiai apraSytos ir perspektyviausios yra veikliosios pakuotés,
pasizymincios antioksidacinémis ir antibakterinémis savybémis. Lyginant su
sintetinémis aktyviosiomis medziagomis, natiiraliis aktyvieji junginiai yra patraukliis
dél saugumo zmogui ir aplinkai [159]. Tyrimai parodé¢, kad natdraliy junginiy i$
prieskoniniy ir vaistiniy zoleliy ar kity augaly imobilizavimas j pakuociy pléveles ar
dangas suteikia pakuotei funkciniy savybiy [160]. Veikliosios dangos dazniausiai yra
uznesamos ant polimeriniy pléveliy i§ polietileno (PE), polipropileno (PP), mazo
tankio polietileno (LDPE), polietilentereftalato (PET), poli(pieno ragsties) (PLA),
poliamido (PA), polistireno (PS), poli(vinilo alkoholio) (PVOH) ir kt. pléveliy [147].

Europos patente [161] apraSytas EA turinéiy akriliniy, viniliniy ar
nitroceliuliozés dangy suformavimas ant polimeriniy pléveliy ir jy savybés. Monso
ir kt. [162] istyré vienos i§ patentuoty dangy antigrybelinj poveikj skirtingoms
Aspergillus ir Penicillium rasims. Nustatyta, kad 4 % ir 6 % cinamono EA turinti
danga ant PP (2,50 g/m? aktyviojo junginio) visiSkai stabdé pelésiy augima.
Valderrama-Solano ir kt. [163] suformavo ¢iobreliy ir raudonéliy EA turincias dangas
ant LPDE plévelés ir difuzijos j agarg metodu nustaté jy antimikrobinj poveikj E. coli,
S. Typhimurium ir L. monocytogenes. 4 % EA turinti danga ant LDPE pasizyméjo
geru antigrybeliniu veiksmingumu ir nepakeité plévelés mechaniniy savybiy.

Corlini ir kt. [164] suformavo antioksidaciniy savybiy turin¢ig danga,
purksdami citriny aliejy ant PET indelio. Tokioje pakuotéje laikant kalakutiena,
antioksidacinis EA poveikis i§liko 6 mén. [165]. Bolumaras ir kt. [166] padengé
LDPE vyniojama plévele rozmariny ekstraktu ir nustaté, kad, joje laikant vistienos
desreles, sumazinama lipidy oksidacija.

Garcesas ir kt. [167] patentavo antioksidacing danga, sudaryta i§ polimery
miSinio ir augaly ekstrakty. Tokia antioksidaciné pakuoté gali sujungti laisvuosius
radikalus pakuotés virSerdvéje, nesant tiesioginio kontakto su maistu [168, 169, 170].
Rozmariny, raudonéliy ekstrakty ar jy EA turin¢ios veikliosios pakuotés buvo
panaudotos $vieziai avienai [171], jautienai [172, 173] ar arklienai [174] apsaugoti
nuo lipidy oksidacijos ir spalvos poky¢iy. Nustatyta, kad raudonéliy ekstrakto turinti
pakuoté pasizyméjo geresnémis antioksidacinémis savybémis nei turin¢ioji rozmariny
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ekstrakto [171]. Raudonéliy ekstraktas buvo panaudotas pakuotése Sviezios jautienos
tinkamumo vartoti trukmei pailginti. Raudonéliy ekstrakto turinti pakuoté sumazino
arklienos lipidy ir baltymy oksidacija [174]. Rozmariny ekstraktas buvo imobilizuotas
1 3 sluoksniy PP plévele ir §i panaudota Svieziai jautienai pakuoti. Jautienoje,
supakuotoje veikliojoje pakuotéje, po 14 dieny oksiduoty lipidy buvo gerokai maziau
nei kontroliniame bandinyje [173].

Polimerai i§ atsinaujinanciy Saltiniy kelia didelj susidomgjimg dél savo
biologinio skaidumo ir saugumo zmogui [175]. Tac¢iau i§ biopolimery pagamintos
pakavimo medziagos turi triilkumy. Visy pirma, biopolimerai yra kur kas brangesni
nei sintetiniai. Antra, plévelés i§ biopolimery pasizymi prastomis mechaninémis
savybémis. Mechaninéms savybéms pagerinti gaminant pléveles biopolimerai
maiSomi su kitomis medziagomis (sintetinémis ar natiraliomis), dedama
plastifikatoriy ar biopolimerai yra chemiskai modifikuojami [175].

Tyrimai parodé, kad EA gali bati imobilizuojami j chitozano [176], «-
karagenino [177, 178], celiuliozés [179] ar krakmolo [180] dariniy pagrindu
pagamintas pléveles ar dangas. Eugenolio turin¢ios chitozano nanodalelés ekstruzijos
biidu buvo jterptos j termoplastinj krakmola, suteikiant bioplastikui stiprias
antioksidacines savybes [180]. Shojaee-Aliabadi iStyré, kad méty ir darziniy dasiy
EA, kaip naturalis antioksidantai ir antimikrobinés medziagos, gali buti panaudoti
karagenino plévelése, apsauganciose maisto produktus nuo oksidacijos ar
mikrobiologinio uzterStumo [177, 178]. Cinamono ar gvazdikéliy EA turinCios
celiuliozés plévelés pasizyméjo antioksidacinémis savybémis, nustatytomis DPPH
metodu, ir slopino lipidy oksidacijg sojy pupeliy aliejuje [181]. Texeira ir kt. perdirbo
jury gérybiy atliekas ir jy baltymus panaudojo biologiskai skaidZiy pléveliy gamyboje.
Gvazdikéliy, imbiery ar raudonéliy EA turincios juriniy lydeky baltymy plévelés
pasizyméjo tiek antibakterinémis, tiek antioksidacinémis savybémis [182].

1.4. Darbo tikslo pagrindimas

IS augaly iSgaunami ATC ir EA pasizymi ne tik biologiniu aktyvumu, bet ir
didesniu saugumu zmogui bei aplinkai nei sintetinés medziagos. Tac¢iau daZnai $iy
junginiy naudojimas yra ribotas: ATC — dél jy nepatvarumo, o EA — dél spartaus
veikliyjy medziagy atpalaidavimo [1, 2, 3].

Uogy ekstraktuose esan¢iy ATC stabilumui padidinti literattiroje siilomi jvairtis
metodai. Visy pirma, tai ATC imobilizavimas jvairiuose nesikliuose, kurie apsaugo
ATC molekules nuo fiziniy ir cheminiy veiksniy poveikio. Pagrindiniai siilomi ATC
imobilizavimo polimeriniuose neSikliuose metodai yra purkStuvinis dziovinimas,
liofilizavimas, ekstruzija, koacervacija, liposomy, jtarpos kompleksy, emulsijy
sudarymas [59]. Pagrindiniai $iy metody trikumai yra sudétinga jranga, didelés
gamybos sanaudos ir ATC nuostoliai. Vienas i§ alternatyviy buidy padidinti ATC
stabiluma yra joniniy ATC flavilio katijono ir anijoniniy grupiy turinéiy polimery
kompleksy sudarymas. Pirmg kartg tokiy kompleksy sudarymas aprasytas panaudojus
chondroitino sulfatg [5].

Anijoniniy sulfatogrupiy turintys polisacharidai KARG ir DESU dé¢l
elektrostatinés sgveikos gali sudaryti joninius kompleksus su katijoniniy grupiy
turinCiais mazamolekuliais junginiais, tarp jy katijoniniy grupiy turin¢iais vaistiniais
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preparatais. Taip suformuotos vaisty pernasos sistemos turi nemazai pranasumy:
galima imobilizuoti didesnj kiekj vaistinio preparato, padidinti jo tirpuma, uztikrinti
pailginta vaisto atpalaidavima, padidinti jo biologinj prieinamumg ir
efektyvumg [107]. Taciau literatiroje nerasta duomeny apie KARG ar DESU
panaudojimg joniniams kompleksams su ATC flavilio katijonu gauti.

Kai kurie EA, pavyzdziui, baziliky, citrinZzoliy, gvazdikéliy, cesnaky,
raudonéliy, rozmariny ir ¢iobreliy, efektyviai slopina per maista plintanciy bakterijy
augimg [183]. Be to, didZioji jy dalis pasizymi antioksidacinémis savybémis ir turi
pranasumy pries$ sintetinius antioksidantus [89]. EA turincios dangos, kaip plévédarj
naudojant modifikuotus gamtinius ar sintetinius polimerus, gali bati formuojamos ant
maistui skirty polimeriniy pléveliy. Zinant, kad EA yra sudaryti i§ lakiyjy junginiy, o
maistas daznai pakuojamas taip, kad nebiity tiesioginio kontakto su virSutine pakuotés
dalimi, labai aktualus yra EA gary antioksidaciniy ir antimikrobiniy savybiy
jvertinimas.

Todél Sio disertacinio darbo tikslas yra iSsaugoti ATC ir EA veikligsias savybes
imobilizuojant juos anijoniniuose polisachariduose. Kaip anijoninius polisacharidus
pasirinkus sulfatogrupiy turin¢ius DESU, x-KARG ir -KARG, numatoma gauti jy
kompleksus su vandeniniame mélyniy ekstrakte esanciais ATC, taip apsaugant
flavilio katijong nuo hidratacijos ir padidinant ATC stabilumg. Netirpiems ATC ir
KARG kompleksams gauti bus taikoma ATC adsorbcija tinkliniais KARG dariniais.
Bus jvertintas ATC, imobilizuoty kompleksuose su DESU ar KARG, stabilumas ir
atpalaidavimas j skirtingos sudéties terpes.

Kitoje darbo dalyje EA imobilizuoti bus panaudoti kontaktui su maistu
leidziami plévédariai ir suformuotos dangos ant maistiniy polimeriniy pléveliy.
Imobilizuoty EA antimikrobinés ir antioksidacinés savybés bus jvertintos nesant
tiesioginio kontakto tarp plévelés su veikligja danga ir tiriamojo substrato, t.y.
veikiant dangoje esantiems EA garams.

Jvertinus tyrimy rezultatus, bus sukurti tiksliniai ATC ar EA turintys produktali,
pasizymintys papildomomis funkcinémis savybémis.
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2. NAUDOTOS MEDZIAGOS IR EKSPERIMENTU METODIKOS

2.1. Naudotos medZiagos

Vandeniniam mélyniy ekstraktui paruo$ti buvo naudojamos Saldytos 2014 ir
2015 m. derliaus mélyniy uogos (Vaccinium myrtillus L.) ,,Gardu®, fasuotos UAB
»Vetrija“, kuriy kilmés Salis Baltarusija. Kitos pagrindinés tyrimuose naudotos
medziagos yra pateiktos 2.1 lent. Naudotos medziagos buvo chemiskai grynos ir prie§
eksperimentus nebuvo papildomai grynintos.

2.1 lentelé. Tyrimams naudotos medZiagos

Medziagos pavadinimas
(trumpinys), gamintojas ar tiekéjas
Dekstrano sulfatas (DESU),

Loba Feinchemie

Kappa karageninas (k-KARG),
Sigma-Aldrich

Formulé Pastabos

(CeHyNaOsgS)n an. gr.

(C12H18012S)n -

Jota karageninas (1-KARG),
Sigma-Aldrich

(C12H17014S2)n

Celiuliozés acetatas (CA),
Sigma-Aldrich

((CGHGOZ(OH))n(OCOCH3)3_n

MM = 30 000;
39,8 %
acetilgrupiy

Hidroksipropilmetilceliuliozé
(HPMCQ), Sigma-Aldrich

((C¢HeO2(OH))n(OCH2CH(OH)
CH3)3—n(OC H3)n

2 %, klampa
80-120 cP

Hidrofobiskai modifikuotas
vagkiniy kukurizy krakmolas (K), -
Ingredion GmbH

Gvazdikéliy eterinis aliejus (GV),
Sigma-Aldrich

Eugenolis (EU),
Sigma-Aldrich

98 % grynumo

Ciobreliy eterinis aliejus (CI),

Sigma-Aldrich

Epichlorhidrinas (EPCH), Cl

Sigma-Aldrich g/\ 98 % grynumo
CHs

Troloksas (TE), HO 0

Sigma-Aldrich OH 97 % grynumo

HsC 0" oH,

CHs

Akrilinis plévédaris (AK)
Premo® STAR OPV FDA-WP3P- -
00AH, Flint group

40 % sausyjy
medziagy
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2.1 lentelé (tesinys). Tyrimams naudotos medZiagos

Medziagos pavadinimas (trumpinys),

e . Formulé Pastabos
gamintojas ar tiekéjas
2,2-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-
sulfono ragstis (ABTS), C18H18N406S4 an. gr.
Sigma-Aldrich
éiénc]j;f_%lér%cﬁlkrllhldramIas (DPPH), CusH1aNsOs an. gr.

E. coli (ATCC 25922) - -
L. monocytogenes (ATCC 19111) - —
Luria-Bertani (LB) agaro terpg,

Carl Rots

Brain Heart Infusion (BHI) agaro

terpé, Carl Rots

Tryptic Soy agar (TSA) agaro terpé,

Biolife

Luria-Bertani (LB) sultinys,

Merck

Brain Heart Infusion (BHI) sultinys,

Sigma-Aldrich

Bakteriologinis peptonas,

Biolife

Druskos rtigstis, natrio hidroksidas, kalio chloridas, natrio acetatas, izopropilo
ir metilo alkoholis gauti i§ Eurochemicals, monokalio fosfatas ir dikalio fosfatas — i$
Alfa Aesar, kalio persulfatas — i Penta, propiono rigstis — i§ Roth,
dimetilsulfoksidas — i§ Sigma-Aldrich, etilo alkoholis — i UAB Stumbras. Visos
medziagos buvo analitinio grynumo.

2.2. Eksperimenty metodikos
2.2.1. Vandeninio mélyniy uogu ekstrakto paruoS§imas

Atsildytos ir sutrintos mélyniy uogos buvo uzpiltos distiliuotu vandeniu (masiy
santykiu 1:1) ir 30 min. mai$ytos magnetine maiSykle. Uogy minkstimui atskirti
miSinys filtruotas per stamby sieta, po to — per stiklo filtra ir ypa¢ smulkioms
nuosédoms pasalinti filtratas centrifuguotas 15 min. 6000 siikiy per minute greiciu.
Gautas ekstraktas iki bandymy laikytas Saldiklyje —18 °C temperatiiroje. Pries§
bandymus atsildytas ekstraktas dar karta centrifuguotas 15 min. 9000 siikiy per minute
greiciu. Darbinio mélyniy uogy ekstrakto pH verté buvo 3,1+0,1.

2.2.2. Antocianiny koncentracijos nustatymas

Antocianiny koncentracijai vandeniniame mélyniy uogy ekstrakte nustatyti
taikytas sviesos absorbcijos skirtingy pH verciy tirpalais metodas [184]. Mélyniy
ekstraktas buvo praskiestas buferiniais tirpalais, kuriy pH verté 1 ir 4,5, ir regimosios
spinduliuotés spektrofotometru T60 (PG Instruments, Anglija) buvo uzrasyti Sviesos
sugerties gautais tirpalais spektrai. Antocianiny koncentracija (g/1) apskaiciuota pagal
formule ir i$reiksta cia-3-glk koncentracija:
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C,(DpH :17DpH:4,5)'MM.P_

&l

2.1)

¢ia Dpr =1 ir DpH =45 — Sviesos sugertis antocianiny tirpalu, kurio pH verté atitinkamai
1 ir 4,5; MM - antocianiny molekuliné¢ masé¢ (MM = 449,2 g/mol), g; P — tirpalo
praskiedimas; ¢ — molinis ekstinkcijos koeficientas (¢ = 26900 I/mol-cm); |-
matuojamo sluoksnio storis (1 cm).

2.2.3. Fenoliniy junginiy kiekio nustatymas

Fenoliniy junginiy kiekis nustatytas taikant Folin-Ciocalteu metoda [185]. I
stiklinj mégintuvélj jpilta 1 ml tiriamojo bandinio tirpalo, 5 ml Folin-Ciocalteu
reagento, praskiesto distiliuotu vandeniu santykiu 1:10, ir sumaisyta. Po 5 min. jpilta
4 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo ir dar karta sumaiSyta. Gautas misinys 2 val.
laikytas kambario temperatiiroje. Spektrofotometru T60 (PG Instruments, Anglija)
iSmatuota 640 nm monochromatinio spindulio sugertis tiriamuoju tirpalu.
Palyginimui naudotas tirpalas, kuriame vietoje bandinio tirpalo jpilta 1 ml distiliuoto
vandens. Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis iSreikstas galo ruigsties ekvivalentais,
naudojant jai sudaryta kalibracing tiese.

2.2.4. Antocianiny ir anijoniniy polisacharidy kompleksy gavimas

1 ¢/l dekstrano sulfato tirpalas gautas vandenyje kambario temperatiiroje
iStirpinus reikiama kiekj polimero.

1 g/l k- ar 1-karagenino vandeniniai tirpalai paruosti 500 ml distiliuoto vandens
i$tirpinus reikiamg kiekj polimero, paSildzius tirpalus iki 80 °C temperatiiros ir
atvésintus praskiedus iki 1000 ml.

Prie§ bandymus DESU ir KARG tirpalai buvo praskiesti iki tokios pat
koncentracijos kaip ATC vandeninis ekstraktas. | stiklines jpiltas reikiamas kiekis
DESU ar KARG tirpalo, tada mai$ant magnetine maisykle (150 aps./min.) supiltas
reikiamas kiekis ATC tirpalo. Prireikus prie§ tai buvo jpiltas tam tikras kiekis
distiliuoto vandens. Gautas misinys buvo toliau maiSomas 30 min. Naudojant
regimosios spinduliuotés spektrofotometrg T60 (PG Instruments, Anglija), uzrasyti
Sviesos sugerties komplekso tirpalais spektrai.

DESU ar KARG kompleksai su ATC (DESU/ATC ar KARG/ATC)
charakterizuoti pagal jy masiy santykj, kuris buvo 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,6 0,8, 1 ar 2.
Visais atvejais ATC koncentracija komplekso misinyje buvo vienoda, o DESU ar
KARG koncentracija — kei¢iama. Bendroji kompleksg sudaran¢iy medziagy
koncentracija DESU/ATC atveju buvo nuo 0,08 iki 0,88 g/l, 0 KARG/ATC atveju —
nuo 0,07 iki 0,7 g/l.

DESU/ATC ir KARG/ATC kompleksy daleliy dydis iSmatuotas DelsaNano C
matuokliu (Beckman Coulter, Japonija). Daleliy dydis yra nustatomas pagal
i§sklaidytosios lazerio §viesos intensyvumo kitimg. ISsklaidytosios $viesos
intensyvumas yra susijes su tirpale esan¢iy makromolekuliy ar nanodaleliy
matmenimis ir forma, o Sviesos intensyvumo fliuktuacijos laike — su difuzijos
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koeficientu. Dinaminés §viesos sklaidos duomenys yra analizuojami naudojant NNLS
(angl. non-negative least-squares) algoritma.

Netirpi gauto komplekso dalis buvo atskiriama centrifuguojant 60 min. 9000
stikiy per min. grei¢iu. Fugate nustatyta likutiné ATC koncentracija, o atskiruose
bandymuose — ir fenoliniy junginiy kiekis. Atskirta netirpi kompleksy dalis buvo
iSdziovinta liofilizatoriuje SP Scientific Freeze Dryer (SP Industries).

2.2.5. Karageniny tinklinimas epichlorhidrinu

k-KARG ir -KARG pasikartojanCio disacharido vieneto moliné masé yra
atitinkamai 384 g/mol ir 463 g/mol. k-KARG ir 1-KARG tinklinti epichlorhidrinu
(EPCH) izopropilo alkoholio ir vandens misinyje santykiu 2:1 (pagal tiirj) Sarmingje
terpéje (pH = 11) 20 °C arba 50 °C temperatiiroje. EPCH ir KARG moliniai santykiali
buvo 0,3, 0,6 0,8, 1 mol/mol. Reakcijos trukmé 6 val. Pasibaigus reakcijai gauti
tinkliniai dariniai (k-KARG-T ar 1-KARG-T) Biuchnerio piltuve plauti druskos
ragstimi partigstintu izopropilo alkoholio ir vandens mi$iniu iki neutralios filtrato pH
vertés. Tada bandiniai plauti acetonu ir iSdziovinti kambario temperatiiroje.

2.2.6. Karageniny mikrogranuliy brinkumo nustatymas

Zinomos masés centrifugos indelyje pasverta 0,25 g absoliu¢iai sausy k-KARG-
T ar -KARG-T mikrogranuliy ir uzpilta 20 g distiliuoto vandens arba vandeninio
melyniy ekstrakto ir laikyta 30 min. 20 °C temperatiiroje, kas 5 min. sumaisant.
Mikrogranulés nuo maiSyti naudotos stiklinés lazdelés buvo nuplaunamos 10 g
distiliuoto vandens. Po to bandiniai greitai atSaldyti ledo vonioje iki 5 °C temperatiiros
ir centrifuguoti toje temperattroje 20 min. 8000 aps./min. greic¢iu. Po centrifugavimo
skaidri tirpalo dalis nupilta, indelyje likusi bandinio dalis pasverta ir i§dZiovinta
105 °C temperatiiros krosnel¢je iki pastovios masés. Brinkumas (g/g) apskaiciuotas
naudojantis (2.2) formule:

B=—¢; 2.2)

¢ia m, — i8brinkusiy granuliy masé (g); mp,— sausy granuliy maseé (g).

2.2.7. Antocianiny pusiausvirosios adsorbcijos tinkliniais karagenino dariniais
tyrimai

I konusines 250 ml talpos kolbas pasverta po 0,025 g absoliuciai sausy K-
KARG-T, -KARG-T mikrogranuliy ir jpilta 100 ml atitinkamos koncentracijos ATC
tirpalo. Gauty suspensijy pH verté, priklausomai nuo pradinio mélyniy ekstrakto
praskiedimo, buvo nuo 3,1 iki 3,4. Kolbos uzkimstos ir jstatytos j termostatuojamag
vandens vonig su kratykle WB-14 (Mammert, Vokietija), joje temperatiira buvo
palaikoma #1°C tikslumu. Kratyklé judéjo 135 judesiy per minute dazniu.
Suspensijos kratytos 60 min. 22 °C, 30 °C ar 40 °C temperatiiroje. Po adsorbcijos
suspensijos filtruotos per stiklo filtrg ir filtrate nustatyta likutiné ATC koncentracija.
Adsorbuoty ATC kiekis (ge) buvo apskaiciuotas pagal formulg ir iSreiksStas g/g:
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:(co—ce).v;

q (2.3)

e m
¢ia Co — pradiné ATC koncentracija (g/1); Ce — pusiausviroji ATC koncentracija (g/l);
V — tirpalo tiiris (1); m — absoliuciai sauso bandinio masé (g).
2.2.7.1. Taikyti matematiniai adsorbcijos modeliai ir termodinaminiuy rodikliy
apskaic¢iavimas

Adsorbcijos izotermoms aprasyti pritaikyti Lengmitaro [186], Freundlicho
[187], Dubinino ir Radushkevicho [188] bei Temkino modeliai [189]. Lengmiiro
adsorbcijos modelio lygtys yra tokios:

_ K -Q -C,
Tk c @4
C 1 1 . .
== +—C, (tiesés lygtis); 2.5
PR RT) vg (2.5)

¢ia ge— adsorbato kiekis adsorbente (g/g arba mmol/g); C. — adsorbtyvo kiekis tirpale
pusiausvyros salygomis (g/l arba mmol/l); Q. — maksimalus adsorbato kiekis
adsorbento masés vienete, kuriam esant adsorbento pavir§ius visiSkai padengiamas
adsorbato monosluoksniu (Lengmitro sorbciné geba (g/g arba mmol/g)); K. —
Lengmitro pusiausvyros konstanta (1/g arba I/mmol).

