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SANTRAUKA

Tyrimy objektas: suformuluotos puskietés vaisto formos su tir§tuoju propolio ekstraktu (tepalai,

kremai) ir etanoliniu propolio ekstraktu (gelis).

Tikslas: sumodeliuoti pusiau Kietas vaisto formas (tepalus, kremus, gelius) su propolio ekstraktais ir

jvertinti jy kokybe, remiantis jvairiais biofarmaciniais tyrimais.

UZzdaviniai: 1. pagaminti tir§tajj ir etanolinj propolio ekstraktus ir juose nustatyti bendra fenoliniy
junginiy kiekj, efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu nustatyti fenoliniy riigsciy ir vanilino
kiekius; 2. jvertinti propolio ekstrakto prieSgrybelinj ir antibakterinj aktyvumus ir nustatyti
antioksidacinj propolio ekstrakto poveikj; 3. sumodeliuoti pusiau kietas vaisto formas su propolio
ekstraktais ir atlikt] jy kokybés vertinimg pagal Siuos parametrus: pH reikSmeé, organoleptinés ir
reologinés savybés; 4. jvertinti pusiau kiety vaisto formy kokybe, remiantis fenoliniy junginiy
atpalaidavimo in vitro rezultatais, ir atrinkti pusiau kietas vaisto formas tolimesniems tyrimams; 5.
ivertinti atrinkty pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktu kokybe, remiantis fenoliniy junginiy

skvarbos j odg ex vivo rezultatais.

Metodika. Bendras fenoliniy junginiy kiekis propolio ekstraktuose nustatomas spektrofotometrijos
metodu. Pasirinkty fenoliniy junginiy kokybiné ir kiekybiné analizé atlickama naudojant
efektyviosios skysCiy chromatografijos metoda. Atlickami antioksidacinio aktyvumo tyrimai
naudojant DPPH reagentg ir antimikrobinio aktyvumo tyrimai naudojant etalonines mikroorganizmy
rasis. Sumodeliuoty farmaciniy formy kokybé vertinama pagal pH ir reologiniy parametry reikSmes.
Atliekami junginiy atpalaidavimo i§ pusiau kiety vaisto formy tyrimai in vitro ir junginiy skvarbos

tyrimai j odg ex vivo.

Rezultatai: TirStajame propolio ekstrakte fenoliniy junginiy kiekis nustatytas didesnis nei

etanoliniame ekstrake. TirStasis propolio ekstraktas pasizyméjo antikoksidaciniu aktyvumu ir



antimikrobinémis savybémis. Kartu su propolio ekstraktu sumai$ius Saltalankiy aliejy, inaktyvuoto
DPPH kiekis iSaugo 9,28+0,41 %. Propolis veiké gram-teigiamas S. aureus, En. faecalis ir gram-
neigiamas Ps. Aeurigonosa, E. coli bakterijas, taip pat ir M. canis grybelj. Sumodeliuoty tepaly su
propolio ekstraktu pH reik§mé svyravo nuo 5,06+0,14 iki 6,44+0,11. Konsistencijos koeficento
reik§mé Sioje grupéje svyravo nuo 36,01+0,11 iki 204,6+0,48 Pa-s". Kremy pH reik§mé svyravo nuo
5,41+0,21 iki 7,14+0,09. Konsistencijos koeficento reik§mé svyravo nuo 42,23+0,14 iki 145,36+0,22
Pa's". Vienintelés stabilios gelio Sistemos pH reik§mé nustatyta 8,11+0,17. Gelio konsistencijos
koeficento reikSmé esant skirtingiems temperatiiry rézimams keitési nuo 52,13+0,17 iki 91,52+0,35
Pa-s". Daugiausiai fenoliniy junginiy in vitro tyrimo metu atpalaiduota i§ gelio sistemos (G-1).
Gausiausiai nustatytas fenolinis junginys buvo p-kumaro rugstis. Daugiausiai junginiy j odg skverbési

1§ tepalo T-7. IS Sios sistemos ] odg prasiskverbusiy junginiy kiekis buvo 2,05+0,2 %.