Freundlicho modelio lygtys yra tokios:
1

Qe = KF 'CenF ' (26)

Ing, =In K + iIn C, (tiesés lygtis); (2.7)
n

=

¢ia Kr — Freundlicho konstanta, apibiidinanti santyking adsorbento sorbcing geba
(/mmol); ng — nedimensiné Freundlicho konstanta.

Dubinino ir Radushkevicho adsorbcijos modelio lygtys:
de = Qpr X (—,382), (2.8)
Ing, =InQp, — B&” (tiesés lygtis); (2.9)

¢ia Qor — maksimalus adsorbuotas adsorbato kiekis (Dubinino ir Radushkevicho
sorbciné geba (mmol/g)); f — konstanta, susijusi su laisvaja adsorbcijos energija
(mol?/kJ?); & — Polanyi potencialas.

Polanyi potencialas apskai¢iuojamas taip:

& =RT |n[1+(cieD . (2.10)
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Atidéjus priklausomybe tarp Inge ir &® i§ gautos tiesés atkirtimo ir polinkio
galima apskaiCiuoti Qpr ir S vertes. Zinant konstantos f verte, Dubinino ir
Radushkevicho adsorbcijos energija Epr (kJ/mol) apskai¢iuojama taip:

E_ 1
DR = ﬁ (2.11)
Temkino modelio lygtys yra tokios:
1
ez?ln K, -C,» (2.12)
1 1 (tiesés lygtis);
9=?-|I’IC8+?~|I‘I KT yg 4 (213)

¢ia @ — adsorbatu uzimty aktyviyjy viety dalis; C. — adsorbtyvo kiekis tirpale
pusiausvyros salygomis (mol/l); Kr — Temkino pusiausvyros konstanta (I/mol); f—
Temkino konstanta, susijusi su adsorbcijos Siluma.

AE; .
=, 2.14
RT (214)

f

¢ia AEr — Temkino adsorbcijos energijos pokytis tarp dviejy gretimy aktyviyjy centry

(J/mol); T — temperatira (K); R — universalioji dujy konstanta (J/mol-K).
Termodinaminiai ATC adsorbcijos KARG-T rodikliai — Gibso laisvosios

energijos (AG®), entalpijos (AH°®) ir entropijos (AS®) poky¢iai — apskaiCiuoti taip:

AG° =—RT In K, (2.15)
AS°  AH°®

hK.=— - ; 2.16

° R RT (2.16)

¢ia K¢ — termodinaminé pasiskirstymo konstanta tarp adsorbato kiekio adsorbente (ge
(mol/g)) ir adsorbtyvo kiekio tirpale (Ce (mol/l)) pusiausvyros salygomis; T —
temperatira (K); R — universalioji dujy konstanta (J/mol-K).

Termodinaminés pasiskirstymo konstantos K¢ verté gali biiti gauta atidéjus
cksperimentinius adsorbcijos izotermy duomenis In ge/Ce NUO e koordinatése. Gautos
tiesés lygties atkirtimas yra InKc [190]. Zinant InKc vertes, AH® ir AS° vertés yra
apskaiciuojamos i$ tiesés polinkio ir atkirtimo, atidéjus priklausomybe InKc nuo 1/T.
2.2.8. Tinklinio k-karagenino ir antocianiny mikrogranuliy gavimas

2 g absoliuciai sausy xk-KARG-T (tinklinimui naudota 0,3 EPCH mol/mol
KARG) mikrogranuliy uzpilta 500 ml atitinkamos koncentracijos vandeninio mélyniy
ekstrakto ir 30 min. maiSyta magnetine maiSykle 20+1 °C temperatiroje. Po

adsorbcijos miSinys nufiltruotas per stiklo filtra, filtrate nustatyta likusiy ATC
koncentracija ir apskaiciuotas k-KARG-T adsorbuoty ATC kiekis. k-KARG-T/ATC
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mikrogranulés praplautos distiliuotu vandeniu du kartus ir dziovintos liofilizatoriuje
SP Scientific Freeze Dryer (SP Industries).

2.2.9. Antocianiny desorbcijos i§ karageniny ir antocianiny komplekso
mikrogranuliy tyrimai

Pasvertas toks liofilizuoty k-KARG-T/ATC ar -KARG-T/ATC mikrogranuliy
kiekis, kad jose buity 0,09 g/g adsorbuoty ATC. Jos uzpiltos 50 ml desorbcijos tirpalo
ir 30 min. maisytos 300 aps./min. grei¢iu 22+1 °C temperatiiroje. Po to bandiniai
filtruoti per stiklo filtrg ir filtrate nustatyta ATC koncentracija. Desorbuoty ATC
kiekis apskaiciuotas i§ pradinés su mikrogranulémis jdéty ATC koncentracijos atémus
nustatytaja filtrate. Kaip desorbcijos tirpalai naudoti distiliuotas vanduo, etanolis,
0,1 M HCl tirpalas, etanolio ir 0,1 M HCI miSiniai, fosfatiniai ir acetatiniai buferiniai
tirpalai.

2.2.10. Antioksidaciniy savybiy jvertinimas

Antioksidacinés ATC ir jy kompleksy su DESU ar KARG savybés jvertintos
dviem metodais. Taikant modifikuotq 2,2-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono
rigsties radikalo (ABTS*) metodg [191], 5 mg komplekso mikrogranuliy uzpilta 5 ml
etanolio ir 0,1 M HCI tirpalo miSinio (2:3 pagal tiirj) ir maiSyta magnetine maisykle
30 min. Po to jpilta 25 ml ABTS* tirpalo, gauto sumaiSius 7 mM ABTS reagento ir
2,45 mM K,S,0g tirpalus tirio santykiu 1:1. Gautas miSinys maiSytas magnetine
maiSykle 2 val. ir iSmatuota 734 nm monochromatinio spindulio sugertis gautu
misiniu.

Antioksidacinis efektyvumas (AOEF) apskaiCiuotas pagal formulg:

AOEF = % -100%; (2.17)

K

¢ia Ak — $viesos sugertis pradiniu DPPH ar ABTS* tirpalu; Ag — §viesos sugertis DPPH
ar ABTS* tirpalu su tiriamuoju bandiniu.

Pagal etanolinio 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo spalvos pasikeitimqg (DPPH
metodas) [192]. Stikliniame mégintuvélyje sumaiSyta 1 ml tiriamojo tirpalo ar
komplekso suspensijos ir 3 ml 0,004 % etanolinio DPPH tirpalo. MiSinys 30 min.
laikytas tamsoje kambario temperatiiroje. Po to iSmatuota 517 hm monochromatinio
spindulio sugertis tiriamuoju tirpalu. Kaip palyginamasis tirpalas naudotas vandens ir
etanolio miSinys (1:3). Santykinis antioksidacinis efektyvumas (SAOEF)
apskaiciuotas kaip antioksidacinio efektyvumo santykis su pradiniu bandinio
antioksidaciniu efektyvumu (AOEF) laiko momentu t (AOEF):

SACEF = ACEF,

100%; (2.18)

0
EA antioksidaciniy savybiy jvertinimas DPPH metodu. ] 96 Sulinéliy plokstele
ilasinta 24 pl bandinio ir 216 pl 0,1 mM metanolinio DPPH tirpalo. Palyginimui
naudoti pradinis DPPH ir askorbo riigsties tirpalai. Uzpildyta Sulinéliy plokstelé
laikyta kratykléje (350 aps./min.) 30 min. 22+2 °C temperatiroje ir iSmatuota 517 nm
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monochromatinio spindulio sugertis tiriamuoju tirpalu, naudojant ploksteliy
skaitytuva Synergy HT (BioTek Instruments, Sveicarija). Antioksidacinis aktyvumas
apskaic¢iuotas pagal trolokso (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchromano-2-
karboksirtigstis) kalibracing kreive ir iSreikstas trolokso ekvivalentais (TE) arba
DPPH laisvyjy radikaly sujungimu (%) pagal (2.4) formule.

Kartu su Ciuricho taikomyjy moksly universiteto mokslininkais gvazdikéliy
eterinio aliejaus (GV) ar eugenolio (EU) turinéiy dangy antioksidacinéms savybéms
jvertinti, nesant tiesioginio kontakto tarp dangos ir tiriamojo substrato, kai veikia i§
dangos atsipalaidave EA garai, buvo sukurtas naujas metodas, pavadintas gary fazés-
DPPH (GF-DPPH) metodu. 2,5 ml 0,1 mM metanolinio DPPH tirpalo buvo jpilta j
Petri 1ékstele, o orientuotojo polipropileno (OPP) plévelé su tiriamgja danga
pritvirtinta vidinéje 1ékstelés dangtelio puséje. Kaip kontrolinis bandinys naudota
OPP plévelé be EA. Sandariai uzdarytos Petri 1€kstelés buvo kratomos kratykléje
(80 aps./min.) 22+2 °C temperatiiroje tamsoje. Praéjus 30, 60, 120, 180, 240 ar
300 min. nuo bandymo pradzios, 240 pL bandinio buvo jdéta j 96 sulinéliy plokstelg
ir iSmatuota 517 nm monochromatinio spindulio sugertis tiriamuoju tirpalu, naudojant
skaitytuvag Synergy HT. Pagal (2.4) formule apskai¢iuotas DPPH laisvyjy radikaly
sujungimas (%). AnalogiSkai buvo iStirtos EA turin¢io filtravimo popieriaus
antioksidacinés savybés, kaip kontrolinj bandinj naudojant popieriy, turintj 250 pL
metanolio.

2.2.11. Antocianiny ir anijoniniy polisacharidy kompleksy stabilumo tyrimai

Paruostos vandeninés DESU/ATC ar KARG/ATC kompleksy suspensijos buvo
laikomos atitinkamai 12 ir 10 dieny tamsoje 4 °C temperatiroje uzdaruose induose.
Tam tikrais laiko intervalais buvo nustatoma ATC koncentracija ir antioksidacinis
efektyvumas. Kartu buvo laikomas ir pradinis vandeninis mélyniy ekstraktas.

2.2.12. Antocianiny ir anijoniniy polisacharidy kompleksy Furjé
transformacijos infraraudonujy spinduliy spektroskopija

Liofilizuoto mélyniy ekstrakto, DESU/ATC, KARG/ATC kompleksy bei
pradiniy DESU, KARG, cia-3-glk milteliy FT-IR visisko atspindzio (ATR) spektrai
uzrasyti Frontier spektrofotometru (Perkin Elmer, JAV). Nedidelis kiekis bandinio
buvo prispaudziamas prie deimanto kristalo plokstelés ir buvo uzrasomas spektras
intervale nuo 4000 iki 655 cm™. Skenavimy skai¢ius 5, skiriamoji geba 4 cm™.

2.2.13. Skirtingy antocianiny tyrimas efektyvigja skys¢iy chromatografija

Tyrimai atlikti LSMU Analizinés ir toksikologinés chemijos bei
Farmakognozijos katedry darbuotojy. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu
(ESC) jvertinta kiekybiné mélyniy ekstrakto sudétis. Chromatografinis atskyrimas ir
smailiy identifikavimas atliktas pagal Europos farmakopéjos monografija 02394
[193]. Skirstymas atliktas chromatografu Waters 2965 (Miliford, JAV) su
detektoriumi Waters 996 PDA (Miliford, JAV) ir ACE C18 kolonéle (5 um,
250 mm/4,6 mm, MAC-MOD Analytical, Inc.). Judrioji fazé buvo sudaryta i§ vandens
ir skruzdziy riigSties miSinio santykiu 91,5:8,5 (eliuentas A) ir i§ vandens, acetonitrilo,
metanolio, skruzdziy rugsties miSinio santykiu 41,5:22,5:22,5:8,5 (eliuentas B).
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Taikytas gradientinis eliuavimas, gradiento kitimas: 0 min. — 7 % B (93 % A),
35 min. — 25 % B (75 % A), 45 min. — 65 % (35 % A), 46-50 min. — 100 % B (0 %
A), 51 min.—7 % B (93 % A). Tékmés greitis 1 ml/min., kolonélés temperatira 30 °C.
ATC ir kiti fenoliniai junginiai stebéti 200-600 nm intervale, ATC kiekybiskai
jvertinti taikytas 535 nm bangos ilgis. ATC jvertinti naudojant etaloninius junginius
ir pamatine medziagg — standartizuotag meélyniy ekstrakta, naudojama vaisty kokybei
jvertinti pagal Europos Direktorato nurodymus. Skirtingy ATC Kkiekis buvo
apskaiciuotas i§ chromatogramose pateikty smailiy ploty.

Netirpiai komplekso daliai atskirti pries ESC DESU/ATC ir KARG/ATC
kompleksy suspensijos buvo centrifuguojamos 60 min. 9000 siikiy per minute greiéiu.

2.3. Biologiskai aktyviy junginiy turin¢iy pléveliy ar dangy paruoSimas ir ju
savybiy jvertinimas

2.3.1. Antocianiny ir jy kompleksy su karageninais turinciy tirpiu pléveliy
paruosimas ir jvertinimas

Pléveliy liejimo miSiniui paruosti buvo sumaisyta 30 g 10%
hidroksipropilmetilceliuliozés (HPMC) tirpalo ir 60 ml vandens, ATC tirpalo ar
KARG/ATC komplekso suspensijos. ATC koncentracija visuose miSiniuose buvo
tokia pati. Oro burbuliukams pasalinti miSiniai 15 min. buvo veikiami ultragarsu
vonelgje. 9,5 cm skersmens Petri 1€ksteles buvo jpilta 25 g gauto pléveliy ruo§imo
misinio ir iSdziovinta kambario temperatiroje.

Mechaninés pléveliy savybés jvertintos pagal ASTM D882 standarto
reikalavimus. Bandymai atlikti tempimo masina BDO-FB0.5TH (Zwick GmbH,
Vokietija) aplinkos temperattiroje. IS gauty tempimo kreiviy apskaiciuoti Sie rodikliai:
stipris tempiant, santykiné iStjsa trikio metu ir tampros modulis. Rodikliy verté
iSreiksta kaip aritmetinis 3 bandymy rezultaty vidurkis.

Pléveliy pavyzdziai buvo Svitinami 30 val. lankine ksenono blukinimo lempa,
naudojama tekstilés daziniy atsparumui dirbtinei Sviesai pagal LST EN ISO 105-
B02:2003 nustatyti VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro Tekstilés instituto
Tekstilées medziagy fiziniy-cheminiy tyrimy skyriuje. Tyrimo pavyzdys buvo
sudarytas i§ dviejy pléveliy: virSutinés (apsauginés) HPMC plévelés, turinios ATC
ar KARG/ATC komplekso, ir apatinés (apsaugomos) HPMC plévelés, turincios tik
ATC. Pries $vitinima ir po jo tiksliai pasvertas plévelés kiekis buvo istirpintas 10 ml
vandens, maisant magnetine maisykle. Gautame tirpale nustatyta ATC koncentracija
ir antioksidacinis efektyvumas.

2.3.2. Eteriniy alieju turin¢iu dangy ant orientuotojo polipropileno paruoSimas

Danga akrilinio plévédario Premo®STAR OPV FDA-WP3P-00AH (AK)
pagrindu. Pradzioje buvo ruosiama EA emulsija, kaip emulsikli naudojant 25 %
hidrofobiskai modifikuoto vaskiniy kukuriizy krakmolo (K) vandeninj tirpalg. EA
kiekis emulsijoje sudaré 12,5 % arba 25 % nuo jos sausyjy medziagy kiekio. Emulsijai
gauti EA ir K miSinys 2 min. 15 000 aps./min. grei¢iu homogenizuotas dispergatoriuje
POLYTRON® PT 2500 E (Sveicarija). Gauta emulsija jvairiais santykiais mai$yta su
AK. Si danga zymima AK/K/EA.
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Danga celiuliozés acetato (CA) pagrindu. Buvo paruostas 12 % CA tirpalas
acetone, ] ji maisant jpilta 7 %, 15 % ar 30 % nuo CA sausyjy medziagy kiekio EA.
Si danga zymima CA/EA.

Abiejy tipy dangos buvo uzneStos ant vainikiniu islydziu aktyvuotos
orientuotojo polipropileno plévelés pusés dangy liejimo prietaisu ZEHNTNER ZAA
2300 (Sveicarija), naudojant skirtingai graviruotas lazdeles. Priklausomai nuo
naudotos lazdelés, $lapios dangos storis ant OPP buvo 20,14 um, 40,15 pm, 100 pm,
171 pm. Uznesta danga dziovinta 1 val. kambario temperatiiroje. EA kiekis AK/K/EA
dangoje buvo nuo 0,11+0,02 iki 6,40+0,14 g/m? ir sudaré nuo 2,5 iki 20 % sausosios
dangos masés. EA kiekis CA/EA dangoje buvo nuo 0,18+0,03 iki 0,82+0,13 g/m? ir
sudaré 7 %, 13 % ir 23 % sausosios dangos masés.

2.3.3. Antimikrobiniai eteriniy alieju ir ju turinéiy dangy tyrimai

Tyrimuose naudotos E. coli (ATCC 25922) ir L. monocytogenes (ATCC 19111)
bakterijy kultaros, kurios kultivuotos ant Luria-Bertani (LB) ir Brain Heart Infusion
(BHI) agaro terpiy. Bandymams bakterijy kultiiry suspensijos buvo auginamos 10 ml
paruo$to LB ar BHI sultinio 18-24 val. 37 °C temperatiiroje.

Difuzijos j agarq metodas [194]. 100 ul E. coli ar L. monocytogenes bakterijy
suspensijos paskleista 94 mm skersmens Petri 1ékstelése ant LB ar BHI agaro terpiy.
Po to ant bakterijomis uzsétos agaro terpés buvo dedami 10 mm skersmens OPP
plévelés su veikligja danga arba 10 pl EA tirpalo DMSO turintys filtravimo
popieriaus bandiniai. Kaip kontrolinis bandinys naudota OPP plévelé be dangos arba
filtravimo popierius su uzlasintu DMSO. Bandymui patikrinti naudotas filtravimo
popierius, turintis propiono ragsties. Visos Iékstelés buvo inkubuojamos 24 val. 37 °C
temperatiiroje. Antibakterinis aktyvumas jvertintas iSmatavus bakterijy augimo
slopinimo zony skersmenj (mm).

Gary difuzijos metodas buvo sukurtas Ciuricho taikomyjy moksly universitete
ir apraSytas Peterio Andre [195] bakalauro baigiamajame darbe. Metodo esme sudaro
antibakteriniy savybiy nustatymas nesant tiesioginio kontakto su tiriama medziaga ir
bakterijomis, toliau vadinamas ,,per gary faze“. Gary difuzijos metodo taikymas
susideda i$ keliy etapy. Pirmajame etape naudojant Neubauerio hemocitometra
(Neubauer Improved, Assistant, gylis 0,01 mm, faktorius 2,5-10°) nustatytas tiriamy
bakterijy kiekis. Po to skiedimo biidu paruosta 107 kolonijas sudaranciy vienety
(KSV) litre turinti bakterijy suspensija ir 100 ml jos filtruota per 0,45 um celiuliozés
nitrato filtrg. Ant filtro liko 105 KSV, jis jdétas j Petri 1ékstele ant tryptic soy agar
(TSA) kultivavimo terpés. 55 mm skersmens sterilus filtravimo popierius ar OPP
plévelé su Giobreliy aliejaus (CI) turinéia AK/K/CI danga buvo pritvirtinta vidinéje
dangtelio puséje — nebuvo tiesioginio kontakto su mikroorganizmais. Ant sterilaus
filtravimo popieriaus buvo uzlasinta skirtingos koncentracijos 100 pl CI tirpalo
DMSO. Kaip kontrolinis bandinys naudota OPP plévelé be dangos arba filtravimo
popierius su uzlasintu DMSO. Bandymui patikrinti naudotas filtravimo popierius,
turintis propiono riigsties. Sandariai uzdarytos Petri 1ékstelés buvo laikomos 24 val.
37 °C temperatiiroje. Po to celiuliozés nitrato filtravimo popierius buvo jdétas j 10 ml
LB ar BHI sultinio turintj indelj ir intensyviai kratytas 15 min. Gyvybingy lgsteliy
kiekiui nustatyti gautas LB ar BHI sultinys buvo keletg karty skiedziamas. 100 pl
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praskiesto sultinio buvo paskleista ant LB ar BHI agaro turin¢iy 1éksteliy ir bandiniai
laikyti 24 ir 48 val. 37 °C temperatiroje. Kolonijas sudaran¢iy vienety (KSV) kiekis
apskaiciuotas pagal formule:

2°
SV = gV (2.19)
¢ia ZC — kolonijy, suskaiCiuoty ant visy vertinti atrinkty 1éksteliy, suma; V — bakterijy
suspensijos taris (0,1 ml); n1— pirmojo skiedinio 1éksteliy, kuriose buvo suskai¢iuota
nuo 10 iki 300 kolonijy, skaicius; n, — antrojo skiedinio lékSteliy, kuriose buvo
suskai¢iuota nuo 10 iki 300 kolonijy, skaiéius; d — skiedimo koeficientas, atitinkantis
pirmajj skiedinj, kurio l€kstelés buvo atrinktos kolonijoms skaiCiuoti.

2.3.4. Eugenolio atpalaidavimo i§ dangy tyrimai

Tyrimai atlikti LSMU Analizinés ir toksikologinés chemijos bei
Farmakognozijos katedry darbuotojy. I$ dangy issiskyrusio ir virSerdvéje esancio EU
kiekiui nustatyti bandiniai buvo imami SHIMADZU AOC-5000 Plus automatiniu
rinktuvu ir analizuojami dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos metodu (DC-
MS). DC-MS jranga buvo sukomplektuota i§ SHIMADZU GC2010 Plus
chromatografo ir GCMS-QP2010 Ultra masiy spektrometrinio detektoriaus,
naudojant RXI-5MS kapiliaring kolonéle (Restek Corporation;
30 mx0,25 mmx0,25 um). Temperatira dujy chromatografe buvo keiciama
palaipsniui nuo 80 °C (1 min.) iki 170 °C (1 min.) 8 °C/min. greiéiu ir iki 270 °C
(2 min.) 30 °C/min. grei¢iu. Analizés sglygos: injektoriaus temperatira — 260 °C;
helio srauto greitis — 1,43 ml/min.; injektuojamo virSerdvés bandinio kiekis — 500 pl,
0 skysto bandinio — 1 ul. Masiy spektro diapazonas buvo nuo 35 iki 500 amu. EU
identifikacija atlikta pagal masiy spektre zinomas sulaikymy trukmes, o kiekybiné
analizé — pagal sudaryta kalibracing kreive. EU atpalaidavimui i§ dangy j virSerdve
tirti dangy bandiniai buvo jdéti 20 ml tirio indus. Sandariai uzdaryti indai laikyti
kambario temperatiiroje tamsoje, ir po tam tikro laiko nustatytas | virSerdve
atpalaiduoto ir dangoje likusio EU kiekis.

EU kiekiui dangose nustatyti dangos buvo tirpinamos 10 ml acetono.
Pasiskirstymo koeficientas K apskaiciuotas pagal formule:

K = Cy/Cs; (2.20)

¢ia Cyg— EU kiekis (nmol) gary fazéje (virSerdvéje); Cr — dangoje likusio EU kiekis
(nmol).

2.3.5. Antioksidacinés pakuotés prototipo paruosimas ir tyrimai

90 g svorio ir 1,5 cm storio Sviezios jautienos (Longissimus Dorsi) kepsniai
buvo jdéti i PS/EVOH/PE déklg (204x147x250 mm) ir uzdengti nulupama
PET/PE/EVOH/PE plévele (Sldpack, Vokietija) jrenginyje Multivac T200
(Sveicarija) naudojant atmosfera, sudaryta i§ 80 % O, ir 20 % CO, (PanGas,
Sveicarija). Prie§ pakavima vidinéje PET/PE/EVOH/PE plévelés puséje buvo
pritvirtinta 187 cm? ploto OPP plévelé su veikligja danga. Kaip kontrolinis bandinys
naudota pakuoté be veikliosios dangos. Bandiniai buvo laikomi 14 dieny 2+1 °C
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temperatiiroje. Pirmas 24 val. bandiniai laikyti fluorescencinés lempos (HE 21 W/827,
Osram LUMILUX Interna, Italija) Sviesoje, po to tamsoje. Tam tikrais laiko
intervalais po 30 min. nuo pakuotés atidarymo spektrofotometru CR-400 Konica
Minolta, naudojant Sviesos Saltinj D65, btidavo iSmatuojama mésos spalva ir
nustatomas oksiduoty lipidy kiekis.

Jautienos lipidy oksidacija jvertinta taikant Food TBARS Assay Kit (Oxford
Biomedical Research, Inc.) [196] metoda, atlikus keleta pakeitimy. 5 g mésos ir 5 ml
distiliuoto vandens buvo homogenizuojami 2 min. 15000 aps./min. greiciu
dispergatoriumi POLYTRON® PT 2500 E (Sveicarija) iki tolygios suspensijos. 1 g
suspensijos atsverta mikrocentrifuginiame indelyje ir jpilta 1 ml 5 % 2-tiobarbitiiro
rugsties (TBA) tirpalo DMSO, turin¢io rugstinio katalizatoriaus. Kaip ,,tus¢ias®
bandinys naudotas TBA tirpalas. Bandiniai kratyti siikurine kratykle 1 min. ir 60 min.
laikyti kambario temperatiiroje. Po to bandiniai centrifuguoti 16000xg 5 min. ir
spektrofotometru  GENESYS™ [0S UV-Vis (JAV) iSmatuota 532 nm
monochromatinio spindulio sugertis gautu fugatu. Oksiduoty lipidy kiekis
apskaiciuotas i§ malondialdehido (MDA) kalibracinés kreivés ir iSreik§tas MDA
miligramais kilogramui mésos.

2.4. Rezultaty tikslumo ir patikimumo jvertinimas

Bandymy rezultatai buvo apskaifiuojami kaip aritmetiniai vidurkiai pagal
formulg:

Lx (2.21)

&ia X — aritmetinis vidurkis; N — bandymy skaicius; X; — vieno bandymo rezultatas.

Standartinis nuokrypis apskaiciuotas pagal formule:

2T (222)
N -1

N [— . . . . . . . .
Cia Z(x - Xi)z — nuokrypiy nuo aritmetinio vidurkio kvadraty suma visiems
i=1

bandymams.

Nustatant tiesing priklausomybe¢ tarp bandymy duomeny, tiesés lygtis buvo
randama maziausiy kvadraty metodu. Tiesinés koreliacijos (Pirsono) koeficientas R
apskaiciuotas pagal formulg:

R— nQxy) -0 Y) :
JInY X =02y v - (X v)’]
¢ia x — nepriklausomojo kintamojo vertés; y — priklausomojo kintamojo vertés; n —

bandymy skaicius.
Koreliacija buvo jvertinama pagal §io koeficiento verte, pakeltg kvadratu (R?).

(2.23)
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Vandeniniame mélyniy ekstrakte esan¢iy antocianiny analizé

Mélynés yra vienos i$ daugiausia ATC turinéiy uogy, todél buvo pasirinktos
vandeniniams ATC ekstraktams paruosti. Kadangi ekstraktui ruosti Saldytos mélyniy
uogos buvo perkamos ne vienu metu, vandeninio mélyniy ekstrakto sudétis visais
atvejais buvo jvertinta ESC metodu (I-V bandiniy serijos). Gauti duomenys pateikti
3.1 lent.

Kaip matyti i$ lenteléje pateikty duomeny, vandeniniame mélyniy ekstrakte
buvo identifikuota 15 skirtingy ATC. Jy kiekis priklausé tiek nuo antocianidino, tiek
nuo prie jo prijungto sacharido. Kaip ir kity autoriy darbuose [25, 197], mélyniy
ekstrakte nustatytas vyraujantis antocianidinas — cianidinas. Daugiausia mélyniy
ekstrakte buvo cianidino ir delfinidino sacharidy, atitinkamai apie 31 % ir 27 %, o
maziausiai, apie 8 %, — peonidino sacharidy. Be to, puse visy rasty ATC sudaré
antocianidiny gliukozidai. Pagrinding dalj (~85 %) vandeniniame mélyniy ekstrakte
sudaré 9 ATC: cianidino-3-O-arabinozidas, cianidino-3-O-galaktozidas, cianidino-3-
O-gliukozidas, delfinidino-3-O-galaktozidas, delfinidino-3-O-gliukozidas,
delfinidino-3-O-arabinozidas, malvidino-3-O-gliukozidas, petunidino-3-0O-
gliukozidas ir peonidino-3-O-gliukozidas. Atskiry ATC kiekis skirtingose ekstrakty
serijose priklausé nuo konkretaus antocianidino. Ekstraktuose, ruostuose i$ skirtingy
mélyniy uogy, Maziausiai skyrési Cianidino ir petunidino sacharidy, o daugiausia —
delfinidino ir peonidino sacharidy Kiekis.

Visais atvejais ATC kiekis vandeniniame mélyniy ekstrakte, nustatytas ESC
metodu, buvo didesnis uz bendrajj kiekj, nustatyta pH metodu. Gauti skirtumai gali
buti paaiskinami tuo, kad antruoju atveju bendroji ATC koncentracija yra iSreiSkiama
cia-3-glk, kurio molekuliné masé yra 449 g/mol, ekvivalentais. O daugelio kity ATC
molekuliné masé yra didesné.

Vandeninio mélyniy ekstrakto pH verté buvo 3,1+0,1. Esant tokiai ekstrakto pH
vertei, ATC gali egzistuoti tiek raudonos spalvos flavilio katijono, tieck mélynos
spalvos chinoidinés bazés forma [17]. Tarp flavilio katijono ir neigiamojo kravio
grupiy turin¢iy polimery gali vykti elektrostatiné sgveika ir susidaryti joniniai
kompleksai, kuriuose gerokai padidéja ATC stabilumas [5].
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3.1 lentelé. Skirtingy ATC Kiekis vandeniniame mélyniy ekstrakte, esant skirtingai bendrajai ATC koncentracijai

Bandiniy serija

[ Il 1l I\ \Y Vidurkis
ATC Koncentracija (%)
@n %+ (@) (% @) %* (@) *%*) (@) (%%
Cianidino-3-0-arabinozidas 0,082 752 0039 785 0,054 730 0,072 7,77 0,070 7,75 7,64+0,22

Cianidino-3-O-galaktozidas 0,111 10,22 0,060 12,15 0,086 11,49 0,093 10,09 0,091 10,15 10,82+0,94
Cianidino-3-O-gliukozidas 0129 1188 0063 1289 0,095 12,77 0,115 1250 0,113 126 12,53+0,39

Delfinidino-3-O-arabinozidas 0,080 7,36 0,028 574 0,045 6,03 0,077 832 0,075 8,32 7,15+1,22
Delfinidino-3-O-galaktozidas 0,106 9,70 0,037 7,55 0,062 8,29 0,092 10,00 0,090 10,00 9,11+1,12
Delfinidino-3-O-gliukozidas 0,117 10,72 0,037 760 0067 901 0,110 1193 0,107 11,94 10,24+1,90

Malvidino-3-O-arabinozidas 0,028 262 0,015 315 0,022 292 0,022 240 0,022 2,44 2,71+0,32
Malvidino-3-O-galaktozidas 0,062 476 0026 531 0038 515 0,03 3,79 0,034 3,79 4,56+0,73
Malvidino-3-O-gliukozidas 0,145 1331 0,069 1405 0,094 1261 0,102 11,11 0,101 11,22 12,46+1,29
Peonidino-3-0-arabinozidas 0,007 066 0,004 0,78 0,006 0,83 0,007 0,80 0,007 0,79 0,77+0,07
Peonidino-3-0-galaktozidas 0,010 091 0,009 1,76 0,014 192 0,011 1,17 0,010 1,10 1,37+0,44
Peonidino-3-O-gliukozidas 0,063 575 0,033 6,75 0054 7,25 0,049 529 0,048 5,29 6,07+0,89
Petunidino-3-O-arabinozidas  0,0245 225 0,012 241 0,017 227 0,022 240 0,020 2,27 2,32+0,08
Petunidino-3-O-galaktozidas 0,040 366 0,020 4,06 0031 416 0035 3,78 0,034 3,79 3,89+0,21
Petunidino-3-O-gliukozidas 0,097 888 00405 825 0060 7,98 0,080 8,68 0,077 8,54 8,46+0,36
Suminé koncentracija 1,090 — 0,492 — 0,746 — 0,920 — 0,900 — —

ATC koncentracija** 0,880 — 0,464 — 0,613 — 0,790 — 0,790 — —

* nuo bendrosios koncentracijos
** nustatyta pH metodu



3.2. Dekstrano sulfato kompleksy su vandeniniame mélyniy ekstrakte esanciais
antocianinais gavimas

DESU yra vandenyije tirpus nedidelés molekulinés masés polisacharidas, turintis
5,5-107% mol/g sulfatogrupiy. Joninis kompleksas i§ DESU ir ATC gali susidaryti dél
elektrostatinés saveikos tarp DESU sulfatogrupiy ir ATC flavilio katijono (3.1 pav.).
Apie ATC sgveika su kitais mazamolekuliais junginiais — kopigmentais [60] ar
polimerais [5] — galima spresti i§ ATC turin¢iy tirpaly spalvos poky¢io i$ raudonos j
meélyng, t.y. batochrominio regimosios spinduliuotés absorbcijos maksimumo
poslinkio ilgesniyjy bangy pusén kartu su hiperchrominiu efektu — tirpaly spalvos
intensyvumo padidéjimu.

3.1 pav. Joniné sgveika tarp DESU sulfatogrupiy ir ATC flavilio katijono

Buvo paruosti tirpalai, kuriuose ATC koncentracija buvo pastovi — 0,066 g/l, 0
DESU koncentracija — nuolat didinama. Tirpalo sudétis buvo jvertinta DESU ir ATC
masiy santykiu (DESU/ATC). Buvo uzrasyti $iy tirpaly Sviesos sugerties spektrai
(3.2 pav.).

Sviesos sugertis (sant. vnt.)

450 500 550 600
Bangos ilgis (nm)

3.2 pav. Sviesos sugerties spektrai ATC (1) ir DESU/ATC komplekso masiy santykiu: 2 —
0,1;3-0,2;4-0,3;5-0,4;6-0,8; 7 — 1. Komplekso tirpaly pH = 3,1+0,2. Naudotas
vandeninis mélyniy ekstraktas, kuriame ATC koncentracija 0,066 g/l
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Kai ATC koncentracija tirpale yra pastovi, i§ monochromatinio spindulio
bangos ilgio (Amax), kuriam esant $viesos sugertis tirpalu buvo didziausia (Dmax),
kitimo galima spresti apie saveika tarp DESU ir ATC. Kaip matyti i$ 3.2 pav. pateikty
duomeny, skirtingai nuo kopigmentacijos atvejy [60], didéjant DESU Kkiekiui
vandeniniame ATC tirpale pastebimas hipsochrominis $viesos sugerties maksimumo
poslinkis trumpesniyjy bangy link, tirpalas jgauna raudonesnj, palyginti su ATC
tirpalu, atspalvj, o Dmax verté didéja. Tokie pokyc¢iai ypac gerai matomi, kai DESU ir
ATC masiy santykis tirpale kinta nuo 0,2 iki 0,4 (3.2 pav. 2-5 kreivés). Toliau
didinant DESU koncentracija tirpale pokyciai ne tokie dideli (3.2 pav. 6-7 kreivés).
Taciau jokiy Sviesos sugerties poky¢iy néra, kai DESU yra pilamas | etanolio, kuris
zinomas kaip joniniy kompleksy ardytojas [137], turintji ATC tirpala (3.3 pav.). Tai
leidzia patvirtinti, kad vandeniniuose tirpaluose i§ DESU ir ATC susidaré joniniai
kompleksai.

o
©
)

1,2
3,4

o
[op]
1

o
w
1

Sviesos sugertis (sant. vnt.)

v

o

450 500 550 600
Bangos ilgis (nm)

3.3 pav. Sviesos sugerties spektrai ATC (1) ir DESU/ATC komplekso masiy santykiu: 2 —
0,1;3-0,2;4-0,3;5-0,4; 6 —0,8; 7 — 1. Naudotas etanolinis mélyniy ekstraktas, kuriame
ATC koncentracija 0,033 g/l

Hipsochrominis $viesos absorbcijos poslinkis vietoje batochrominio pridéjus
DESU j vandeninj ATC tirpalg ir $viesos absorbcijos poky¢iy nebuvimas pridéjus
DESU | etanolinius ATC tirpalus leidZia teigti, kad tik sgveika tarp prieSingy Zenkly
kriivio grupiy — stipriy neigiamojo kravio sulfatogrupiy ir flavilio katijono — lemia
DESU ir ATC kompleksy susidaryma. Sie rezultatai skiriasi nuo aprasyty Jeongo ir
Na darbe [5], kuriame buvo tiriamas chondroitino sulfato ir ATC kompleksy
susidarymas. Autoriy nuomone, susidarant nanokompleksui pasireiskia trijy rasiy
sgveika: ATC molekuliy stekingas, joniné sgveika tarp polimero sulfatogrupiy ir
flavilio katijono bei hidrofobiné sgveika tarp chondroitino sulfato acilgrupiy ir
antocianiny molekuliy asociaty. O susidarant DESU/ATC kompleksams veikia tik
elektrostatinés saveikos jégos. Gautus skirtumus gali lemti skirtinga DESU ir
chondroitino sulfato prigimtis. Pastarasis yra sulfatinis glikozaminoglikanas, kurio
elementarioji grandis sudaryta i§ N-acetilgalaktozamino ir gliukurono ragsties.
Sulfatogrupés tiek DESU, tiek chondroitino sulfatui suteikia hidrofilines savybes ir
nulemia elektrostating saveika su ATC flavilio katijonu. O chondroitino sulfate
esanCios N-acetilgrupés lemia hidrofobing sgveikag su ATC ir gali padéti
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intermolekuliniam ATC molekuliy stekingui [5]. DESU turi tik sulfatogrupiy, todél
elektrostatine saveika gali vykti tik su ATC. Elektrostatine saveika tarp flavilio
katijono ir sulfatogrupiy yra grindziamas ATC gryninimas katijonitinémis dervomis
[30, 198, 199].

Viena i8$ priezasc¢iy, kodél didéjant DESU ir ATC masiy santykiui tirpale mazéjo
Sviesos sugerties pokyciai (3.2 pav.), gali biiti netirpaus DESU/ATC komplekso
susidarymas, dél kurio dalis ATC yra eliminuojama i$ tirpalo, t. y. sumazéja regimaja
spinduliuote sugerianciy ATC kiekis.

Vandeniniuose tirpaluose buvo sudaryti DESU ir ATC kompleksai, esant
skirtingam jy masiy santykiui, taciau esant pastoviai bendrajai DESU ir ATC
koncentracijai — 0,66 g/1. Netirpiai komplekso frakcijai pasalinti tirpalai buvo
centrifuguojami ir likusiame tirpale buvo nustatoma ATC koncentracija bei
apskaic¢iuojamas DESU sujungty ATC kiekis. Preliminaris tyrimai parodé, kad tirpiis
ir nanodaleliy dydzio DESU/ATC kompleksai yra iSardomi buferiniuose tirpaluose,
kurie naudojami ATC koncentracijai ar fenoliniy junginiy kiekiui Folin-Ciocalteu
metodu nustatyti. ] kompleksg sujungty ATC kiekis iSreikStas dviem bidais:
procentais nuo pradinés ATC koncentracijos ir ATC gramais, tenkanciais gramui
DESU. Gauti rezultatai pateikti 3.4 pav. I$ jo matyti, kad, didé¢jant DESU masés daliai,
| kompleksa sujungto ATC kiekis, iSreikStas procentais, yra didziausias, kai DESU ir
ATC masiy santykis 0,8. O j kompleksg sujungtas ATC kiekis, isreikStas g/g, nuolat
maz¢ja. Kai tarp didziosios DESU sulfatogrupiy dalies ir ATC vyksta elektrostatiné
sgveika, komplekso tirpumas sumazéja ir jis iSkrinta j nuosédas. Komplekse didéjant
DESU masés daliai, dalis sulfatogrupiy lieka laisvos ir padidéja komplekso
hidrofiliSkumas — susidaro dalis tirpaus komplekso. ATC, sujungti j tirpy kompleksg
su DESU ar labai smulkiy nanodaleliy, nenusédanc¢iy centrifuguojant, kompleksa,
padidina likutinge ATC koncentracijg ir kartu sumazina ATC dalj, sujungtg j
kompleksa.
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3.4 pav. | kompleksa sujungty ATC kiekio priklausomybé nuo DESU ir ATC masiy
santykio. Bendroji ATC ir DESU koncentracija 0,66 g/l

Ivertinus j kompleksg sujungty ATC kiekj, iSreik$tg tiek procentais, tiek g/g
DESU, galima daryti iSvada, kad ATC efektyviausiai sujungiami, kai komplekso
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sudétis yra DESU/ATC = 0,4. Tokiame komplekse 1 g DESU sujungia apie 1,7 ¢
ATC, isreiksty cia-3-glk ekvivalentais, arba 70 % nuo pradinés ATC koncentracijos.
Tariant, kad susidarant kompleksui yra visiskai realizuojama joniné sgveika, ir Zinant,
kad DESU yra 5,5-10°° mol/g anijoniniy sulfatogrupiy, galima apskaiciuoti, kad 1 g
DESU sujungia 3,8-10° moliy ATC, i3reiksty cia-3-glk moliais.

Bendrasis fenoliniy junginiy kiekis (FJ) vandeninéje mélyniy iStraukoje
priklauso tiek nuo ATC, tiek nuo kity FJ kiekio. Folin-Ciocalteu metodu buvo
nustatytas FJ tiek pradinivose, tick DESU/ATC kompleksy tirpaluose po
centrifugavimo ir apskaiciuotas bendrojo FJ kiekio santykis su ATC kiekiu. 3.2 lent.
pateikta Sio santykio priklausomybé nuo DESU/ATC komplekso sudéties.

3.2 lentelé. FJ ir ATC koncentracijos ir masiy santykio (FJ/ATC) priklausomybé
nuo DESU/ATC komplekso sudéties

ATC koncentracija

ZJ/EQS)U/ATC (/) R (o/l) FUATCy  FUATCi
Pradiné  Likutiné  Pradiniai  Likutiniai

0,2 0,53 0,33 1,12 0,89 2,11 2,60

0,4 0,45 0,14 0,96 0,66 2,11 4,47

0,8 0,35 0,08 0,75 0,49 2,11 5,28

1,0 0,32 0,10 0,67 0,48 2,11 3,69

ATC tirpalas 0,66 - 1,35 — 2,12 -

Kaip matyti i§ lentel¢je pateikty duomeny, susidarant DESU/ATC
kompleksams, tirpale po centrifugavimo sumazéja ne tik ATC, bet ir FJ koncentracija.
Taciau FJ ir ATC masiy santykis susidarius kompleksui gerokai isauga, palyginti su
jy santykiu pradiniame ATC tirpale. Tai leidzia patvirtinti, kad susidarant DESU/ATC
kompleksams i§ vandeninio mélyniy ekstrakto yra sujungiami ATC, o kiti fenoliniai
junginiai (nejonogeniniai ar anijoniniai) lieka nesujungti.

Esant optimaliam DESU ir ATC masiy santykiui (0,4), buvo istirta bendrosios
DESU ir ATC koncentracijos jtaka j kompleksg sujungty ATC kiekiui ir susidariusio
komplekso daleliy dydziui. Likutiné ATC koncentracija nustatyta po centrifugavimo,
o kompleksy daleliy dydis iSmatuotas prie§ centrifugavimg ir po jo. Pries
centrifugavimg matuotas tirpale vir§ nuosédy pakibusiy kompleksy daleliy dydis.
Didéjant bendrajai kompleksa sudaran¢iy medziagy koncentracijai tirpale, tirpalas vis
daugiau susidrumscia, o nustojus maisyti susidaro vis daugiau nuosédy. Kaip matyti
i§ 3.5 pav. a dalyje pateikty duomeny, didinant bendraja kompleksa sudaranciy
medziagy koncentracija, ] kompleksa sujungty ATC kiekis staigiai didéja ir pasiekia
~1,7 g/g DESU, kai bendroji DESU ir ATC koncentracija yra 0,24 g/l. Tolesnis
bendrosios koncentracijos didinimas tik siek tiek padidina j kompleksa sujungty ATC
kiekj. Sie rezultatai koreliuoja ir gali biiti paaiskinti 3.5 pav. b dalyje pateiktais
kompleksy daleliy matavimo rezultatais. Kompleksy daleliy dydzio prie§
centrifugavima priklausomybé nuo bendrosios DESU ir ATC koncentracijos yra S
pavidalo kreivé. O po centrifugavimo likusiy komplekso daleliy dydis mazai priklauso
nuo bendrosios reaguojanéiy komponenty koncentracijos ir yra kiek didesnis, kai
bendroji koncentracija 0,24 g/l.
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3.5 pav. Sujungty ATC kiekio (a) ir komplekso vidutinio daleliy dydzio (b) priklausomybé
nuo bendrosios DESU ir ATC koncentracijos: 1 — pries centrifugavima; 2 — po
centrifugavimo. DESU/ATC =0,4

Reikia atkreipti démesj, kad kai bendroji DESU ir ATC koncentracija yra
0,16 g/l ar mazesné, komplekso daleliy dydis prie$ centrifugavimg ir po jo yra
panasSus, t. Y. esant tokiai bendrajai DESU ir ATC koncentracijai gaunama stabili
centrifuguojant nenusédanéiy komplekso nanodaleliy suspensija. Nustatant likuting
ATC koncentracijg po centrifugavimo j nanodaleliy dydZio kompleksa sujungti ATC
padidina likuting ATC koncentracija ir kartu sumazina j kompleksa sujungty ATC
kiekj.

Esant optimaliam DESU ir ATC masiy santykiui (0,4), buvo suformuoti
kompleksai, kuriuos sudaran¢iy medziagy bendroji koncentracija—0,08 g/l ir 0,16 g/I.
Gautos komplekso daleliy suspensijos 4 paras buvo laikomos kambario temperatiiroje
ir buvo iSmatuotas komplekso daleliy dydis. I$ 3.6 pav. pateikty matavimo rezultaty
matyti, kad komplekso daleliy agregacija saugant priklauso nuo pradinio daleliy
dydzio, t. y. bendrosios DESU ir ATC koncentracijos.

N
o
o

700,16 g/l @0,08 g/l

[REN
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o
I
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o ©
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o
|

0o 1 2 3 4
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3.6 pav. DESU/ATC komplekso daleliy dydzio laikant 20 °C temperatitiroje priklausomybé
nuo bendrosios kompleksg sudaran¢iy medziagy koncentracijos, kai DESU/ATC = 0,4
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Ypac smulkios (99+3 nm) komplekso dalelés gautos, kai bendroji DESU ir ATC
koncentracija buvo 0,08 g/1, ir jy dydis saugant isliko stabilus. Kai bendroji
koncentracija buvo 0,16 g/l, DESU/ATC komplekso dalelés po 4 dieny laikymo
padidéjo nuo 155+5 iki 165+2 nm.