ISvados. 1. Didesnis veikliyjy junginiy kiekis nustatytas tirStame propolio ekstrakte, todél kremy ir
tepaly gamyboje naudotas tirStasis propolio ekstraktas, ir tik hidrogeliy gamyboje panaudotas
etanolinis propolio ekstraktas. 2. Antioksidacinio tyrimo rezultatai parodo, jog norint sustiprinti
propolio antioksidacinj poveikj tikslinga naudoti kitus augalinius aliejus, pvz. saltalankiy. Kadangi
propolis sékmingai stabo tiek gram-neigiamy, tiek gram-teigiamy bakterijy, tiek grybelio augima, ji
galima panaudoti modeliuojant antimikrobinius farmacinius preparatus. 3. Pusiau Kietos vaisto
formos modeliuotos naudojant skirtingus pagrindus ir tai lémeé skirtingas puskieciy formy
orgonoleptines, reologines savybes ir tarpusavyje besiskirian¢ias pH reikSmes. 4. Atpalaiduoty
junginiy kiekiui tiesiogine jtakg daro tiek jterpto propolio kiekis, tiek pasirinktas vaisto pagrindas. I8
sistemy, kuriose propolio ekstrakto buvo daugiau, atpalaiduoty junginiy kiekis irgi buvo didesnis.
Taip pat nustatyta, jog geresnis medziagy atpalaidavimas vyksta i§ ty pusiau kiety vaisto formy, kuriy
konsistencijos koeficentas yra mazesnis. 5. Skvarbos j odg tyrimo metu i$ gelio sistemos junginiy
skvarba nejvyko. Tai parodo, jog oda yra gerokai sudétingesné sistema nei naudota celiulioziné
membrana in vitro tyrime. Geriausiai fenoliniai junginiai i§ ex vivo eksperimento metu skverbési i§
tepalo sistemos, kurio pagrindas formuotas i§ vasko ir saulégrazy aliejaus ir tai pagrindzia teorija, jog

riebiosios rigstys lemia efektyvesne veikliyjy junginiy skvarba.
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SUMMARY

Obiject of the study: semisolid dosage forms with the soft extract of propolis (creams, ointments) and

the ethanol extract of propolis (gel).

Obijective: to model semisolid dosage forms with different extracts of propolis and to evaluate these

forms quality on the stength of the biopharmaceutical researches.

Tasks: 1 to make ethanol and soft extracts of propolis and to find out the amount of total phenolics
and the amount of specific phenolic acids and vanillin in them; 2. to evaluate an antioxidant capacity
and antimicrobal activity of the extract of propolis; 3. to make stable semisolid dosage forms with the
extract of propolis and to evaluate their quality by these parameters: pH value, organoceptical and
rheological properties; 4. to evaluate quality of semisolid dosage forms with propolis, based on the
results of in vitro release test of phenolic compounds and to choose the appropriate forms for next
researches; 5. to evaluate quality of semisolid dosage forms with propolis, based on the results of

phenolic compounds penetration into the skin ex vivo.

Methods. The total amount of phenolic compounds was determined by the
spectrophotometric method. Quality and quantity analysis of the selected phenolic compounds was
made by high performance liquid chromatography. Antioxidant activity was evaluated by using
DPPH reagent. Antimicrobal activity was evaluated by using benchmarked microorganisms. Quality
of the semisolid sosage forms was evaluated by pH values and rheological parameters. Also we
evaluated the release of active compounds in vitro and the penetration of these compounds into the

skin ex vivo.