Stipriai ragstiniuose ATC tirpaluose dominuoja raudonos spalvos flavilio
katijonas AH*. Did¢jant pH vertei flavilio katijonas dalyvauja dviejose lygiagreciai
vykstanciose reakcijose [200]: deprotonizacijos (3.1 lygtis), kai susidaro chinoidiné
bazé A, ir hidratacijos (3.2 lygtis), kai susidaro hemiacetalis B, kuriam
tautomerizuojantis susidaro nespalvoti chalkono izomerai Cc (3.3 lygtis) ir Ct
(3.4 lygtis). Protono pernasa vyksta greiCiau nei hidratacija, ta¢iau nusistovéjus
pusiausvyrai daugeliu atvejy dariniai B, Cc ir Ct yra stabilesni nei A [200].
Vandeninio mélyniy ekstrakto pH verté yra 3,1+0,1, t. y. tirpale egzistuoja tiek AH,
tiek A. Kai | vandeninj mélyniy ekstraktg jpilama DESU tirpalo, flavilio katijonas yra
prijungiamas prie DESU dél elektrostatinés sgveikos ir pusiausvyra tarp AH" ir A arba
B yra suardoma. Pusiausvyra atkuriama susidarant papildomam kiekiui AH*, kuris vél
yra sujungiamas DESU. Todél galima teigti, kad vandeniniame mélyniy ekstrakte
esantys ATC yra sujungiami DESU sulfatogrupiy flavilio katijono forma ir taip
izoliuojami nuo kity ekstrakte esanc¢iy junginiy. Sgveika tarp DESU ir flavilio katijono
gali pasibaigti dél dviejy priezasCiy: visos DESU sulfatogrupés yra jtrauktos i
elektrostating sgveika su flavilio katijonu arba nusistovi pusiausvyra tarp DESU
neprijungto flavilio katijono ir tirpale likusiy kity ATC formy.

AH* + H,0 % A+H;O* Ka (protono perdavimas) (3.1)
a
K _ N
AH* + 2H,0 —)(K B+ H;0* Ky (hidratacija) (3.2)
h
ke I
B <= Cc K: (tautomerizacija) (3.3
t
ki _ o
Cc e=Ct Ki (izomerizacija) (3.4)

3.2.1. Dekstrano sulfato ir antocianiny kompleksy tyrimai efektyviosios skysciu
chromatografijos metodu

Pries$ tai apraSytuose tyrimuose apie DESU/ATC kompleksy susidarymg buvo
sprendZiama i$ bendrosios koncentracijos, iSreikstos cia-3-gkl ekvivalentais, poky¢io
vandeniniame mélyniy ekstrakte. Taciau mélyniy ekstrakte yra nemazai skirtingy
ATC (3.1 poskyris, 3.1 lent.), ir jy saveikai su DESU jvertinti buvo taikomas
efektyviosios skysciy chromatografijos metodas. 3.7 pav. pateiktos chromatogramos
su rasty skirtingy ATC smailémis pradiniame mélyniy ekstrakte (A) ir tirpale,
likusiame po komplekso (DESU/ATC = 0,4, bendroji koncentracija 0,63 g/l) nuosédy
atskyrimo centrifuguojant (B).
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3.7 pav. ATC i§ vandeninio mélyniy ekstrakto (A) ir DESU/ATC tirpalo po
centrifugavimo (B) chromatograma. Analités: 1 — delfinidino-3-O-galaktozidas, 2 —
delfinidino-3-O-gliukozidas, 3 — cianidino-3-O-galaktozidas, 4 — delfinidino-3-O-
arabinozidas, 5 — cianidino-3-O-gliukozidas, 6 — petunidino-3-O-galaktozidas, 7 — cianidino-
3-O-arabinozidas, 8 — petunidino-3-O-gliukozidas, 9 — peonidino-3-O-galaktozidas, 10 —
petunidino-3-O-arabinozidas, 11 — peonidino-3-O-gliukozidas, 12 — malvidino-3-O-
galaktozidas, 13 — peonidino-3-O-arabinozidas, 14 — malvidino-3-O-gliukozidas, 15 —
malvidino-3-O-arabinozidas. Bendroji ATC koncentracija buvo 0,63 g/l, DESU/ATC = 0,4

Lyginant A ir B chromatogramy profilius, matyti, kad smailiy plotas sumazéjo
dél skirtingy ATC sagveikos su DESU. Didziausi smailiy poky¢iai buvo Siy ATC:
cianidino-3-O-arabinozido, cianidino-3-O-galaktozido, cianidino-3-O-gliukozido,
delfinidino-3-O-galaktozido, delfinidino-3-O-gliukozido, delfinidino-3-O-
arabinozido, malvidino-3-O-gliukozido, petunidino-3-O-gliukozido ir peonidino-3-
O-gliukozido. Chromatogramose pastebéti nezymis sulaikymo trukmés pakitimai,
kuriuos galéjo lemti tirpas ar nanodaleliy dydzio DESU/ATC kompleksai, likg tirpale
po komplekso susiformavimo. Sie pokygiai rezultaty tikslumui didelés jtakos
neturéjo.

Pagal ATC smailiy plotus apskaiciuota 9 skirtingy ATC pradiné koncentracija
ir koncentracija po komplekso susidarymo bei ATC, sujungty j kompleksa su DESU,
kiekis. Gauti rezultatai pateikti 3.3 lent. Taip pat pH metodu buvo nustatyta ATC
koncentracija pradiniame tirpale ir tirpale po komplekso susidarymo — Sie rezultatai
pateikti toje pacioje lenteléje. IS chromatogramy apskaiciuotas bendras | DESU/ATC
kompleksg sujungty ATC kiekis sudaré 81,6 % pradinio kiekio, o skirtingy ATC
kiekis kito nuo 73,7 % (malvidino-3-O-gliukozido) iki 90,8 % (delfinidino-3-O-
arabinozido). Suminis ATC kiekis buvo nustatytas ESC ir §iuo atveju jis buvo didesnis
uz ATC kiekj, nustatytag pH metodu.
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3.3 lentelé. | kompleksa su DESU sujungty skirtingy ATC kiekis, apskaiciuotas i$
chromatogramy (DESU/ATC = 0,4, bendroji koncentracija 0,63 g/l)

Koncentracija (g/1) Sujungty ATC Kiekis

ATC Po komplekso
.. . . 0

(analités numeris) Pradiné susidarymo (9/9) (%)
Cianidino-3-O-arabinozidas (7) 0,059 0,009 0,20 84,7
Cianidino-3-0-galaktozidas (3) 0,080 0,017 0,25 78,0
Cianidino-3-O-gliukozidas (5) 0,093 0,023 0,28 74,8
Delfinidino-3-O-arabinozidas (4) 0,057 0,005 0,21 90,8
Delfinidino-3-O-galaktozidas (1) 0,076 0,009 0,26 87,7
Delfinidino-3-O-gliukozidas (2) 0,084 0,012 0,28 85,3
Malvidino-3-0-gliukozidas (14) 0,104 0,027 0,31 73,7
Petunidino-3-0-gliukozidas (8) 0,069 0,009 0,24 86,5
Peonidino-3-0-gliukozidas (11) 0,045 0,012 0,13 74,2
Bendra (-as) 0,667 0,123 2,160 81,6
Pagal pH metoda 0,630 0,140 1,960 77,8

3.2.2. Dekstrano sulfato ir antocianiny kompleksy FT-IR tyrimai

DESU/ATC komplekso, esant optimaliam masiy santykiui, nuosédos buvo
nucentrifuguotos, praplautos distiliuotu vandeniu iki bespalvio tirpalo ir i§dziovintos
kambario temperatiiroje. Uzra$yti gauto komplekso, DESU ir liofilizuoto vandeninio
mélyniy ATC ekstrakto FT-IR spektrai (3.8 pav.). DESU FT-IR spektrui (3.8 pav., 1
kreivé) yra budingos absorbcijos smailés ties 1220 cm™ (smailé A) ir 980 cm™
(smailé B), kurios priskiriamos atitinkamai asimetriniams ir simetriniams S=O grupés
virpesiams [135]. Absorbcijos smailé ties 1220 cm™ buvo panaudota tiriant DESU ir
chitozano kompleksy susidarymg [201]. ATC FT-IR spektrams (3.8 pav., 3 kreivé)
yra biidingos absorbcijos smailés ties 1716 cm™ (smailé C) ir 1645 cm™ (smailé D),
priskiriamos aromatiniy benzopirano Ziedy virpesiams [202, 203]. DESU/ATC
komplekso FT-IR spektras (3.8 pav., 2 kreivé) gerokai skiriasi nuo pradiniy
kompleksg sudaranéiy medziagy FT-IR spektry. Siame spektre sumazéja DESU
btudingy absorbcijos smailiy intensyvumas ir jos pasislenka trumpesniyjy bangy link.
Gerokai sumazéja ATC budingos smailés ties 1716 cm™ intensyvumas, o smailé
1645 cm pasislenka trumpesniyjy bangy pusén ir padidéja jos intensyvumas. Bangos
skaiCiaus ir smailiy intensyvumo poky¢iai leidzia patvirtinti, kad susidaré sgveika tarp
DESU sulfatogrupiy ir ATC flavilio katijono. Panasiis poky¢iai buvo pastebéti
susidarant DESU ir chitozano kompleksams [139, 141, 201]. Be to, DESU/ATC FT-
IR spektre atsirado naujos smailés apie 1567 cm™! (smailé E) ir 1494 cm™' (smailé F).
Tokios smailés yra randamos cianidino-3-O-gliukozido, pelargonidino-3-O-
gliukozido ir delfinidino-3-O-gliukozido chlorido FT-IR spektruose [204, 205] ir yra
priskiriamos A ir B ziedy ATC molekulése deformaciniams virpesiams. Smailiy,
susijusiy su tam tikrais ATC, atsiradimas DESU/ATC komplekso spektre leidzia
patvirtinti, kad jvyko sgveika tarp ATC ir DESU, ir parodo, kad kompleksui
susiformavus ATC atskiriami nuo kity junginiy, esanc¢iy mélyniy ekstrakte.
Liofilizuoty mélyniy spektre Sios smailés gali buiti uzdengtos kity junginiy, esanciy
ekstrakte, smailémis.
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3.8 pav. FT-IR spektrai: 1 — DESU; 2 — komplekso, kai DESU/ATC = 0,4; 3 — liofilizuoto
mélyniy ATC ekstrakto

3.2.3. Antocianiny, sujungty su dekstrano sulfatu j optimalios sudéties
kompleksg, stabilumo tyrimai

Remiantis mokslinéje literatiiroje pateiktais duomenimis [47, 206, 207, 208],
galima teigti, kad intra- ir interkopigmentacija trukdo ATC hidratacijai, t. y. padidina
flavilio katijono ir chinoidinés bazés stabiluma, susidaro maziau bespalviy chalkono
izomery — iSsaugoma ATC tirpaly spalva. Panasy poveikj ATC stabilumui gali turéti
ir jy sujungimas j joninj kompleksa.

Atlikti optimalios sudéties DESU/ATC komplekso (masiy santykis 0,4)
suspensijos ir pradinio mélyniy ATC ekstrakto stabilumo tyrimai, esant tai paciai
0,3g/l ATC koncentracijai. Buvo tiriamas ATC koncentracijos ir santykinio
antioksidacinio efektyvumo (SAOEF) kitimas laikant bandinius 4 °C temperatiiroje.
Gauti duomenys pateikti 3.9 pav. Kaip matyti i§ paveikslo a dalyje pateikty kreiviy, j
kompleksg su DESU sujungty ATC stabilumas yra daug didesnis. Po 12 dieny
DESU/ATC komplekso tirpale ATC koncentracija sumazéjo tik apie 12 %. O
vandeniniame mélyniy ekstrakte ATC koncentracija laikymo metu sumazéjo net
35 %. Kartu buvo i$saugotos | kompleksa sujungty ATC antioksidacinés savybés
(3.9 pav., b). 3.9 pav. a ir b dalyse pateikty kreiviy pobudzio skirtumas gali biti
paaiskintas tuo, kad antioksidacines savybes lemia ne tik ATC, bet ir kiti fenoliniai
junginiai, kurie yra tiek pradiniame mélyniy ekstrakte, tick DESU/ATC komplekso
suspensijoje.

ATC stabilumo padidéjimas ir antioksidacinio efektyvumo iSsaugojimas gali
biti siejamas su joninio komplekso i§ ATC ir DESU susidarymu. Analogiski
rezultatai buvo gauti tiriant ATC ir chondroitino sulfato kompleksy stabiluma [5].
Mokslininky nuomone, chondroitino sulfato ir ATC kompleksai susiformuoja labai
greitai, apsaugo ATC nuo hidratacijos, tod¢l yra stabils ir pasizymi geresnémis
antioksidacinémis ir prie§vézinémis savybémis nei ATC [5, 68].
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3.9 pav. ATC koncentracijos (a) ir SAOEF (b) priklausomybé nuo laikymo trukmés: 1 —
DESU/ATC = 0,4; 2 — vandeninis mélyniy ekstraktas. Laikyta tamsoje 4 °C temperatiiroje.
ATC koncentracija 0,3 g/l

3.3. Karageniny kompleksy su vandeniniame mélyniy ekstrakte esanéiais
antocianinais gavimas

3.3.1. Vandeniniuose tirpaluose formuojami karageniny ir antocianiny
kompleksai

Karageninai yra sulfatogrupiy turintys linijiniy makromolekuliy polisacharidai,
iSgaunami i§ tam tikry rasiy jury dumbliy [209]. Skirtingai nuo DESU, kuris placiai
naudojamas tik farmacijos pramonéje, KARG yra maisto priedai (E407) ir naudojami
kaip emulsikliai, stabilizatoriai ir tirStikliai [210]. Turédami sulfatogrupiy, KARG taip
pat galéty sudaryti joninius kompleksus su ATC flavilio katijonu pagal 3.10 pav.
pateikta schema.

OH

3.10 pav. Joniné sgveika tarp k-KARG sulfatogrupiy ir ATC flavilio katijono

Kompleksams su ATC sudaryti buvo pasirinkti vieng sulfatogrupe
elementariojoje grandyje turintis k-karageninas (k-KARG) bei dvi sulfatogrupes
turintis 1-karageninas (1-KARG). Koks kompleksas — tirpus, opalescuojanti
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nanodaleliy suspensija ar nuosédos — susidarys, priklauso nuo kompleksa sudaranciy
medziagy masiy santykio ir bendrosios jy koncentracijos. Kadangi mélyniy ekstrakte
esantis ATC kiekis iSreiSkiamas cia-3-glk ekvivalentais, kompleksy sudétis jvertinta
KARG ir ATC masiy santykiu (KARG/ATC).

Kompleksy i§ ATC ir k-KARG bei 1-KARG susidaryma leidzia patvirtinti
3.11 pav. pateiktos Sviesos sugerties kompleksy tirpalais kreivés, esant nedidelei
bendrajai kompleksg sudaranéiy medziagy koncentracijai (0,06 g/l), t.y.
koncentracijai, kuriai esant susidaro tirpiis arba nanodaleliy dydzio kompleksai. Kaip
ir DESU/ATC kompleksy atveju (3.2 poskyris, 3.2 pav.), formuojantis k-KARG/ATC
ir -KARG/ATC kompleksams yra matomas hipsochrominis S§viesos sugerties
maksimumo poslinkis trumpesniyjy bangy link, t.y. tirpalas jgauna raudonesnij,
palyginti su ATC tirpalu, atspalvij, taip pat padidéja maksimalioji §viesos sugerties
verté, o poky¢iy dydis priklauso nuo KARG ir ATC masiy santykio. Gauti §viesos
sugerties maksimumo kitimo duomenys leidzia patvirtinti, kad susidaré «-
KARG/ATC ir i-KARG/ATC kompleksai.
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3.11 pav. Sviesos sugerties ATC ir skirtingos sudéties k-KARG/ATC (a) bei 1-
KARG/ATC (b) kompleksy tirpalais spektrai. ATC koncentracija 0,06 g/l

Didéjant bendrajai ATC ir KARG koncentracijai, kompleksy tirpalai pradeda
drumstis, t. y. susidaro netirpiis kompleksai. Vandeniniuose tirpaluose buvo sudaryti
K-KARG/ATC ir -KARG/ATC kompleksai, esant skirtingam jy masiy santykiui,
taciau pastoviai 0,7 g/l bendrajai KARG ir ATC koncentracijai. Netirpiai komplekso
frakcijai pasalinti tirpalai buvo centrifuguojami ir likusiame tirpale buvo nustatyta
ATC koncentracija, apskaiéiuotas su KARG sujungty ATC Kkiekis. Pastarasis
iSreikstas tiek ATC gramais, tenkanciais gramui k-KARG ar -KARG, tiek procentais
nuo pradinés ATC koncentracijos. Gauti rezultatai pateikti 3.12 pav. IS jo matyti, kad
1 kompleksa sujungty ATC kiekis priklauso tiek nuo kompleksa sudaranciy medziagy
masiy santykio, tiek nuo naudoto KARG. Kaip buvo galima tikétis, dvi sulfatogrupes
turintis 1-KARG sujungia daugiau ATC nei vieng sulfatogrupe turintis k-KARG.
Komplekse didéjant k-K ARG masés daliai, sujungty ATC kiekis, iSreikStas procentais
nuo pradinio kiekio, kei¢iasi nedaug ir tik tada, kai masiy santykis k-KARG/ATC = 2
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gerokai sumazéja. Komplekse didé¢jant -KARG masés daliai, sujungty ATC kiekis,
iSreikStas procentais, turi aiSkig optimalig vertg, kai masiy santykis yra 0,6. O ATC
kiekis gramais gramui KARG, did¢jant KARG ir ATC masiy santykiui, nuolat mazéja
tiek komplekse su k-KARG, tiek komplekse su 1-KARG. Jvertinus $iuos abu rodiklius,
galima daryti i§vada, kad daugiausia ATC | kompleksa yra sujungiama, kai tiek k-
KARG ir ATC, tiek 1-KARG ir ATC masiy santykis yra 0,4.
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3.12 pav. | kompleksg sujungty ATC kiekio priklausomybé nuo KARG ir ATC masiy
santykio. Bendroji pradiné ATC ir KARG koncentracija 0,7 g/

Esant optimaliam masiy santykiui (KARG/ATC = 0,4), buvo istirta bendrosios
KARG ir ATC koncentracijos jtaka j kompleksa sujungty ATC kiekiui. Likutiné ATC
koncentracija nustatyta po centrifugavimo. Gauti rezultatai pateikti 3.13 pav. I8 jo
matyti, kad, k-KARG ar 1-KARG atveju bendrajai kompleksa sudaran¢iy medziagy
koncentracijai didéjant atitinkamai iki 0,15 ar 0,2 g/l, j kompleksa sujungty ATC
kiekis pradZioje spar¢iai didéja. Tolesnis bendrosios koncentracijos didinimas tik
nezymiai kei¢ia j kompleksa sujungty ATC kiekj. Viena i$ tokiy rezultaty priezasCiy
gali buti ta, kad, esant mazesnei bendrajai kompleksa sudaranéiy medziagy
koncentracijai, gautas kompleksas yra labai mazy daleliy ir néra nusésdinamas
centrifuguojant. Tai leido patvirtinti komplekso suspensijos daleliy dydzio matavimas
pries centrifugavimg ir po jo. Kai bendroji KARG ir ATC koncentracija buvo 0,07 g/l
k-KARG/ATC kompleksy atveju, daleliy dydis prie§ centrifugavimg buvo
250£15 nm, po centrifugavimo — 200+15 nm. 1-KARG/ATC komplekso dalelés buvo
atitinkamai 850+25 nm ir 725+25 nm. Likusios fugate tokios dalelés padidina likuting
ATC koncentracija ir taip sumazina j kompleksg sujungty ATC kiekj. Kai bendroji
kompleksa sudaran¢iy medziagy koncentracija yra didesné uz 0,15 g/l (-KARG/ATC
atveju) ar 0,2 g/l (-KARG/ATC atveju), susidaro didesnés netirpios komplekso
dalelés ir visas kompleksas yra nusésdinamas centrifuguojant. Maksimalus tokiomis
saglygomis | kompleksg sujungty ATC kiekis yra 0,95 g/g k-KARG/ATC atveju ir
1,6 g/g -KARG/ATC atveju.
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3.13 pav. | kompleksg sujungty ATC kiekio priklausomybé nuo bendrosios KARG ir ATC
koncentracijos. KARG/ATC = 0,4

3.3.1.1. Karageniny ir antocianiny kompleksy stabilumo ir antioksidaciniy
savybiy tyrimai

Galima tikétis, kad, kaip ir DESU/ATC kompleksy atveju (3.2.3 skyrelis), ATC
imobilizavimas kompleksuose su KARG apsaugos ATC flavilio katijong nuo
hidratacijos ir padidins vandeniniy KARG/ATC suspensijy stabilumg saugant.

K-KARG/ATC ir 1-KARG/ATC kompleksy suspensijos (masiy santykis 0,4,
bendroji reagenty koncentracija 0,0625 g/l, ATC koncentracija 0,0445 g/1) buvo
laikomos tamsoje 4 °C temperatiiroje. Kartu buvo laikomas vandeninis mélyniy
ekstraktas, turintis 0,0445 g/l ATC. Kaip matyti i§ 3.14 pav. pateikty duomeny, j
kompleksa su KARG sujungty ATC stabilumas gerokai iSaugo.
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0 60 120 180 240
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3.14 pav. ATC koncentracijos priklausomybé nuo laikymo tamsoje 4 °C temperattroje
trukmés: 1 —1-KARG/ATC = 0,4; 2 — x-KARG/ATC = 0,4; 3 - ATC. Bendroji kompleksa
sudaranciy reagenty koncentracija 0,0625 g/l, ATC koncentracija 0,0445 g/

Po 240 val. laikymo ATC koncentracija 1-KARG/ATC suspensijoje sumazéjo
10 %, k-KARG/ATC suspensijoje — 20 %, o mélyniy ekstrakto tirpale — 33 %. Reikia
atkreipti démesj, kad | kompleksa su dvi sulfatogrupes turinciu 1-KARG sujungty
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ATC stabilumas yra didesnis nei sujungty j kompleksa su vieng sulfatogrupg turinciu
k-KARG. Didesnis ATC stabilumas komplekse su -KARG gali biti siejamas su
kompaktiskesnémis komplekso dalelémis.

Su ATC koncentracijos kitimu yra susijes ir antioksidacinis efektyvumas
(nustatytas ABTS* metodu). Jis -KARG/ATC, k-KARG/ATC kompleksy atveju po
240 val. sumazéjo atitinkamai apie 20 % ir 25 %, mélyniy ekstrakto atveju — apie
41 %.

3.3.2. Tinkliniy karageniny dariniy gavimas ir panaudojimas antocianiny
adsorbcijai

Remiantis 3.3.1 skyrelyje pateiktais duomenimis, galima teigti, kad, esant
didesnei kompleksg sudaranéiy medZiagy koncentracijai tirpale, galima gauti
netirpius KARG/ATC kompleksus. Taciau toks netirpiy kompleksy gavimo budas
néra efektyvus, nes naudojamas didelis kiekis praskiesty tirpaly, o nuosédy susidaro
nedaug. Kur kas efektyvesnis budas gauti netirpius kompleksus buty ATC adsorbcija
KARG mikrogranulémis. Ta¢iau KARG yra vandenyje tirpiis polisacharidai. Vienas
i§ buidy sumazinti KARG tirpuma vandenyje yra tarp jy makromolekuliy sudaryti
skersinius rySius. Kaip KARG tinklinimo agentai yra naudojami epichlorhidrinas
[211], glutaro aldehidas [212], viniltrietoksisilanas [213] ar genipinas [214].

Netirpiems vandenyje mikrogranuliy KARG dariniams gauti buvo pasirinktas
tinklinimas epichlorhidrinu (EPCH) $arminéje terpéje (3.15 pav.).

C3H,0H : H,0 (2:1) /N
CH,0H NaOH (Q 3
c1 OH
/%/ 0 (QOH
/L\LO/

3.15 pav. Skersiniy rysiy susidarymo tarp k-KARG makromolekuliy schema

Siekiant iSvengti pradinio KARG tirpumo, tinklinimo reakcija vykdyta
izopropilo alkoholio ir vandens miSinyje santykiu 2:1 (pagal tarj). Tinklinant EPCH
sunku jvertinti gauty skersiniy rysiy skaiciy, nes néra paprasto kiekybinio metodo
prijungto EPCH kiekiui nustatyti. Todél Siame darbe, kaip ir kituose [215, 216],
skersiniy rySiy skaiCius iSreikStas pagal sunaudoto EPCH kiekj moliui
KARG (mol/mol).

Ivairaus tinkliskumo k-KARG ir 1-KARG dariniams gauti EPCH Kkiekis
reakcijos misinyje buvo 0,3, 0,6, 0,8 ir 1 mol/mol KARG, reakcija vyko 20 °C ar
50 °C temperatiiroje. Gauti tinkliniai dariniai pavadinti k-KARG-T ir -KARG-T.
Susidarant skersiniams rySiams yra suvarzoma polimero galimybé brinkti, todél apie
susidariusiy skersiniy rysiy skaiciy netiesiogiai galima spresti i$ brinkumo vandenyje
poky¢iy. Kaip matyti i§ 3.16 pav. pateikty duomeny, kx-KARG-T ir 1-KARG-T
brinkumas vandenyje mazéja didéjant tiek EPCH kiekiui reakcijos miSinyje, tiek
tinklinimo reakcijos temperatiirai. Didéjant skersiniams rySiams sudaryti sunaudoto
EPCH kiekiui, k-KARG-T brinkumas sumazéjo nuo 70,1 iki 19,8 g/g tinklinant 20 °C
temperattroje ir nuo 32 iki 12,3 g/g 50 °C temperatiiroje, o -KARG-T — nuo 44,5 iki
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16,3 g/g ir nuo 17,2 iki 10 g/g atitinkamai 20 °C ir 50 °C temperataroje. T. y. galima
teigti, kad aukStesnéje temperatiiroje, esant tam paciam EPCH kiekiui, susidaro
daugiau skersiniy rySiy. Visais atvejais tinkliniai -KARG-T dariniai vandenyje
brinko maziau nei tinkliniai k-KARG-T dariniai.

100 - mTinklinimo reakcija, kai T=20°C 100 - @Tinklinimo reakcija, kai T =20 °C
90 - @ Tinklinimo reakcija, kai T =50 °C 90 1 @Tinklinimo reakcija, kai T =50 °C
@ 80 - 80
% 70 270
s 60 H é 60 -
2 90 1 S 50 -
= 40 1 £ 40 -
0 30 o M 30
20 - 20 A
S AR A
0 0
00 03 06 08 10 00 03 06 08 10
EPCH (mol/mol k-KARG) EPCH (mol/mol -KARG)
(a) (b)

3.16 pav. k-KARG-T (a) ir -KARG-T (b) mikrogranuliy brinkumo vandenyje
priklausomybé nuo tinklinimui sunaudoto EPCH kiekio ir reakcijos temperatiiros

Esant skirtingam EPCH kiekiui skirtingoje temperatiiroje gautos k-KARG-T ir
-KARG-T mikrogranulés buvo panaudotos vandeniniame mélyniy ekstrakte
esantiems ATC adsorbuoti. Kaip matyti i§ 3.17 pav. pateikty duomeny, sudaryty
skersiniy rysiy skaicius neturi didelés jtakos tinkliniais KARG dariniais adsorbuoty
ATC Kkiekiui ir 8is yra kiek maZesnis tik adsorbuojant aukstesnéje temperattiroje
gautais KARG-T. I§ vandeninio mélyniy ekstrakto ATC adsorbuojami dél
elektrostatinés sgveikos tarp flavilio katijono ir KARG sulfatogrupiy. Adsorbuojantis
ATC molekuléms yra blokuojamos jonogeninés polimero grupés, todél KARG
brinkumas turi dar sumazéti. Tai leidzia patvirtinti 3.18 pav. pateikti k-KARG-T ir 1-
KARG-T brinkumo ATC tirpale duomenys, arba, kitaip tariant, k-KARG-T/ATC ir 1-
KARG-T/ATC mikrogranuliy brinkumas ATC tirpale po adsorbcijos. k-KARG-
T/ATC ir -KARG-T/ATC mikrogranulémis sulaikytas melyniy ekstrakto tirpalo
kiekis sumazéjo daugiau kaip du kartus, palyginti su sulaikytu vandens kiekiu
(3.16 pav.), be to, beveik nepriklausé nei nuo skersiniy ry$iy skai¢iaus, nei nuo KARG
sulfatogrupiy skaiciaus.
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3.17 pav. Adsorbuoty ATC kiekio priklausomybé nuo adsorbcijai naudoto k-KARG-T (a) ir
1-KARG-T (b) tinkliskumo. Pradiné ATC koncentracija 0,24 g/l
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3.18 pav. k-KARG-T/ATC (a) ir -KARG-T/ATC (b) mikrogranuliy brinkumo ATC tirpale
po adsorbcijos priklausomybé nuo tinklinimui sunaudoto EPCH kiekio ir reakcijos

temperaturos

Ivertinus KARG tinklinimo reakcijos salygas, ATC adsorbcija gautais
tinkliniais KARG dariniais ir gauty KARG-T/ATC mikrogranuliy brinkuma, galima
teigti, kad tinkamy savybiy k-KARG-T ir 1-KARG-T mikrogranuléms gauti
pakankamas EPCH kiekis yra 0,3 mol/mol
temperattiroje. Taip tinklinti KARG dariniai naudoti tiriant pusiausviraja ATC
adsorbcija.

KARG vykdant reakcija 20°C
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3.3.3. Antocianiny pusiausvirosios adsorbcijos tinkliniais karagenino dariniais
tyrimai

3.2 ir 3.3 poskyriuose DESU ar KARG kompleksy su vandeniniame mélyniy
uogy ekstrakte esanciais ATC susidarymas yra aiSkinamas elektrostatine sgveika tarp
priesingy zenkly kriivio grupiy, t. y. ATC flavilio katijono ir polimery sulfatogrupiy.
O Piety Koréjos mokslininkai savo darbe [5] kompleksy i§ ATC ir chondroitino
sulfato susidaryma aiskina ne tik elektrostatine saveika, bet ir hidrofobine saveika bei
ATC molekuliy stekingu. Papildomos informacijos apie sgveikos jégas tarp anijoniniy
polisacharidy ir ATC galima gauti i§ pusiausvirosios adsorbcijos duomeny ir jiems
apraSyti taikomy matematiniy adsorbcijos modeliy.

Kadangi vienu metu gali vykti tiek flavilio katijono adsorbcija, tiek jo
susidarymas i§ chinoidinés (3.2 poskyris, p. 52) bazés, buvo nustatytas laikas, per kurj
nusistovi pusiausvyra tarp ATC, adsorbuoty 1-KARG-T, ir ATC, likusiy tirpale,
kiekio. Kaip matyti i§ 3.19 pav. pateiktos kinetinés kreivés, pusiausvyra visiskai
nusistovi po 60 min. nuo adsorbcijos pradzios. Bitent tiek truko visi Kituose darbo
etapuose atlikti pusiausvirosios ATC adsorbcijos tinkliniais KARG dariniais
bandymai. Tesiant adsorbcijg ilgiau, gali buti prarandamos vertingosios ATC savybés,
ypac aukstesnéje temperatiiroje.
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0,19
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3.19 pav. -KARG-T adsorbuoty ATC kiekio priklausomybé nuo adsorbcijos trukmés 30 °C
temperatiiroje. Pradiné ATC koncentracija 0,23 g/l

Flavilio katijono kiekis vandeniniame mélyniy ATC tirpale priklauso nuo terpés
pH vertés. Norimai vertei pasiekti yra naudojami buferiniai elektrolity tirpalai. Taciau
yra zinoma [217], kad tirpale esantys elektrolitai kei¢ia polimery kompleksy su kitais
junginiais susidarymg. Buvo paruosti 0,3 g/l koncentracijos mélyniy ATC tirpalai,
praskiedziant pradinj 0,6 g/l ATC tirpala tuo paciu kiekiu distiliuoto vandens, 0,1 M
HCI tirpalu, buferiniais tirpalais, naudojamais ATC koncentracijai nustatyti (pH = 1,
sudarytas i§ HCl ir KCl tirpaly; pH = 4,5, sudarytas i$§ HCI ir CH3COONa tirpaly), bei
fosfatiniu buferiniu tirpalu, kurio pH verté 7. IS $iy tirpaly pusiausvyros salygomis
ATC buvo adsorbuoti k-KARG-T. Adsorbuoty ATC kiekis ir tirpaly pH verté po
adsorbcijos pateikti 3.4 lent.
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3.4 lentelé. Pusiausvyros salygomis k-KARG-T adsorbuoty ATC kiekio ir tirpalo pH
vertés po adsorbcijos priklausomybé nuo terpés sudéties, kai pradiné ATC
koncentracija buvo 0,3 g/1, o k-KARG-T - 0,25 g/l

—— . Tirpalo pH po Adsorbuoty ATC
ATC praskiesti naudotas tirpalas adsorbcijos Kiekis, /g
Distiliuotas vanduo (pH = 5) 3,2 0,128
0,1 MHCI (pH =1) 18 0,117
0,2 M buferinis tirpalas (pH = 1) 1,7 0,100
0,64 M buferinis tirpalas (pH = 4,5) 4,4 0,115
0,01 M fosfatinis buferinis tirpalas (pH = 7) 3,5 0,045

Kaip matyti i$ lenteléje pateikty duomeny, daugiausia ATC buvo adsorbuota i§
tirpalo, praskiesto distiliuotu vandeniu. I§ praskiestyjy Kitais tirpalais adsorbuota
maziau ATC. Be to, adsorbuoty ATC kiekis priklausé ne tiek nuo tirpalo pH vertés,
kiek nuo skiesti naudoto tirpalo sudéties. Esant panaSiai tirpalo po adsorbcijos pH
vertei, atitinkamai 1,8 arba 1,7 (3.4 lent.), daugiau ATC buvo adsorbuota i§ tirpalo,
kuriame buvo tik HCI, nei i8 tirpalo, turinéio ne tik HCI, bet ir KCI (buferinis tirpalas,
kurio pH = 1). Atskiedus buferiniu tirpalu, sudarytu i§ HCI ir CH3COONa (tirpalo pH
verté po adsorbcijos buvo 4,4), ATC adsorbuota panasiai, kaip ir i$ tirpalo, atskiesto
0,1 M HCI, atitinkamai 0,115 ir 0,117 g/g. O i$ tirpalo, atskiesto fosfatiniu buferiniu
tirpalu, ATC adsorbcija beveik nevyko, nors po adsorbcijos tirpalo pH verté nedaug
skyrési nuo pH vertés tirpalo, atskiesto distiliuotu vandeniu. Apibendrinant pateiktus
duomenis, galima teigti, kad ATC adsorbcijai didesne jtakg turi tirpale esantys
elektrolitai nei tirpalo pH verté. Todél pusiausvirosios ATC adsorbcijos KARG-T
bandymuose vandeninis mélyniy ekstraktas buvo skiedziamas distiliuotu vandeniu.

Pusiausviroji ATC adsorbcija k-KARG-T ar 1-KARG-T mikrogranulémis buvo
tiriama 22 °C, 30 °C ir 40 °C temperatiiroje. Gautoms adsorbcijos izotermoms aprasyti
pritaikyti Lengmitro, Freundlicho, Dubinino ir Radushkevicho bei Temkino
adsorbcijos modeliai. Gautos adsorbcijos izotermos pateiktos 3.20 pav.

Kadangi ATC koncentracija paruostoje vandeningje mélyniy iStraukoje néra
didelé (0,6-0,7 g/l), eksperimentais buvo galima gauti tik pradinius adsorbcijos
izotermy taskus. Didesné paveiksluose pavaizduoty adsorbcijos izotermy dalis buvo
gauta ekstrapoliuojant ir taikant Lengmitro adsorbcijos modelio konstantas.
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3.20 pav. ATC adsorbcijos k-KARG-T (a) ir -KARG-T (b) mikrogranulémis izotermos
skirtingoje temperatiiroje. Taskai atitinka eksperimentinius duomenis, kreivés nubraizytos
naudojant Lengmiaro modelio rodiklius

Remiantis Lengmitro adsorbcijos modeliu [186], adsorbato molekulés vientisu
sluoksniu padengia aktyviuosius adsorbento centrus. Adsorbato molekulei uzémus
aktyvyjj centra, Sis nebedalyvauja adsorbcijoje ir tarp gretimus aktyviuosius centrus
uzémusiy adsorbato molekuliy néra saveikos. Be to, adsorbento struktiira yra
homogeniska ir visi aktyvieji centrai yra identiski ir energijos pozitriu vienodi.
TeoriSkai adsorbento sorbciné geba yra visi$kai iSnaudota, kai jame nelieka laisvy
aktyviyjy centry.

Apskaiciuotos Lengmitiro sorbcinés gebos Q. bei pusiausvyros konstantos K.
vertés kartu su tiesés lygties pasikliovimo lygio R? vertémis (R? > 0,98-0,99) pateiktos
3.5 lent. Didéjant adsorbcijos temperatiirai, didé¢ja Lengmiiiro sorbcinés gebos QL
vertés adsorbuojant ATC tiek k-KARG-T, tiek 1-KARG-T. Taciau mazéja
pusiausvyros konstantos K. vertés, t. y. mazéja skirtumas tarp ATC adsorbcijos ir
desorbcijos grei¢io. 40 °C temperatiroje, nepriklausomai nuo KARG-T, ATC
adsorbcijos ir desorbcijos greitis beveik susilygina, nes K. verté tampa artima 1.
Turédamas dvi sulfatogrupes 1-KARG-T adsorbuoja daugiau ATC nei vieng
sulfatogrupe turintis k-KARG-T. Be to, skirtumas tarp Q. verciy didéja kylant
adsorbcijos temperatiirai. Polimero jonogeniniy grupiy efektyvuma (EF, mol/ekv.)
sujungiant priesingy zenkly kravio jonus galima apskaiciuoti iSreiskus QL verte mol/g
ir zinant adsorbento grame esanéiy jonogeniniy grupiy kiekj. I$ literatiiros [107]
zinoma, kad 1-KARG ir k-KARG turi atitinkamai 33 % ir 20 % sulfatogrupiy arba 1 g
1-KARG ir k-KARG yra atitinkamai 0,003795 ekv./g ir 0,002457 ekv./g sulfatogrupiy
Na druskos pavidalu. 3.5 lent. pateiktos EF vertés rodo, kad tiek k-KARG-T, tiek 1-
KARG-T sulfatogrupiy efektyvumas yra panasus, be to, 40 °C temperatiroje EF
vertés yra didesnés uz 1 mol/ekv., t. y. viena KARG-T sulfatogrupé sujungia daugiau
kaip viena ATC molekulg. Tokie rezultatai gali buti susij¢ su tuo, kad vandeniniame
meélyniy ekstrakte yra jvairiy ATC, besiskirian¢iy savo molekuline mase, o kaip molis
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priimta cia-3-glk moliné masé. Todél gauti rezultatai gali biiti vertinami kaip
tendencija, o ne kaip absoliutiis dydziai.

3.5 lentelé. Vandeniniame mélyniy ekstrakte esanc¢iy ATC adsorbeijos k-KARG-T
ir -KARG-T izotermy Lengmitiro adsorbcijos modelio rodikliai

T (°C) Q. (9/9) K. (1/9) EF (mol/ekv.) R?
k-KARG-T

22 0,96 2,63 0,87 0,9934
30 1,06 1,31 0,96 0,9934
40 1,28 1,07 1,16 0,9823
-KARG-T

22 1,25 3,64 0,74 0,9807
30 1,82 1,29 1,07 0,9998
40 2,02 1,06 1,18 0,9797

Apibendrinant galima daryti iSvada, kad 40 °C temperatiiroje i§ vandeninio
mélyniy ekstrakto pusiausvyros sglygomis k-KARG-T gali adsorbuoti 1,28 g/g
(2,85-10° mol/g) ATC, o -KARG-T - 2,02 g/g (4,50-10- mol/g) ATC.

Lengmitiro modelio rodikliy vertés gali buti apskaiCiuotos tiek adsorbato
gramais, tiek moliais. Ta¢iau Freundlicho, Dubinino ir Radushkevicho bei Temkino
modeliy rodikliy vertéms apskaiciuoti adsorbato kiekis turi biti iSreikStas moliais.
Kadangi adsorbcijos tyrimuose ATC koncentracija buvo nustatoma pH metodu ir
iSreiskiama cia-3-glk ekvivalentais, apskai¢iuojant Freundlicho, Dubinino ir
Radushkevicho bei Temkino adsorbcijos modeliy rodiklius, taip pat termodinaminius
ATC adsorbcijos KARG-T rodiklius, pavyzdziui, ATC molj, priimta cia-3-glk
molekuliné masé. Taip apskaiCiuotos adsorbcijos modeliy rodikliy vertés yra
salyginés, taciau gali suteikti tam tikros informacijos apie ATC adsorbcijos k-KARG-
T ir -KARG-T salygas, galimg mechanizmg ir varomasias proceso jégas.

I§ ATC adsorbcijos k-KARG-T ir 1-KARG-T izotermy apskaiciuotos
Freundlicho konstantos ng, Dubinino ir Radushkevicho adsorbcijos energijos Epr ir
Temkino adsorbcijos energijos pokycio AEt vertés, kartu jy tiesés lygciy pasikliovimo
lygio R? vertés pateiktos 3.6 lent. Palyginus 3.5 ir 3.6 lent. pateiktas R? vertes, galima
teigti, kad visais taikytais adsorbcijos modeliais aprasoma ATC adsorbcija tinkliniais
KARG dariniais su panasiu ir pakankamu pasikliovimo lygiu (R? > 0,97).

Remiantis Freundlicho adsorbcijos modeliu [187], adsorbato kiekis adsorbente
didéja tol, kol didéja adsorbato koncentracija tirpale (daugiasluoksné adsorbcija). Siuo
modeliu aprasoma adsorbcija ant heterogeniniy pavirsiy, turin¢iy energijos pozitiriu
vienodus centrus, ir galima sgveika tarp adsorbuoty adsorbato molekuliy. Freundlicho
konstantos ng verté naudojama adsorbcijos sglygoms jvertinti. Jeigu ng verté yra tarp
2 ir 10, salygos adsorbcijai vykti yra palankios [218]. Kai ng vertés yra tarp 1 ir 2,
adsorbcija vyksta sunkiai, 0 jeigu ng < 1, salygos adsorbcijai yra nepalankios. 3.6 lent.
pateikti duomenys rodo, kad tik 22 °C temperatiiroje salygos ATC adsorbcijai abiem
KARG-T yra palankios (nr> 2). Padidinus adsorbcijos temperatiirg iki 30 °C ar 40 °C,
Ne vertés tampa mazesnés uz 2, taigi aukstesnéje temperatiiroje ATC adsorbcija
KARG-T vyksta sunkiau.
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Daugiau informacijos apie adsorbcijos prigimtj ir mechanizmg suteikia
Dubinino ir Radushkevicho adsorbcijos modelis [188], kuris paremtas Polanyi
adsorbcijos potencialo teorija ir Dubinino prielaida, kad adsorbatas uzpildo
adsorbento mikropory tiirj, o ne sluoksnis po sluoksnio padengia adsorbento pory
sieneles.

I$ apskaiciuoty Dubinino ir Radushkevicho adsorbcijos energijos (Epr) veréiy
galima spresti apie adsorbcijos prigimtj [188]: jeigu Epr verté yra tarp 8 ir 16 kJ/mol,
adsorbcija vyksta dél jony mainy; kai Epr verté yra mazesné kaip 8 kJ/mol, adsorbcija
nulemia fizikinés sgveikos jégos. Kaip matyti i§ 3.6 lent. pateikty duomeny, didéjant
adsorbcijos temperatiirai, Epr vertés mazéja nuo 9,57 ki/mol 22 °C temperatiiroje iki
8,39 kJ/mol 40 °C temperatiiroje, adsorbuojant ATC k-KARG-T, ir atitinkamai nuo
8,92 iki 7,93 kJ/mol, adsorbuojant ATC 1-KARG-T. Gautos Epr vertés yra artimos
8 kJ/mol, skiriantiems adsorbcija, vykstancig dél jony mainy, nuo adsorbcijos
fizikinémis jégomis. Galima manyti, kad aukStesnéje temperatiroje ATC yra
adsorbuojami KARG-T ne tik dél elektrostatinés sgveikos tarp ATC flavilio katijono
ir KARG sulfatogrupiy, bet ir fizikinémis jégomis, manytina, vykstant ATC
kopigmentacijai. Tai galéty buti dar vienas paaiSkinimas, kodél i§ Lengmiairo
sorbcinés gebos apskaiciuotos EF vertés aukstesnéje temperatiroje yra didesnés uz
1 mol/ekv. (3.5 lent.).

Remiantis Temkino pasitlytu adsorbcijos modeliu [189], aktyvieji adsorbento
centrai yra nevienodi ir apibidinami skirtingomis adsorbcijos koeficiento vertémis.
Kadangi adsorbcijos koeficientas ir adsorbcijos energija yra tarpusavyje susije, todél
skiriasi ir atskiry adsorbento aktyviyjy centry adsorbcijos energija. ISdéscius
aktyviuosius centrus pagal mazéjancig adsorbcijos koeficiento ar adsorbcijos
energijos verte, mazéjimas bus tiesinis. Remiantis Temkino adsorbcijos modeliu, kuo
didesnés dydziy f vertés, tuo labiau adsorbento aktyvieji centrai skiriasi savo
adsorbcijos energija.

Nepaisant skirtingo k-KARG-T ir 1-KARG-T esanciy sulfatogrupiy kiekio ir
i$sidéstymo elementariojoje grandyje, apskai¢iuotos Temkino adsorbcijos energijos
poky¢io tarp dviejy gretimy sulfatogrupiy AEt vertés yra panasios (3.6 lent.), t. y. tiek
K-KARG-T, tiek -KARG-T sulfatogrupés, kaip aktyvieji centrai, yra pana§ios savo
adsorbcijos energija ir tai lemia pana$ius adsorbcijos rezultatus.
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3.6 lentelé. Vandeniniame mélyniy ekstrakte esanciy ATC adsorbcijos k-KARG-T
ir -KARG-T izotermy Freundlicho, Dubinino ir Radushkevicho bei Temkino
adsorbcijos modeliy rodikliai

Freundli_cho Dubi_nino ir _ Temkino modelis

T(°0) modelis Radushkevicho modelis

Ne R? Enr (kJ/mol) R? AE7 (kJ/mol) R?
k-KARG-T
22 2,24 0,9781 9,57 0,9824 13,6 0,9852
30 1,73 0,9924 8,59 0,9941 14,4 0,9913
40 1,50 0,9995 8,39 0,9982 10,5 0,9963
rKARG-T
22 2,30 0,9776 8,92 0,9726 12,4 0,9786
30 1,54 0,9977 8,27 0,9992 10,5 0,9994
40 1,33 0,9976 7,93 0,9986 9,0 0,9968

3.3.3.1. Antocianiny adsorbcijos tinkliniais karageniny dariniais termodinamika

Naudojant 3.20 pav. pateikty adsorbcijos izotermy duomenis pagal metodinéje
dalyje pateiktas (2.15) ir (2.16) formules buvo apskai¢iuoti termodinaminiai ATC
adsorbcijos k-KARG-T ir -KARG-T rodikliai. Apskaiciuoti termodinaminiai ATC
adsorbcijos k-KARG-T ir -KARG-T rodikliai yra pateikti 3.7 lent. kartu su tiesés
lygéiy pasikliovimo lygio R? vertémis.

Gibso laisvosios energijos poky¢io AG° verté suteikia informacijos apie
adsorbato gimini$kumg adsorbentui ir adsorbcijos varomgsias jégas. Kuo didesné
neigiama AG° verté, tuo spontaniS$kesné adsorbcija, tuo didesné pasiskirstymo
konstantos K¢ verté ir tuo daugiau adsorbato, nusistovéjus pusiausvyrai, yra sujungta
adsorbentu.

3.7 lentelé. Termodinaminiai vandeniniame mélyniy ekstrakte esan¢iy ATC
adsorbcijos k-KARG-T ir -KARG-T rodikliai

4G° AH®, 48°,

(0 InKe — Ke R aimol)  (kimol)  @imolk) R
KARG-T

22 0767 215 08990 188

30 0512 167 09694 129  -152 45 09217
40 0407 150 09760 106

-KARG-T

22 1097 300 09025 267

30 0965 262 09976 243  -151 42 09570
40 0700 201 09787 182

Kaip matyti i§ 3.7 lent. pateikty duomeny, vandeniniame mélyniy ekstrakte
esancius ATC adsorbuojant k-KARG-T ir -KARG-T, gautos nedidelés neigiamos
AG® vertés, t. y. flavilio katijono giminiSkumas k-KARG-T ir 1-KARG-T néra didelis,
taip pat nedidelés pasiskirstymo konstantos K¢ vertés. Be to, kaip ir buvo galima
tikétis, ATC giminiSkumas 1-KARG-T, turin¢iam dvi sulfatogrupes, yra didesnis uz
giminiskumg vieng sulfatogrupe turinéiam k-KARG-T — tai parodo didesnés
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neigiamos AG° vertés. Gautos nedidelés neigiamos AG® vertés koreliuoja su
Freundlicho bei Dubinino ir Radushkevicho adsorbcijos modeliy rodikliy vertémis,
kuriomis remiantis galima teigti, kad ATC adsorbcija tinkliniais KARG dariniais
vyksta ne tik joninés saveikos jégomis ir kad salygos adsorbcijai vykti néra
pakankamai palankios.

Apskaiciuotos entalpijos AH® ir entropijos AS°® poky¢iy vertés yra neigiamos ir
beveik vienodos savo skaitine verte adsorbuojant ATC tiek k-KARG-T, tiek 1-KARG-
T (3.7 lent.), t. y. ATC adsorbcija abiem tirtais KARG-T yra egzoterminé ir sistemos
tvarka dél adsorbcijos padidéja.

3.3.4. Karageniny ir antocianiny kompleksy FT-IR tyrimai

Buvo uzrasyti k-KARG, 1-KARG, jy tinkliniy dariniy xk-KARG-T, 1-KARG-T,
kompleksy su ATC bei cia-3-glk FT-IR spektrai (3.21 pav.). k-KARG, -KARG ir
tinkliniy jy dariniy FT-IR spektrams yra budingos absorbcijos smailés ties 1210—
1230 cm (smailé A) ir 845 cm™ (smailé B), kurios priskiriamos galaktozés-4-sulfato
atitinkamai simetriniams O=S=0 ir valentiniams C—O-S virpesiams [219, 220, 221].
Smailé ties 805 cm ™ (smailé C) yra priskiriama 3,6-anhidrogalaktozés-2-sulfato C—
O-S virpesiams ir biidinga tik -KARG. Smailés, biidingos k-KARG ir -KARG,
matomos ir tinkliniy KARG dariniy FT-IR spektruose. Pla¢ios smailés (smailé G)
atsiradimas k-KARG-T ir 1-KARG-T FT-IR spektruose atitinkamai ties 1370-
1430 cmtir 14101480 cm™ gali biti susijes su CH, tilteliy susidarymu tinklinant
EPCH [222, 223]. Cia-3-glk FT-IR spektruose intensyvios smailés ties 1640 cm™
(smail¢ D), 1568 cm™ (smailé¢ E) ir 1446 cm™ (smailé¢ F) yra budingos flavilio
junginiams ir susijusios su valentiniais C—C virpesiais benzopirano aromatiniame
ziede [204, 203].

Cia-3-glk
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3.21 pav. Cia-3-glk, KARG, KARG-T ir jy kompleksy su ATC FT-IR spektrai
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Kaip matyti i§ 3.21 pav., KARG/ATC kompleksy bei KARG-T su adsorbuotais
ATC spektrai skiriasi nuo pradiniy KARG, KARG-T ir cia-3-glk FT-IR spektry.
Sumaz¢ja k-KARG ir -KARG budingy smailiy intensyvumas, o smailé A pasislenka
ilgesniyjy bangy skaiciaus link. k-KARG-T/ATC ir 1-KARG-T/ATC kompleksy
spektruose iSnyko smailé G. Taciau tiek tinkliniy, tiek netinkliniy k-KARG ir i-KARG
kompleksy su ATC FT-IR spektruose atsirado cia-3-glk spektrui badingos, tik
mazesnio intensyvumo smailés D, E ir F. Be to, smailé F pasislinko trumpesniyjy
bangy skaiciaus link. Reikéty atkreipti démesj, kad KARG/ATC kompleksy
spektruose iSnyko smailé ties 1640 ¢cm™ (smailé 1), susijusi su polisacharidais
adsorbuotu vandens kiekiu [222, 223]. Galima manyti, kad dél sgveikos su flavilio
katijonu jonogeninés hidrofiliskumg lemianc¢ios KARG sulfatogrupés yra
blokuojamos, tod¢l padidéja KARG/ATC kompleksy hidrofobiskumas.

KARG/ATC ir KARG-T/ATC FT-IR spektruose pastebimi budingyjy smailiy
intensyvumo ir bangos skai¢iaus pasikeitimai, lyginant su smailémis pradiniy KARG
ir cia-3-glk spektruose, leidzia patvirtinti, kad susidar¢ KARG ir vandeniniame
meélyniy ekstrakte esan¢iy ATC kompleksai.

3.3.5. Antocianiny desorbcijos i§ karageniny ir antocianiny komplekso
mikrogranuliy tyrimai

Adsorbcijos tyrimai parodé¢, kad i§ vandeninio mélyniy ekstrakto ATC gali bati
s¢kmingai adsorbuoti k-KARG-T arba 1-KARG-T mikrogranulémis. Praktiniu
poziiiriu ne maziau svarbus yra ATC, kaip biologiskai aktyviy junginiy,
atpalaidavimas i§ gauty komplekso mikrogranuliy. Remiantis 3.3.3 skyrelyje
pateiktais duomenimis, galima daryti iSvada, kad -KARG-T, elementariojoje
grandyje turintis dvi sulfatogrupes, gali adsorbuoti didesnj kiekj ATC, o tai ypac
aktualu nepusiausvirosios adsorbcijos sglygomis. Todél desorbcijos bandymams buvo
paruostos 1-KARG-T/ATC mikrogranulés, kuriy 1 grame buvo 0,091 g adsorbuoty
ATC (0,091 g/gkompt.). Kaip desorbcijos terpé buvo naudojami jvairiu santykiu pagal
tirj sumaiSyti etanolio ir 0,1 M HCI tirpalo (EtOH:HCI) miSiniai (3.8 lent.) bei
skirtingos koncentracijos ir jvairios pH vertés fosfatiniai ir acetatiniai buferiniai
tirpalai (3.9 lent.). Bandymams buvo naudojama tiek 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy,
kad, esant 100 % ATC desorbcijai, jy koncentracija desorbcijos tirpale biity 0,069 g/1.
Si koncentracija jvardyta kaip maksimali galima (Crax= 69 mg/l).

3.8 lentelé. Per 30 min. i$ -KARG-T/ATC mikrogranuliy desorbuoty ATC kiekio
priklausomybé nuo EtOH ir 0,1 M HCI tirpalo miSinio sudéties

Desorbcijos tirpalo sudétis ATC koncentracija Desorbuoty ATC kiekis
(pagal tarj) desorbcijos tirpale (mg/l) (%)*

EtOH Nevyko 0

HCI 44+0,1 64
EtOH:HCI = 4:1 27+0,1 39
EtOH:HCI = 3:2 62+0,1 91
EtOH:HCI = 2:3 66+0,2 96
EtOH:HCIl =1:4 53+0,3 77

*NU0 Cmax = 69 mg/I
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Kaip matyti i§ 3.8 lent. pateikty duomeny, ATC desorbcija i§ 1-KARG-T/ATC
mikrogranuliy j gryna EtOH nevyksta, 0] 0,1 M HCl tirpalg yra desorbuojama 64 %
ATC. | EtOH:HCI miSinj desorbuoty ATC kiekis priklauso nuo jo sudéties — didéja
didéjant HCl tirpalo tario daliai ir pasiekia maksimalig 96 % verte, kai miSinio sudétis
yra EtOH:HCI = 2:3.

I buferin; tirpala i§ 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy desorbuoty ATC Kiekis labai
priklauso nuo buferinio tirpalo sudéties (3.9 lent.). | acetatinius buferinius tirpalus
ATC desorbuota daug maziau nei j fosfatinius buferinius tirpalus. Be to, | acetatinius
buferinius tirpalus i§ 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy ATC desorbuota maziau nei ]
distiliuotg vanden;.

3.9 lentelé. Per 30 min. i$ 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy desorbuoty ATC kiekio
priklausomybé nuo naudoto 0,1 M buferinio tirpalo sudéties ir pH vertés

ATC koncentracija

Buferinis tirpalas pH verté desorbcijos tirpale Desc_>rb_uotq A;TC
kiekis (%)
(mg/l)

3,7 27+0,1 40
Acetatinis 4,1 37+0,2 54
5,6 33+0,1 48
. 5,8 66+0,2 96
Fosfatinis 6.8 590 2 86
Distiliuotas vanduo 41+0,3 59

*NU0 Cmax = 69 mg/I

Apibendrinant 3.8 ir 3.9 lent. pateiktus duomenis, reikia pazyméti, kad gana
efektyviai ATC i§ -KARG-T/ATC mikrogranuliy yra desorbuojami j 0,1 M HCI
tirpala, kuris yra naudojamas kaip modeliné skrandzio terpé, ir j fosfatinj buferinj
tirpala, kurio pH verté yra 6,8 ir kuris paprastai yra naudojamas kaip modeliné
zarnyno terpé. Daugiausia ATC (96 %) i§ komplekso mikrogranuliy atpalaiduojama j
EtOH:HCI = 2:3. Buvo tiriama ATC desorbcija | Sias terpes bei palyginimui j
distilivota vandenj i§ k-KARG-T/ATC mikrogranuliy, turin¢iy 0,09 g/gkomp. ATC.
Bandymams naudota tiek k-KARG-T/ATC mikrogranuliy, kad, esant 100 % ATC
desorbcijai, jy koncentracija (Cmax) desorbcijos tirpale galéty buti 70 mg/l. Gauti
duomenys pateikti 3.10 lent.

3.10 lentelé. Per 30 min. i§ k-KARG-T/ATC mikrogranuliy desorbuoty ATC kiekio
priklausomybé nuo desorbcijos terpés

Is k-KARG-T/ATC

Desorbeijos terpé desorbuoty ATC kiekis

(mg/l) (%)*
Distiliuotas vanduo (pH = 5) 28+0,1 40
0,1 M HCI (pH = 1) 43+0,3 61
EtOH:HCI = 2:3 6910,1 99
Fosfatinis buferis (pH = 6,8) 63+0,1 90

*NUO Cmax= 70 mg/I
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IS gauty rezultaty matyti, kad i distiliuotg vandenj ir 0,1 M HCI tirpalg i§ x-
KARG-T/ATC mikrogranuliy ATC yra atpalaiduojama maziau nei i§ 1-KARG-
T/ATC mikrogranuliy, tac¢iau j EtOH:HCI miSinj bei fosfatinj buferinj tirpalg — kiek
daugiau. Sie skirtumai galéty bati siejami su skirtingu sulfatogrupiy kiekiu k-KARG
ir -KARG, taip pat su skirtingu ATC giminiskumu bei skirtingu k-KARG-T/ATC ir
1-KARG-T/ATC mikrogranuliy brinkumu skirtingose terpése.

3.3.6. Antocianiny adsorbcijos tinkliniu 1-karageninu ir desorbcijos tyrimai
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu

ESC metodu vandeniniame mélyniy ekstrakte buvo identifikuota 15 skirtingy
ATC (3.1 poskyris). Apie ATC adsorbcija KARG-T (3.3.4 skyrelis) ar desorbcija i§
gauty KARG-T/ATC mikrogranuliy (3.3.5 skyrelis) buvo sprendziama i§ ATC
koncentracijos, nustatytos pH metodu. ATC adsorbcijai ir desorbcijai patvirtinti buvo
uzrasSytos chromatogramos: pradinio mélyniy ekstrakto, ATC tirpalo po adsorbcijos 1-
KARG-T mikrogranulémis ir ETOH:HCI = 2:3 miSinio po ATC desorbcijos i§ 1-
KARG-T/ATC mikrogranuliy, turin¢iy 0,09 g/g adsorbuoty ATC. ATC koncentracija,
nustatyta pH metodu, pradiniame mélyniy ekstrakte, po adsorbcijos ir desorbcijos
tirpale buvo atitinkamai 790 mg/l, 74 mg/l ir 220 mg/l. Gautos ESC-UV 280 nm ir
535 nm chromatogramos (desinéje) ir chromatogramy projekcinés apybrézos 270—
600 nm intervale pateiktos 3.22 pav. Pradiniame vandeniniame mélyniy ekstrakte
dominuoja ATC, kuriy UV / regimosios Sviesos absorbcijos maksimumai ir
projekciniy apybrézy démés yra matomi 490-560 nm intervale. Skirtingy ATC
koncentracijos tiriamuose tirpaluose apskaic¢iuotos i§ 535 nm chromatogramy [193,
224] ir pateiktos 3.11 lent. Fenoliniy junginiy projekciniy apybrézy démés, matomos
270-350 nm intervale, zymi fenolinius junginius. Dominuojantis identifikuotas
fenolinis junginys (chlorogeno riigstis) buvo eliuuojamas apie 13 min. Chlorogeno
rigsties koncentracija apskaiciuota i§ 280 nm chromatogramy ir taip pat pateikta 3.11
lent.

3.22 pav. ir 3.11 lent. pateikti duomenys parodo, kad 1-KARG-T i§ vandeninio
mélyniy ekstrakto adsorbuoja visus identifikuotus ATC. Adsorbuoty skirtingy ATC
kiekis yra proporcingas jy koncentracijai pradiniame tirpale ir kinta nuo 87 iki 95 %
(3.11 lent.). Lyginant mélyniy ekstrakto ir tirpalo po adsorbcijos 280 nm
chromatogramas bei projekcines apybrézas (3.22 pav., 1 ir 2), matyti, kad beveik visi
fenoliniai junginiai po adsorbcijos lieka tirpale. Chlorogeno riigsties koncentracija
tirpale po adsorbcijos, palyginti su jos koncentracija pradiniame tirpale, sumazéja tik
3% (3.11 lent.). Galima teigti, kad ATC, adsorbuojami 1-KARG-T mikrogranulémis,
yra sukoncentruojami ir iSgryninami, o tirpale po adsorbcijos lieka kiti fenoliniai
junginiai. Tai leidzia patvirtinti EtOH:HCI misinio po ATC desorbcijos i§ -KARG-
T/ATC mikrogranuliy chromatogramos projekcinés apybrézos (3.22 pav., 3), kuriose
dominuoja tik ATC buidingos démés. 1§ 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy desorbuoty
skirtingy ATC kiekis yra panasus, proporcingas adsorbuoty skirtingy ATC Kiekiui ir
sudaro apie 81 % (3.11 lent.).
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3.22 pav. ESC-UV 280 nm ir 535 nm chromatogramos (desinéje) ir chromatogramy
projekcinés apybrézos 270-600 nm intervale (kairéje): 1 — vandeninio mélyniy ekstrakto; 2 —
vandeninio mélyniy ekstrakto po ATC adsorbcijos 1-KARG-T; 3 — EtOH:HCI = 2:3 misinio
po ATC desorbcijos i§ 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy
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3.11 lentelé. Skirtingy ATC ir chlorogeno rugsties Kiekis vandeniniame mélyniy
ekstrakte, vandeniniame mélyniy ekstrakte po ATC adsorbcijos -KARG-T ir
EtOH:HCI misinyje po ATC desorbcijos i§ 1-KARG-T/ATC mikrogranuliy

Pradiniame Po Desorbcijos
mélyniy " Adsorbavo tirpale, kai

ATC tirpale adsm’fl”os Crnax = 366 mg/l

(mg/l) Mo gy @ (mgl) o9
Cianidino-3-O-arabinozidas 71 5 66 93 20 86
Cianidino-3-O-galaktozidas 92 9 83 90 29 84
Cianidino-3-O-gliukozidas 114 13 101 89 36 84
Delfinidino-3-O-arabinozidas 76 4 72 95 21 86
Delfinidino-3-O-galaktozidas 91 5 86 94 30 84
Delfinidino-3-0-gliukozidas 108,5 7 101,5 93 36 83
Malvidino-3-O-arabinozidas 22 2 20 91 12 73
Malvidino-3-O-galaktozidas 345 4 30,5 89 12 83
Malvidino-3-O-gliukozidas 101,5 13 88,5 87 38 80
Peonidino-3-O-arabinozidas 7 1 6 89 2 87
Peonidino-3-0-galaktozidas 10 1 9 90 7 65
Peonidino-3-O-gliukozidas 485 6 425 87 15 83
Petunidino-3-O-arabinozidas 21 1 20 95 5 89
Petunidino-3-O-galaktozidas 34,5 2 32,5 94 9 87
Petunidino-3-O-gliukozidas 78,5 6 72,5 93 25 84
I3 viso: 910 79 830 91 297 81
Chlorogeno riigstis 633 613 20 3 19 -

* nuo pradinés
** nuo adsorbuotos

3.3.7. Tinklinio «-karagenino ir antocianiny kompleksy mikrogranuliy
panaudojimo galimybés

Ypa¢ daug ATC yra randama Lietuvoje augan¢iy mélyniy uogose [197].
Atsizvelgiant | ATC biologinj poveikj (uzdegimo slopinamasias, antioksidacines
savybes) ir mélyniy preparaty vartojimo indikacijas [225, 226, 227], jie gali bati
naudojami vir§kinamojo trakto gleivinés pazeidimams ir uzdegimams, hemoroidams
gydyti, ypa¢ rektaliniy preparaty forma. Taciau iSgaunant ATC i§ uogy, j ekstraktag
patenka ir Kiti uogose esantys junginiai (fenoliniai junginiai, sacharidai ir kt.), kurie
gali turéti dirginamajj poveikj zarnynui. Kaip parodé atlikti ESC tyrimai
(3.3.6 skyrelis), vykstant adsorbcijai ant KARG-T mikrogranuliy, ATC yra atskiriami
nuo kity mélyniy uogy iStraukoje esan¢iy junginiy ir véliau gali bati desorbuojami j
reikiamg terpe. Todél KARG-T/ATC kompleksy mikrogranulés pasizymi pridétine
farmacine verte. KARG turinciy rektaliniy ir vaginaliniy preparaty tyrimai parodé,
kad KARG, ypac¢ vieng sulfatogrupe turintis k-KARG, nesukelia vietinio dirginamojo
poveikio vartojant per rectum ar per vaginam [228, 229].

Vandeniniame mélyniy ekstrakte esantys ATC buvo adsorbuoti k-KARG-T,
gautos k-KARG-T/ATC komplekso mikrogranulés praplautos distiliuotu vandeniu,
liofilizuotos ir buvo laikomos tamsoje 20+2 °C bei 4+1 °C temperatiiroje. Stabilumas
saugant jvertintas pagal antioksidacinio efektyvumo (AOEF), nustatyto ABTS*
metodu, pasikeitima. Gauti duomenys pateikti 3.23 pav. I$ jy matyti, kad laikymo
temperatira neturi jtakos bandiniy antioksidaciniy savybiy iSsaugojimui: po 2
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ménesiy laikymo k-KARG-T/ATC komplekso AOEF verté sumazéjo 7+2,0 %, 0 po
8 ménesiy — 34,5+0,5 %. Apibendrinant galima teigti, kad be didesniy stabilumo
nuostoliy k-KARG-T/ATC komplekso mikrogranulés gali bati laikomos iki 2
ménesiy.

100

OT =20+2 °C
BT =4+1 °C
80 1 =+
<60 -
LL
8 40 -
<
20 A
0 T T
0 2 8

Laikymo trukmé (mén.)

3.23 pav. k-KARG-T/ATC mikrogranuliy (turin¢iy 0,24 g/gkempi. ATC) antioksidacinio
efektyvumo (AOEF) priklausomybé nuo laikymo salygy ir trukmés

Liofilizuotos  k-KARG-T/ATC  kompleksy  mikrogranulés, turinCios
0,17 g/gkompi. ATC, buvo atiduotos LSMU partneriams. Sie, vykdant KTU ir LSMU
mokslininky projekta MTEPI-L-16001 ,,Inovatyvios sudéties rektalinio preparato
prototipo su antocianiny/karageniny kompleksu technologijos sukiirimas ir
vertinimas®, parinko farmaciniu pozitriu tinkamiausig rektaliniy preparaty su k-
KARG-T/ATC mikrogranulémis gamybos technologija, presavimo biidu pagamino
rektalines kakavos sviesto zvakutes su k-KARG/ATC komplekso mikrogranulémis
(3.24 pav.) ir jvertino kietosios farmacinés formos jtakg aktyviyjy junginiy
atpalaidavimui in vitro. Nustatyta, kad zvakutés su k-KARG-T/ATC kompleksu
pasizyméjo pailgintu ATC atpalaidavimu modelinéje terpéje. Si savybé gali biti
pritaikyta pailginto, su biologiniu prieinamumu susijusio poveikio preparaty gamybai.

Kakavos sviestas k-KARG-T/ATC mikrogranulés K-KARG-T/ATC turinti
rektaliné zvakuté

3.24 pav. Pagrindiniai komponentai zvaku¢iy gamybai ir jy prototipas
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Gavus teigiamus k-KARG-T/ATC komplekso mikrogranuliy panaudojimo
rektaliniy preparaty gamyboje rezultatus, pasitlyta tokiy mikrogranuliy gamybos
technologiné schema (3.25 pav.). k-KARG-T/ATC komplekso mikrogranuliy
gamybos procesa sudaryty trys stadijos. Pirmojoje biity pagaminamos k-KARG-T
mikrogranulés, antrojoje — paruo$iamas vandeninis mélyniy ekstraktas. Treciojoje
stadijoje ATC i§ vandeninio mélyniy ekstrakto biity adsorbuojami pagamintomis «-
KARG-T mikrogranulémis.

k-KARG tinklinimo EPCH reakcija vykdoma reaktoriuje (1). Tam paeiliui
supilamas reikiamas kiekis izopropilo alkoholio ir vandens misinio (A), paruosto
santykiu 2:1 pagal tarj, natrio Sarmo tirpalo (B), epichlorhidrino (C) ir gerai
sumaiSoma. Tada suberiami k-KARG milteliai (D). Reakcija vyksta 6 val. kambario
temperatiiroje (~20 °C) nuolat maiSant. Pasibaigus reakcijai miSinys iScentriniu
siurbliu (2) tiekiamas | filtruojamaja centrifuga (3). Gautos k-KARG-T mikrogranulés
plaunamos druskos riigstimi partigstintu izopropilo alkoholio ir vandens miSiniu (2:1)
(E), kol filtrato (F) pH verté tampa lygi 7-8. Toliau k-KARG-T mikrogranulés
veziméliu (4) tickiamos | juosting dziovyklg (5), po to j maliing (6) smulkinti. Gautos
K-KARG-T mikrogranulés (G) gali bati tiekiamos j adsorbcijos reaktoriy (12) arba
pakuojamos ir sandéliuojamos (7).

Vandeninis mélyniy uogy ekstraktas ruoSiamas ekstraktoriuje (8), suberiant
meélyniy uogas (H) (SvieZiai surinktas arba $aldytas) ir pripilant vandens (I) (vandens
ir uogy masiy santykis 1:3). Uogy iSspaudos paSalinamos, o gautas ekstraktas
supilamas | talpg (9) ir i§ jos rankiniu bidu paduodamas ] filtruojamgjg
centrifugg (10), véliau gautas ATC vandeninis mélyniy ekstraktas (Y) gali bati
tiekiamas j adsorbcijos reaktoriy (12) arba sandéliuojamas (11) —18 °C temperatiroje.

Treciojoje stadijoje adsorbcijos reaktoriuje (12) ATC yra adsorbuojami k-
KARG-T mikrogranulémis, kuriy kiekis (jvertinus drégme) priklauso nuo ATC
koncentracijos gautame ekstrakte bei norimo adsorbuoti ATC kiekio. Eksperimentais
nustatyta, kad i§ vandeninio ekstrakto jprastomis (ne pusiausvyros) salygomis yra
adsorbuojama apie 80-90 % ATC. ATC adsorbcija k-KARG-T mikrogranulémis
vyksta 30 min. kambario temperatiiroje nuolat maisant. Po adsorbcijos nustatoma
likutine ATC koncentracija ir apskaiciuojamas k-KARG-T/ATC mikrogranulése
imobilizuoty ATC kiekis. Toliau suspensija su k-KARG-T/ATC mikrogranulémis
iScentriniu siurbliu (13) tiekiama j filtruojamajg centrifugg (14). Joje mikrogranulés
plaunamos vandeniu () ir dZziovinamos liofilizatoriuje (16). Gautos sausos k-KARG-
T/ATC granulés (Y) supakuojamos ir sandéliuojamos (17). Visas minétas operacijas
galima vykdyti pramonéje naudojamuose jrenginiuose.
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3.25 pav. k-KARG-T/ATC mikrogranuliy gamybos technologiné schema: 1, 12 — reaktorius;
2, 13 —siurblys; 3, 10, 14 — filtruojamoji centrifuga; 4, 15 — vezimélis; 5 — juostiné
dziovykla; 6 — malunas; 7, 11, 17 — produkto pakavimas ir sandéliavimas; 8 — ekstraktorius;
9 — ekstrakto talpa; 16 — liofilizatorius
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3.4. Biologiskai aktyviuy junginiuy turinéiy pléveliuy bei dangu sukiirimas ir
tyrimai

3.4.1. Karageniny ir antocianiny kompleksy turincios tirpios plévelés

Vandenyje tirpios plévelés, gautos i§ polisacharidy, pavyzdziui, celiuliozés,
chitozano, krakmolo, alginaty, karageniny ar jy dariniy, yra biologiskai skaidZios,
netoksiskos, pasizymi geromis pléveliy formavimo galimybémis. Tokiy pléveliy
funkcionalumui padidinti jas formuojant jterpiami biologiskai aktyvis junginiai, kurie
suteikia antioksidaciniy, antimikrobiniy ir kity savybiy. Todél kita KARG/ATC
kompleksy panaudojimo sritis galéty buti papildomy funkciniy savybiy suteikimas
vandenyje tirpioms plévelems. Yra zinoma [230], kad natdralios dazomosios
medziagos gali apsaugoti hidroksipropilmetilceliuliozés (HPMC) pléveles nuo
ardomojo $viesos poveikio. Biidami raudonos spalvos ATC sugeria zalios ir mélynos
zonos spindulius ir taip apsaugo kitas medziagas nuo ardomojo $iy spinduliy poveikio.
Taciau, veikiant Sviesai, vyksta paciy ATC destrukcija [4].

Buvo suformuotos optimalios sudéties (k-KARG/ATC =04 ir -
KARG/ATC =0,4) nanodaleliy dydZio kompleksy suspensijos (3.3.1 skyrelis).
Gautos KARG/ATC komplekso suspensijos jmaiSytos | paruosta HPMC tirpala ir
iSlietos plévelés. Taip pat buvo iSlieta HPMC plévelé, turinti tik ATC, kuriy kiekis
toks pat kaip komplekse, bei HPMC plévelé be priedy.

I 3.3.1 skyrelyje pateikty duomeny zinoma, kad KARG/ATC kompleksy
tirpaly spalva skiriasi nuo ATC tirpaly spalvos ir yra raudonesné. Buvo palyginta
pradiniy pléveliy liejimo tirpaly ir tirpaly, gauty suformuotas pléveles istirpinus
vandenyje, spalva. Nustatyta, kad k-KARG/ATC ir -KARG/ATC kompleksy atveju
tiek vieny, tiek kity tirpaly spalva buvo tokia pati ir skyrési nuo tik ATC turin¢iy
tirpaly spalvos, t. y. buvo raudonesné. Todél galima daryti prielaida, kad KARG/ATC
kompleksai nesuyra pléveliy formavimo metu. Itirtos ATC ir jy kompleksy su KARG
turin¢iy HPMC pléveliy mechaninés savybés pateiktos 3.12 lent.

3.12 lentelé. HPMC pléveléje imobilizuoty ATC bei KARG/ATC kompleksy jtaka
plévelés mechaninéms savybéms

Plévelés  Plévelés Stipris Santykiné Tampros

Plévelés priedas storis  drégnis*  tempiant iStjsa trokio modulis
(um) (%) (MPa) metu (%) (N/m?)

Be priedy 797 23 44+4 3214 950+90
ATC 12045 10 31+3 42+6 390+10
k-KARG/ATC =04 124+12 28 2414 41411 300£30
-KARG/ATC =04 114411 10 32+2 4216 410+40

* mechaniniy savybiy tyrimo sglygomis

Visy pirma, kaip matyti i§ lenteléje pateikty duomeny, ATC ar jy kompleksy su
KARG turin¢ios HPMC plévelés buvo storesnés ir skyrési absorbuotos drégmés
kiekiu. Daugiausia drégmés tyrimo saglygomis turéjo k-KARG/ATC kompleksy turinti
HPMC plévelé. ATC ar -KARG/ATC kompleksy turin¢ios HPMC plévelés turéjo
maziau adsorbuotos drégmés nei HPMC plévelé be priedy. Tokj skirtingg «-
KARG/ATC ir -KARG/ATC turin¢iy HPMC pléveliy drégnj galima paaiskinti tuo,
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kad k-KARG adsorbuoja daugiau drégmés nei 1-KARG [130]. 3.12 lent. pateikti
HPMC pléveliy mechaniniy savybiy duomenys rodo, kad tieck ATC, tiek juy
kompleksai su KARG gerokai sumazina plévelés stiprumg. Be to, ATC ar
KARG/ATC kompleksy turin¢iy HPMC pléveliy mechaninés savybés gali biiti
sicjamos su pléveléje esanciu drégmés kiekiu. Maziausiu stipriu tempiant bei
maziausiu tampros moduliu pasizyméjo k-KARG/ATC kompleksy turinti HPMC
plévelé. O ATC ar -KARG/ATC kompleksy turin¢iy HPMC pléveliy mechaninés
savybés buvo panasios ar geresnés nei turinciy k-KARG/ATC kompleksy.

Buvo jvertintas HPMC plévelése imobilizuoty ATC stabilumas ir jy
antioksidacinis efektyvumas (AOEF) po 30 val. $vitinimo lankine ksenono lempa.
Svitinami bandiniai buvo sudaryti i§ dviejy HPMC pléveliy. Virsutine HPMC plévelé
(apsauganti) turéjo ATC ar jy kompleksy su KARG, o apatiné HPMC plévelé
(apsaugoma) turéjo tik ATC. Prie§ §vitinimg ir po jo plévelés buvo istirpintos
vandenyje ir DPPH metodu nustatyta lickamoji ATC koncentracija bei AOEF. I§
virSutinése plévelése likusiy ATC kiekio ir AOEF galima spresti apie ATC
imobilizacijos kompleksuose su KARG jtaka jy stabilumui $vitinant, o i§ jy kiekio
apatinése plévelése — apie apsaugines virSutiniy pléveliy savybes. Tyrimai (3.13 lent.)
parodé, kad dél Sviesos poveikio ATC destrukcija virSutinéje pléveléje vyko
intensyviai ir mazai priklausé nuo to, ar ATC sujungtas | kompleksa su KARG. Taciau
visais atvejais ATC turinCios virSutinés plévelés apsaugojo apatingje pléveléje
esancius ATC nuo ardomojo regimosios $viesos poveikio.

3.13 lentelé. HPMC pléveléje imobilizuoty ATC ir KARG/ATC kompleksy jtaka
ATC stabilumui po 30 val. $vitinimo lankine ksenono lempa

Virsutingje pléveléje Apatinéje ATC turincioje

T (apsaugancioje) liko nuo ) (e}psgugomoje) .
Plévelés priedas pradinio kiekio plevelgje lLligkr;go pradinio
ATC (%) AOEF (%) ATC (%) AOEF (%)
Be priedy - - 57+3 60
ATC 61+3 0 704 63
k-KARG/ATC = 0,4 66+5 17 78+4 66
-KARG/ATC =0,4 62+6 18 70+6 64

3.4.2. Eteriniy alieju turindiy veikliyjy dangy sukiirimas
3.4.2.1. Eteriniy aliejy antioksidaciniy ir antibakteriniy savybiy jvertinimas

Siekiant sumazinti sintetiniy medziagy naudojimg maisto pramongéje, $iuo metu
didelis démesys skiriamas natiiraliems maisto priedams, neturintiems neigiamo
poveikio zmogaus sveikatai ir pasizymintiems antibakterinémis ir antioksidacinémis
savybémis. Eteriniai aliejai, iSgaunami i$ vaistazoliy ir prieskoniy, pasizymi Siomis
savybémis ir galéty bati naudojami kaip aktyvais priedai. Be to, dauguma EA
visuotinai pripazinti kaip saugis. Taiau jy naudojimas maiste yra ribojamas dél
stipraus kvapo. Si problema gali biiti i§spresta EA imobilizuojant j maisto pakuotes
[231]. Zinoma, kad EA veikliosios savybés priklauso nuo jy sandaros, kilmés,
iSgavimo salygy, grynumo [86]. Todél, prie§ imobilizuojant EA j dangas, skirtas
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maisto pakuotéms, buvo svarbu jvertinti jvairiy EA antioksidacines ir antibakterines
savybes.

EA ir jy komponenty antioksidacinés savybés buvo istirtos DPPH metodu ir
iSreik§tos dviem budais: DPPH laisvyjy radikaly sujungimu (%) ir trolokso
ekvivalentais (umol). Antioksidaciniy savybiy tyrimams pasirinkti tam tikri skirtingos
sudéties EA (gvazdikéliy, baziliky, imbiery, rozmariny, kmyny) ir jy komponentai
(eugenolis, linalolis, estragolas, eukaliptolas, a-pinenas). EA ir jy komponenty
antioksidacinés savybés esant tam tikrai koncentracijai pateiktos 3.14 lent.

3.14 lentelé. EA ir jy komponenty antioksidacinés savybés

. C TE DPPH laisvyjy radikaly

EA ar jy komponentas (a/l) (umol) sujungimas (%)
Gvazdikéliy EA 0,005 20,61+0,95 41,63+2,98
Eugenolis 0,005 26,07+1,27 51,23+2,51
Imbiery EA 5 27,94+1,35 54,34+2,51
Baziliky EA 5 19,0743,79 36,90+7,46
Linalolis 5 13,99+0,77 28,34+1,58
Kmyny EA 5 6,94+2,02 11,63+3,83
Rozmariny EA 5 4,75+1,53 7,49+2,90
Estragolas 5 na na
a-Pinenas 5 na na
Eukaliptolas 5 na na

na — neaktyvus

Kaip matyti i§ gauty rezultaty, geriausiomis antioksidacinémis savybémis
pasizyméjo gvazdikeéliy eterinis aliejus (GV) ir pagrindinis jo komponentas eugenolis
(EV), TE vertés buvo atitinkamai 20,61 pmol ir 26,07 pumol, o DPPH laisvyjy radikaly
sujungimas — apie 42 % ir 51 %. Reikéty pabrézti, kad tyrimui naudota GV ir EU
koncentracija buvo 1000 karty mazesné nei kity tirty EA ar biologiSkai aktyviy
junginiy. Istirtus EA ir jy komponentus pagal jy antioksidaciniy savybiy mazéjima
galima i§déstyti Sia tvarka: eugenolis > gvazdikéliy EA > imbiery EA > baziliky EA
> linalolis > kmyny EA > rozmariny EA. O estragolas, eukaliptolas, a-pinenas esant
pasirinktai koncentracijai buvo neaktyvis.

Literatiros duomenimis [232, 233], GV yra vienas i§ stipriausiy natiiraliy
antioksidanty. Jo aktyvumas yra panasus ] pla¢iai naudojamy sintetiniy antioksidanty,
pavyzdziui, butilhidroksitolueno (BHT) ar butilhidroksianizolio (BHA). Pramoninj
GV i8analizavus dujy chromatografijos metodu, jame identifikuoti 3 pagrindiniai
junginiai [86]. Daugiausia rasta p-eugenolio (67,6 %), aceteugenolio (16,8 %) ir trans-
kariofileno (10,8 %). Manoma [86], kad antioksidacines GV savybes lemia
pagrindinis jo komponentas — eugenolis.

Buvo istirta GV ir EU antioksidaciniy savybiy priklausomybé nuo
koncentracijos. Gauti duomenys pateikti 3.26 pav. Kaip ir reikéjo tikétis, Siek tiek
geresnémis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo EU (lyginant su GV).
Koncentracijos intervale nuo 0,05 iki 0,0125 g/l gautos gana didelés TE vertés,
atitinkan¢ios 73-94 % sujungty DPPH laisvyjy radikaly. Apibendrinant pateiktus
rezultatus, galima daryti iSvada, kad GV ir EU gali buti naudojami antioksidacinémis
savybémis pasiZyminéiy maisto pakuociy gamyboje.
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3.26 pav. GV ir EU antioksidaciniy savybiy priklausomybé nuo koncentracijos

EA pasizymi ne tik antioksidaciniu, bet ir antimikrobiniu poveikiu plataus
spektro gramteigiamoms ir gramneigiamoms bakterijoms, grybams, mieléms ir
virusams. Zinant, kad antibakterinis veiksmingumas priklauso tiek nuo junginiy
hidrofobiskumo, tiek nuo bakterijy sandaros [234], prie§ imobilizuojant EA j dangas,
difuzijos ] agarg metodu buvo jvertintas EA ir jy komponenty poveikis skirtingy tipy
bakterijoms. Kaip gramneigiama bakterija pasirinkta E. coli, o kaip gramteigiama —
L. monocytogenes; tai yra pagrindinés per maistg plintanéios patogeninés bakterijos
[235]. Inaktyvavimui pasirinkti ¢iobreliy EA, gvazdikéliy EA, linalolis ir eugenolis.
Gauti rezultatai pateikti 3.15 ir 3.16 lent.

Kaip matyti i§ 3.15 lent. pateikty duomeny, iobreliy eterinis aliejus (CI) buvo
efektyviausias pries E. coli. Naudojant prading CI koncentracija (1000 pg/pl)
bakterijy augimo slopinimo zona buvo 40+1 mm. O pradinés linalolio, GV, EU
koncentracijos pasizyméjo mazesniu antibakteriniu veiksmingumu, slopinimo zonos
skersmuo buvo nuo 17 iki 21 mm. Naudojant maziausig bandinio koncentracija (25
ng/pl), aktyvis isliko tik CI ir EU. Kaip matyti i§ 3.16 lent. pateikty duomenuy, grynas
CI efektyviai slopino ir L. monocytogenes, slopinimo zonos skersmuo buvo 88+1 mm.
Pagal antibakterinio poveikio L. monocytogenes silpnéjima tirti EA ir jy komponentai
gali biiti iSdéstyti Sia tvarka: Ciobreliy EA > eugenolis > gvazdikéliy EA > linalolis.
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3.15 lentelé. EA ir jy komponenty antibakterinis poveikis E. coli po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje taikant difuzijos j

agarg metoda
Koncentracija (ug/pl)
EA ar jo komponentas 1000 500 300 250 200 150 25
Slopinimo zona (mm)
Ciobreliy EA 40,0£1,0 32,3£25 27,0£2,0 21,7¢1,5 19,7+0,6 19,0+1,7 12,3+1,2
Linalolis 21,3£1,2 17,7+0,6 15,7+0,6 16,3+0,6 16,0+0,0 15,3+0,6 0
Gvazdikeéliy EA 16,7+0,6 16,0+1,0 14,3+0,6 13,0+1,0 12,7+0,6 12,0+0,0 0
Eugenolis 20,0+0,0 16,3+0,6 15,0+0,0 14,3+0,6 14,0+0,0 12,7+0,6 10,8+0,3
PR 29,740,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6
DMSO 0 0 0 0 0 0 0
3.16 lentelé. EA ir jy komponenty antibakterinis poveikis L. monocytogenes po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje taikant
difuzijos | agara metoda
Koncentracija (ug/pl)
EA ar jo komponentas 1000 500 300 250 200 150 25
Slopinimo zona (mm)
Ciobreliy EA 88,0£1,0 42,7425 32,7+0,6 32,3+0,6 21,7429 18,715 11,3+0,6
Linalolis 17,7£1,5 13,7+0,6 11,7+0,6 11,0+0,6 11,0+0,0 11,0+0,0 0
Gvazdikeéliy EA 19,3+0,6 16,7+1,2 15,3+1,2 15,3+0,6 0 0 0
Eugenolis 20,0+0,0 19,7+0,6 16,0+1,0 17,0+£2,0 15,3+0,6 12,7+¢1,5 10,5
PR 29,740,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6 29,7+0,6
DMSO 0 0 0 0 0 0 0




3.4.2.2. Antibakteriniy dangy sukiirimas ir tyrimai

EA ir jy komponenty antibakteriniy savybiy tyrimai difuzijos j agarag metodu
parodé, kad vienas efektyviausiy yra CI. CI buvo imobilizuotas dangoje, sudarytoje i§
kontaktui su maistu tinkamo akrilinio plévédario (AK) ir CI emulsijos, kaip emulsiklj
naudojant hidrofobiskai modifikuotag vaskiniy kukuriizy krakmolg (K). Gauta
AK/K/CI danga buvo uzneita ant orientuotojo polipropileno plévelés. EA sudétyje
yra lakiyjy junginiy, todél jy antibakterinis poveikis gali buti dvejopas. Jie gali veikti
tiek tiesiogiai kontaktuodami su mikroorganizmais, tiek per gary faze. Siekiant
jvertinti tokiy dangy antibakterinj aktyvuma, esant tiesioginiam kontaktui su
bakterijomis, taikytas difuzijos j agara metodas. CI, imobilizuoto AK/K dangoje
(AK/K/CI) ir uznesto ant filtravimo popieriaus (CI), antibakterinio poveikio E. coli
ir L. monocytogenes bakterijoms, nustatyto difuzijos j agarag metodu, rezultatai pateikti
3.17 lent.

3.17 lentelé. CI, imobilizuoto AK/K/CI dangoje ir uznesto ant filtravimo popieriaus,
antibakterinis poveikis E. coli ir L. monocytogenes, nustatytas difuzijos | agara
metodu

Slopinimo zona (mm)

Bandinys CI kiekis (g/m?)

E. coli L. monocytogenes
AK/K/CI 5,85+0,30 0 0
AK/K/CI 10,56+0,17 0 0
AK/K/CI 21,59+1,12 10,67+0,29 10,83+0,29
CI 5,85 12,17+0,29 12,50+0,50
CI 10,56 14,00+0,00 14,17+0,29
Cl 21,59 18,67+0,58 19,00+0,00

Kaip matyti i§ lenteléje pateikty rezultaty, tokj pat CI kiekj turinti AK/K/CI
danga ir filtravimo popierius skirtingai slopino tiriamy bakterijy augima. AK/K/CI
danga, turinti nuo 5,85 iki 10,56 g/m? CI, buvo neaktyvi. O tiek pat CI turintis
filtravimo popierius slopino bakterijy augima. Antibakteriniu poveikiu pasizyméjo tik
AK/K/CI danga, turinti 21,59+1,12 g/m? CI, slopinimo zonos skersmuo buvo
atitinkamai 10,67 mm ir 10,83 mm. Taéiau toks pats kiekis CI ant filtravimo
popieriaus daug geriau slopino bakterijy augima, slopinimo zonos skersmuo buvo
18,67 mm pries E. coli ir 19 mm prie$ L. monocytogenes. CI, imobilizuoto dangoje,
ir CI, uznesto ant filtravimo popieriaus, poveikio skirtumai susije su tuo, kad dangoje
imobilizuotas CI atpalaiduojamas palaipsniui. Todél geresniam antimikrobiniam
poveikiui reikia kur kas didesnés jo koncentracijos.

Literatiiroje yra apraSyta daugybé EA antibakteriniy savybiy tyrimy, atlikty
esant tiesioginiam jy kontaktui su bakterijomis. Taéiau tik keliuose jvertintos
antibakterinés EA savybés per gary faze. Ciuricho taikomyjy moksly universiteto
tyréjai [195] sukuré gary difuzijos metoda, skirta lakiyjy junginiy antibakterinéms
savybéms per gary faze jvertinti. Taciau lakiyjy junginiy turin¢ios maisto pakavimo
medziagos Siuo metodu iki Siol tirtos nebuvo. Gary difuzijos metodu buvo istirtas
AK/K/CI dangos (CI kiekis dangoje pateiktas 3.17 lent.) ir tiek pat CI turin¢io
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filtravimo popieriaus antibakterinis poveikis E. coli ir L. monocytogenes. Gauti
rezultatai pateikti atitinkamai 3.27 ir 3.28 pav.

Pradinis E. coli bakterijy kiekis ant celiuliozés nitrato filtry buvo 3,12:10°
kolonijas sudaran¢iy vienety skaicius (KSV). Po 24 wval. inkubacijos 37 °C
temperatiiroje jis padidéjo iki 2,09-10° KSV (kaip neigiama kontrolinj bandinj
(NKB1) naudojant danga be CI) ir 2,56-101° KSV (kaip neigiama kontrolinj bandinj
(NKB2) naudojant filtravimo popieriy be CI). AK/K/CI1 danga, turinti maZiausiai CI,
buvo neefektyvi pries E. coli (3.27 pav., a). AK/K/CI3 danga, turinti 21,59+1,12 g/m?
CI, turéjo poveikj E. coli bakterijy dauginimuisi ir sumazino bakterijy skai¢iy apie
1000 karty, palyginti su neigiamu kontroliniu bandiniu. Kiek geresniu antibakteriniu
poveikiu E. coli pasizyméjo neimobilizuotas, ant filtravimo popieriaus uzlagintas CI.

L |

NKB1 AK/K/CI1 AK/K/CI2 AK/K/CI3
(a
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1,00E+10
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N

NKB2  CIl CI2 CI3
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3.27 pav. E. coli bakterijy koncentracijos priklausomybé nuo CI kiekio AK/K/CI dangoje (a)
ar ant filtravimo popieriaus (b) po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje. CI koncentracija:
AK/K/CI1, CI1 - 5,85+0,3 g/m?, AK/K/CI2, CI2 — 10,56+0,17 g/m?; AK/K/CI3, CI3 —
21,59+1,12 g/m?

Analogiski antimikrobinio poveikio per gary faze tyrimai buvo atlikti ir su
L. monocytogenes. Gauti rezultatai pateikti 3.28 pav. Kaip buvo galima tikétis, CI
antibakterinis poveikis L. monocytogenes buvo didesnis nei poveikis E. coli
bakterijoms, nes gramteigiamos bakterijos yra ne tokios atsparios eteriniy aliejy
poveikiui [85]. Pradinis L. monocytogenes bakterijy kiekis ant celiuliozés nitrato filtro
buvo 2,63-10° KSV, o po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje jis padidéjo iki
6,18-10° KSV (kaip neigiama kontrolinj bandinj (NKB1) naudojant danga be CI) ir
7,00-10° KSV (kaip neigiamg kontrolinj bandinj (NKB2) naudojant filtravimo
popieriy be CI). Antibakterinis CI, imobilizuoto AK/K/CI dangoje, poveikis L.
monocytogenes bakterijy dauginimuisi stipréjo didéjant CI koncentracijai (3.28 pav.,

83



a). Esant didZiausiai CI koncentracijai dangoje (21,59 g/m?), bakterijy skai¢ius
sumazéjo iki 1,02-10° KSV. Kaip ir E. coli bakterijy atveju, didesnj antibakterinj
poveikj turéjo ant filtravimo popieriaus uzlasintas CI (3.28 pav., b).
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3.28 pav. L. monocytogenes bakterijy koncentracijos priklausomybé nuo CI kiekio AK/K/CI
dangoje (a) ar ant filtravimo popieriaus (b) po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje. CI
koncentracija: AK/K/CI1, CI1 —5,8520,3 g/m?; AK/K/CI2, CI2 — 10,56+0,17 g/m?;
AK/K/CI3, CI3 — 21,59+1,12 g/m?

Apibendrinant gautus antibakteriniy savybiy tyrimy rezultatus, galima daryti
isvada, kad AK/K/CI dangos, turin¢ios didesnj kiekj CI, pasizymi antibakteriniu
poveikiu tiek esant tiesioginiam kontaktui su bakterijomis, tiek per gary fazg ir galéty
slopinti E. coli ir L. monocytogenes bakterijy dauginimasi.

3.4.2.3. Antioksidacinémis savybémis pasiZymin¢iy dangy sukiirimas ir tyrimai

Antioksidaciniy savybiy turin¢ioms dangoms gauti buvo pasirinkti keliy tipy
plévédariai ir skirtingi EA. Viena dangy liejimo kompozicija buvo sudaryta i§ AK ir
EA emulsijos, kaip emulsiklj naudojant hidrofobiskai modifikuotg vaskiniy kukuriizy
krakmolg (K). Antroji dangy liejimo kompozicija buvo sudaryta i§ celiuliozes
acetato (CA) tirpalo acetone ir EA. Atsizvelgiant | 3.4.2.1 skyrelyje pateiktus
antioksidaciniy savybiy tyrimy rezultatus, kaip efektyvias antioksidantai imobilizuoti
j dangas pasirinkti GV ir pagrindiné jo sudedamoji dalis EU. GV ar EU turin¢ios CA
ar AK/K dangos suformuotos ant OPP. Antioksidacinéms savybéms jvertinti buvo
sukurtas naujas GF-DPPH metodas, i$samiai apra$ytas metodinéje dalyje. Sis metodas
pagristas tuo, kad tiriami bandiniai neturi tiesioginio kontakto su DPPH reagentu.

Antioksidaciniy savybiy tyrimams paruostos skirtinga kiekj GV ar EU turincios
AK/K ir CA dangos. GV ir EU kiekis dangose buvo isreiks$tas gramais viename
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kvadratiniame metre dangos (g/m?). Gauti AK/K/GV ir AK/K/EU dangy
antioksidaciniy savybiy tyrimo rezultatai pateikti 3.29 pav.

100 qoo,110,02 100 1 mo,140,01
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3.29 pav. DPPH laisvyjy radikaly sujungimo (DPPH) skirtingg kiekj (g/m?) GV (a) arba EU
(b) turin¢iomis AK/K dangomis priklausomybé nuo trukmés. GF-DPPH metodas

Kaip matyti i§ 3.29 pav. pateikty duomeny, AK/K/GV ir AK/K/EU dangy
antioksidacinés savybés priklausé nuo GV ir EU kiekio bei bandymo trukmés. GV
kiekiui dangoje didé¢jant ir bandymo trukmei ilgéjant, DPPH laisvyjy radikaly
sujungimas didéjo. Nepriklausomai nuo trukmés, geriausias antioksidacinis
efektyvumas (43-65 % DPPH) buvo gautas, kai GV koncentracija dangoje buvo
0,50+0,05 g/m?. EU turin¢ios dangos pasizyméjo didesniu efektyvumu nei dangos su
GV. Kaip matyti i§ 3.29 pav. b dalyje pateikty duomeny, DPPH laisvyjy radikaly
sujungimas po 300 min., priklausomai nuo imobilizuoto EU kiekio, buvo nuo 65 iki
84 %.

GF-DPPH metodu buvo nustatytos ir neimobilizuoty GV ir EU antioksidacinés
savybés. Gauti rezultatai pateikti 3.30 pav. IS jo matyti, kad, esant panaSiam kiekiui,
neimobilizuoti GV ir EU rodo daug mazesnj antioksidacinj efektyvuma nei pateikti
3.29 pav. Net naudojant didZiausig GV ir EU koncentracijg (0,53 g/m?) DPPH laisvyjy
radikaly sujungta atitinkamai 59 % ir 63 % (po 300 min.). Sie skirtumai gali bati
aiskinami tuo, kad, kitaip nei filtravimo popieriuje, dangose GV ir EU yra imobilizuoti
ir pasizymi kontroliuojamu atsipalaidavimu, taip pat geresniu antioksidaciniu
veiksmingumu ir stabilumu saugant.
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3.30 pav. DPPH laisvyjy radikaly sujungimo (DPPH) skirtingg kiekj (g/m?) GV (a) arba EU
(b) turinciu filtravimo popieriumi priklausomybé nuo trukmés. GF-DPPH metodas

Ypac geromis antioksidacinémis savybémis pasizymejo GV ir EU turin¢ios CA
dangos. Kaip matyti i§ 3.31 pav. pateikty duomeny, 0,18-0,77 g/m? GV turinti CA
danga per 180 min. sujungé 87-92 % DPPH laisvyjy radikaly. O CA danga, turinti
0,19-0,82 g/m? EU, esant tokiai paciai bandymo trukmei, sujungé 90-94 % DPPH
laisvyjy radikaly (3.31 pav., b).
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3.31 pav. DPPH laisvyjy radikaly sujungimo (DPPH) skirtingg kiekj (g/m?) GV (a) arba EU
(b) turin¢iomis CA dangomis priklausomybé nuo trukmés. GF-DPPH metodas

Lyginant AK/K (3.29 pav.) ir CA (3.31 pav.) dangy, turin¢iy GV ir EU, DPPH
laisvyjy radikaly sujungimo efektyvuma, galima teigti, kad, esant panasiai GV ar EU
koncentracijai,
antioksidaciniy savybiy skirtumai gali biiti susije su greitesniu aktyviyjy junginiy
atpalaidavimu i§ CA dangos.
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Siekiant issiaiskinti EU atpalaidavimo i§ AK/K ir CA dangy skirtumus, buvo
atlikti tyrimai dujy chromatografu. Bandiniai buvo jdéti j sandarius indus ir laikyti iki
8 dieny. Tam tikrais laiko intervalais buvo iSmatuojamas virSerdvéje esantis ir
kietojoje fazéje likes EU kiekis (nmol), taip pat jis iSmatuotas dangose su GV, nes EU
yra pagrindiné sudedamoji GV dalis. Kaip matyti i§ 3.32 pav. a dalyje pateikty
rezultaty, visuose bandiniuose didzioji dalis EU i$siskyré per 1 dieng ir per 3 dienas
pasieké prisotinima virSerdvéje.
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3.32 pav. Eugenolio kiekis (nmol) virSerdvéje (@) ir kietojoje fazéje (b) skirtingose dangose,
laikant bandinius sandariuose induose iki 8 dieny

EU kiekiui virSerdvéje ir kietojoje fazéje palyginti buvo apskaiCiuotas
pasiskirstymo koeficientas (K). Vidutinés AK/K/GV ir AK/K/EU dangy K vertés
buvo atitinkamai 9,9+0,1-10° ir 10,9+0,7-103, o CA/GV ir CA/EU dangy —
3,540,1-107% ir 4,2+0,2:1073. Kuo didesné K verté, tuo grei¢iau atpalaiduojamas EU.
I§ gauty K verciy matyti, kad EU i§ AK/K/EU ir CA/EU atsipalaidavo greiciau nei i§
GV turin¢iy dangy. Be to, i§ EU turin¢ios CA dangos atpalaiduojama apie du kartus
daugiau EU nei i§ AK/K dangos, tai leidzia paaiskinti didesnj CA/EU dangy
antioksidacinj aktyvuma per gary faze.

3.4.2.4. Antioksidacinés pakuotés prototipo sukiirimas ir tyrimai

Maisto pramonéje svarbig vieta uzima pakavimo medziagos, kuriy paskirtis
apsaugoti maisto produktus nuo fiziniy pazeidimy, biocheminiy reakcijy ir
mikroorganizmy, sukelian¢iy gedimo procesus. Pastaruoju metu vis dazniau $viezia
mésa pakuojama naudojant modifikuotg atmosfera. Raudonai $viezios mésos spalvai
i§saugoti pakuotés atmosferoje deguonies koncentracija paprastai yra padidinama iki
60-80 % [236]. Mésos [236] spalva priklauso nuo pigmento mioglobino, kuris gali
bati keliy cheminiy formy (deoksimioglobinas, oksimioglobinas ir metmioglobinas).
Deguonis padeda iSsaugoti oksimioglobing, kuris mésai ir suteikia rySkiai raudona
spalva. [vairiais tyrimais patvirtinta, kad didelis kiekis deguonies yra naudingas
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$viezios mésos spalvos i§saugojimui, bet kartu skatina lipidy oksidacija. Sig problema
galima i$spresti naudojant antioksidanty turin¢ias maisto pakuotes [172, 174].

Atsizvelgiant | 3.4.2.3 skyrelyje pateiktus AK/K/EU ir CA/EU dangy
antioksidaciniy savybiy ir EU atpalaidavimo i8 jy tyrimy rezultatus, antioksidacinémis
savybémis pasizymin¢ioms pakuotéms gauti kaip antioksidantas pasirinktas EU.
Buvo sukurtos trys skirtingg kiekj EU turin¢ios dangos: AK/K/EUL danga, turinti
0,32+0,03 g/m? EU, AK/K/EU2 danga, turinti 6,40+0,14 g/m? EU, ir CA/EU danga,
turinti 0,65+0,08 g/m? EU. Kaip tiriamasis maisto produktas pasirinkta $vieZia
jautiena, turinti daug mioglobino.

OPP plévele su veikligja danga buvo priklijuota vidinéje nulupamos
PET/PE/EVOH/PE plévelés puséje. Sia plévele buvo supakuoti §vieZios jautienos
kepsniai, naudojant 80 % O; ir 20 % CO, turinéig atmosferg. Supakuota mésa buvo
laikoma 2+1 °C temperatiroje 14 dieny, tam tikrais laiko intervalais iSmatuojant
mésos spalva ir nustatant joje oksiduoty lipidy kiekj.

Jautienos spalvos charakteristiky priklausomybé nuo laikymo veikliojoje ir
kontrolinéje pakuotése trukmés pateikta 3.18 lent. Spalvotumo koordinatés a ir b
nusako spalvos vieta CIELAB spalvy grafike, o spalvos tonas H°ap, Spalvos grynumas
Ca ir Sviesumas L nusako spalvos poky¢ius, atitinkanéius vizualinj spalvos
suvokimg [237]. Kaip matyti i§ 3.18 lent. pateikty duomeny, rySkiis mésos spalvos
tono pasikeitimai jvyksta jau per pirmasias 3 laikymo paras ir jie nepriklauso nuo
naudotos pakuotés. Taciau toliau saugant mésa veikliosiose pakuotése spalvos tonas
beveik nesikeité, 0 kontrolinéje pakuotéje laikomos mésos spalvos tonas toliau keitési.
Be to, saugojimo metu kur kas labiau pasikeité ir kontrolinéje pakuotéje laikomos
meésos spalvos grynumas. Jis per 14 dieny sumazéjo nuo 38,36 iki 23,36 NBS. Tuo
metu veikliosiose pakuotése laikomos mésos spalvos grynumas nuo 38,36 NBS
sumazéjo tik iki vidutiniskai 31 NBS. Spalvos grynumo mazéjimas rodo, kad mésoje
mazéjo spalva suteikianCios medziagos kiekis. TreCia spalvos charakteristika
Sviesumas pasikeité nezymiai, ir pokyciai nepriklausé nuo naudotos pakuotés. Mésos
spalvos pasikeitimai saugant kontrolinéje ir veikliosiose pakuotése ypa¢ gerai matomi
apskaiciavus bendrajj spalvos skirtumag 4Fa, (3.18 lent.). Bendrasis spalvos skirtumas
laikant bandinius veikliosiose pakuotése 14 dieny buvo gerokai mazesnis (9,75—
10,1 NBS), palyginti su kontroliniu bandiniu (17,56 NBS).
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3.18 lentelé. Jautienos spalvos charakteristiky priklausomybé nuo laikymo trukmés veikliosiose ir kontrolinéje pakuotése 2+1 °C

temperatiiroje
Spalvos o Pakuote Trukmé (dienomis)
charakteristika 0 3 7 10 14
Kontroliné 41,08+0,91 41,24+2,82 42,52+2,20 43,81+1,40 44,33+3,38
Sviesumas L AK/K/EU1 41,08+0,91 40,64+1,68 40,87+1,93 43,39+2,34 44,06+2,12
(NBS) AK/K/EU2 41,08+0,91 41,27+1,50 41,08+2,00 43,83+2,28 44,06+1,88
CA/EU 41,08+0,91 41,52+1,74 41,28+1,20 43,27+1,91 43,86+1,91
Spalvotumo Kontroliné 35,36+0,54 30,59+1,68 25,15+1,06 23,28+1,92 18,44+3,36
Koordinaté a AK/K/EU1 35,36+0,54 32,17+£1,55 29,99+1,30 26,80+1,29 26,53+1,08
(NBS) AK/K/EU2 35,36+0,54 29,20+1,86 26,06+1,11 27,40+1,72 26,10+1,51
CA/EU 35,36+0,54 31,25+1,41 25,94+1,02 26,51+1,95 26,03+1,07
Spalvotumo Kontroliné 14,87+0,58 18,36+1,35 15,59+1,32 15,51+2,06 14,21+1,19
Koordinaté b AK/K/EU1 14,87+0,58 18,60+1,07 16,89+0,92 17,00+0,86 16,60+0,92
(NBS) AK/K/EU2 14,87+0,58 17,63+1,42 15,75+0,92 17,11+1,48 16,26+0,94
CA/EU 14,87+0,58 18,35+0,97 15,28+0,80 16,59+1,40 16,38+1,02
Kontroliné 22,80+0,75 30,96+1,32 31,76+1,79 33,60+2,74 38,11+4,96
Spalvos tonas H°;,  AK/K/EU1L 22,80+0,75 30,02+0,86 29,38+1,02 32,38+0,56 32,03+1,29
(laipsniais) AK/K/EU2 22,80+0,75 31,10+1,10 31,15+1,37 31,96+1,62 31,93+1,03
CA/EU 22,80+0,75 30,42+0,58 30,49+0,63 32,04+1,82 31,70+1,19
Spalvos grynumas Kontroliné 38,36+0,62 35,69+1,99 29,60+1,42 28,01+2,41 23,36+2,99
Cot AK/K/EU1 38,36+0,62 37,17+1,80 34,43+1,47 31,74+1,52 31,30+1,23
(NaBS) AK/K/EU2 38,36+0,62 34,12+2,25 30,46+1,24 32,31+2,08 30,75+1,69
CA/EU 38,36+0,62 36,25+1,68 30,10+1,25 31,29+2,20 30,55+1,32
Bendrasis spalvos Kontroliné - 6,79+1,23 10,65+0,93 12,66+1,85 17,56+3,62
sKirtumas AEa AK/K/EU1 - 5,50+0,65 6,17+1,05 9,49+0,95 9,75+1,21
(NBS) AK/K/EU2 - 7,23+1,04 9,62+0,96 9,17+1,53 10,06+1,48
CA/EU - 5,90+0,64 9,56+0,93 9,66+1,46 10,10+1,00

EU kiekis dangose: EU1 - 0,32+0,03 g/m?; EU2 — 6,40+0,14 g/m?; EU — 0,65+0,08 g/m?



Apibendrinant spalvos matavimo rezultatus, galima teigti, kad EU turinciose
veikliosiose pakuotése jautienos mésos spalva pasikeité maziau nei kontrolinéje. Tali
leidzia patvirtinti ir 3.33 pav. pateiktos jautienos bandiniy, 14 dieny laikyty
veikliosiose ir kontrolinéje pakuotése, nuotraukos.

(@)

(b) © (d)

3.33 pav. Jautienos bandiniy, 14 dieny laikyty kontrolinéje (a) ir AK/K/EU1 (0,32+0,03
g/m?) (b), AK/K/EU2 (6,40+0,14 g/m?) (c), CA/EU (0,65+0,08 g/m?) (d) pakuotése,

nuotraukos

Saugomuose jautienos bandiniuose taip pat buvo nustatytas oksiduoty lipidy
kiekis. Zinoma [238], kad riebalai, aliejai ir kiti lipidai reaguoja su deguonimi
sudarydami peroksidus, kuriy vienas i§ skilimo produkty yra malondialdehidas
(MDA). Malondialdehido kiekiui nustatyti yra taikomas spalvotos reakcijos su 2-
tiobarbituro rugstimi (TBARS) metodas. Vykstant reakcijai susidaro roZinés spalvos
chromogenas [196]. MDA koncentracija bandinyje yra nustatoma i§ kalibracinés
tiesés, iSmatavus 532 nm monochromatinio spindulio sugertj tiriamuoju tirpalu.
Oksiduoty lipidy kiekis yra isreisSkiamas MDA kiekiu (mg) kilograme mésos. Gauti

rezultatai pateikti 3.34 pav.
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3.34 pav. MDA kiekio jautienos mésoje, nustatyto TBARS metodu, priklausomybé nuo
laikymo 2+1 °C temperatiiroje trukmés ir naudotos pakuotés
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Sviezios jautienos mésoje, prie§ ja supakuojant, oksiduoty lipidy, isreiksty
MDA kiekiu, buvo 0,32+0,03 mg/kg mésos. Mésoje, saugomoje kontrolinéje
pakuotéje, oksiduoty lipidy kiekis nuolat did¢jo ir po 14 dieny sudaré
3,33+0,22 mg/kg. Literatiros duomenimis [239], nepageidaujamas mésos kvapas yra
jauciamas, kai oksiduoty lipidy yra 1,5 mg/kg. Toks jy kiekis kontrolinéje pakuotéje
laikomoje mésoje buvo jau po 7 dieny. O veikliosiose pakuotése saugomoje mésoje
net po 14 dieny oksiduoty lipidy kiekis buvo mazesnis, priklausomai nuo pakuotés,
nuo 1,01 iki 1,22 mg/kg, t. y. lipidy oksidacija EU turin¢ioje pakuotéje vyko 1éciau,
beveik nepriklausé nuo EU kiekio veikliojoje dangoje.

Literatiiros duomenimis, $viezios jautienos, supakuotos naudojant deguonies
prisotintg atmosfera (80 % O ir 20 % CO,), tinkamumo vartoti trukmé prekybos
vietoje yra tik 3—4 dienos [240]. Apibendrinant tyrimo rezultatus, galima teigti, kad
pakuotéje esantis EU gali slopinti lipidy oksidacija jautienoje, apsaugoti ja nuo
nepageidaujamy spalvos poky¢iy ir taip pailginti produkto tinkamumo vartoti trukme.
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ISVADOS

1. Vykstant elektrostatinei sgveikai tarp polisacharidy — dekstrano sulfato, k- ar
-karageniny — sulfatogrupiy ir vandeniniame mélyniy ekstrakte esanciy antocianiny
flavilio katijono susidaro joniniai kompleksai. ] kompleksa sujungty antocianiny
kiekis priklauso nuo polisacharido prigimties, kompleksa sudaranc¢iy medziagy masiy
santykio ir bendrosios jy koncentracijos. Daugiausia antocianiny j kompleksa yra
sujungiama, kai polisacharido ir antocianiny masiy santykis yra 0,4. Polisacharidy ir
antocianiny komplekso daleliy dydis, esant optimaliam medziagy masiy santykiui,
priklauso nuo bendrosios polisacharido ir antocianiny koncentracijos tirpale.
Efektyviosios skys€iy chromatografijos metodu jrodyta, kad kompleksy su
polisacharidais susidarymo procese dalyvauja visi vandeniniame mélyniy ekstrakte
esantys skirtingi antocianinai.

2. Antocianiny imobilizavimas kompleksuose su dekstrano sulfatu ar
karageninais apsaugo antocianiny flavilio katijonag nuo hidratacijos ir padidina
vandeniniy komplekso suspensijy stabilumg saugant. IS gauty kompleksy
mikrogranuliy antocianinai gali biiti atpalaiduojami ] jvairias terpes, tarp jy i 0,1 M
druskos riigsties (modeliné skrandzio terpé¢) ir fosfatinj buferinj tirpala, kurio pH verté
yra 6,8 (modeliné zarnyno terpé).

3. Karageniny ir antocianiny kompleksy mikrogranulés gali biiti gaunamos
mélyniy ekstrakte esancius antocianinus adsorbuojant tinkliniais karageniny dariniais.
Optimaliy savybiy tinkliniams karageniny dariniams gauti reakcijos miSinyje uztenka
0,3 molio epichlorhidrino moliui karagenino. Pusiausvirosios adsorbcijos salygomis
gautoms antocianiny adsorbcijos tinkliniais karageniny dariniais izotermOms aprasyti
pritaikyti dviejy kintamyjy matematiniai adsorbcijos modeliai. Lengmiaro
adsorbcijos modelis leido patvirtinti elektrostating saveika tarp flavilio katijono ir
tinkliniy karageniny sulfatogrupiy. Freundlicho konstantos ng bei Dubinino ir
Radushkevicho adsorbcijos energijos Epr vertés parodé, kad salygos antocianiny
adsorbcijai tinkliniais karageninais nepakankami palankios ir aukStesnéje
temperatliroje antocianinai adsorbuojami ne tik dél jony mainy, bet ir fizikinémis
jégomis. Nedidelés neigiamos Gibso laisvosios energijos pokycio 4G° vertés parode,
kad antocianiny flavilio katijono giminiSkumas tinkliniams karageninams néra
didelis.

4. Pagamintos liofilizuotos tinklinio k-karagenino ir antocianiny mikrogranulés
panaudotos rektalinio preparato prototipui sukurti ir pasiiilyta $iy mikrogranuliy
gamybos technologiné schema.

5. Sukurtos ¢iobreliy eterinio aliejaus ar eugenolio turincios celiuliozés acetato
ar akrilinio plévédario ir hidrofobiskai modifikuoto krakmolo dangos ant polimerinés
plévelés, pasizymincios antibakteriniu poveikiu E. coli bei L. monocytogenes
bakterijoms ir stipriu laisvyjy radikaly sujungimu nesant tiesioginio kontakto su
tiriamuoju substratu.

6. Sukurtas antioksidacinés pakuotés prototipas: Sviezia jautiena supakuota
polimerine plévele, padengta celiuliozés acetato ir eugenolio ar akrilinio plévédario,
hidrofobiskai modifikuoto krakmolo ir eugenolio danga. Mésa Sioje pakuotéje 14
dieny buvo apsaugota nuo lipidy oksidacijos ir nepageidaujamy spalvos pokyciy.
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