Results. In the soft extact of propolis there were more phenolic compounds comparing to the ethanol
extract of propolis. Propolis mixed with buckthorn bot sea oil inactivated more DPPH reagent.
Inactivation was 9,284+0,41 % higher. The extract of propolis was active against gram-possitive S.

aureus, En. faecalis and gram-negative Ps. Aeurigonosa ir E. coli bacteria., also it was active against



M. canis fungus. pH values of ointments with the extract of propolis were in the range from 5,06+0,14
to 6,44+0,11 and the consistency coefficient values were in the range from 36,01+0,11 to 204,6+0,48
Pa-s". pH values of creams were in the range from 5,41+0,21 to 7,14+0,09 and the consistency
coefficient values of this group were in the range from 42,23+0,14 to 145,36+0,22 Pa-s". The one and
only stable gel system pH value was 8,11+0,17. The consistency coefficient values of the gel in
different temperatures were in the range from 52,13+0,17 to 91,52+0,35 Pa-s". The biggest amount
of phenolic compounds in vitro was realised from gel system (G-1) and main component was p-
coumaric acid. The best penetration into the skin was from ointment T-7. Total amount of active

compounds which penetrated from this system into the skin was 2,05+0,2 %.

Conclusions. 1. Bigger amount of active compounds was determined in the soft extract of propolis,
for that reason it was used to model creams and ointments. Only for hydrogels the ethanol extract of
propolis was used. 2. The results shows that for the improvment of antioxidant properties it is worth
to use natural oils, e.g buckthorn bot sea oil. In this case that propolis was active against gram-
negative, gram-positive bacteria and fungus, this extract could be used to model antimicrobial drugs.
3. pH value, organoceptical and rheological properties of semisolid dosage forms were different and
depended on the base used in modelling process. 4. The amount of realised active compounds also
depended of the base. The amount of propolis extract had an inffluence as well. Realise of active
compounds was greater from semisolid forms holding more extract. It was also found out that better
realise of compounds was from semisolid forms having lower consistency coefficient values. 5. There
was no active penetration process into the skin from gel. It shows that skin is more complicated
system than celiuliose membrane which is used in vitro researches. The best penetration ex vivo was
from ointment system, which was made of bees wax and sunflower oil. It confirms the theory that

fatty acids act as skin penetration enhancers.
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Ivadas

IS gamtos gaunami natiiraliis produktai vis dar stebina naujai atrandamomis savybémis, kurios gali
buti sékmingai pritaikytos gydyti jvairias ligas. Vienas i§ nattraliai gamtoje aptinkamy naudingy
produkty — propolis, arba kitaip bi¢iy pikis, kuris yra dervinga, lipni augalinés ir gyvulinés kilmes
medziaga [1, 2]. Bités biologiskai aktyvias medziagas surenka nuo jvairiy augaly ir sumai$o SU Savo
seilémis ir fermentais, ir batent taip iSgauta medziaga vadinama propoliu. Bités §j produkta panaudoja
aviliams tvirtinti ir jiems dezinfekuoti, o Zmogus jau nuo senovés propolj atrado kaip priemoneg
sveikatai gerinti. Nors propolio gydomosios savybés pastebétos jau labai seniai, mokslininkai dabar
vis dazniau atsigrezia  sengjj produkta ir vykdo jvairius eksperimentus siekiant sukurti naujus

farmacinius preparatus [1, 3].

Propolio sudétyje yra jvairiy fenoliniy rugsciy, esteriy, flavonoidy, aminoriig§¢iy ir vitaminy. Déel
tokios cheminés kompozicijos produktai su propoliu gali veikti prie§ daug sveikatai kenksmingy
veiksniy [3]. Sumodeliuotos pusiau Kietos formos su propolio ekstraktais puikiai veiké gydant
maksties kandidoze¢ [4], periodontitg [5, 6], taip pat odos egzema [7]. Propolis geba veikti prie$
mikroorganizmus, slopina uzdegima, oksidacinj stresa, taip pat tinka nudegimamas gydyti, gali veikti
net ir prie§ vézines lasteles [1, 3]. Pabréztina tai, jog propolis naikina skirtingy rt§iy bakterijas,
virusus, taip pat ir grybelius, todél yra labai svarbus gydant odos ligas [3]. Antimikrobinis propolio
veikimas itin reikSmingas v¢l gali tapti Siame amziuje, kada taip sparciai didéja antibiotikams atspariy
bakterijy kiekis, tad farmaciniy formy su natiraliasiais antibiotikais modeliavimas yra itin

perspektyvus [8].

Pusiau kiety vaisto formy kiirimas yra gana sudétingas procesas, svarbu atsizvelgti ar aktyvoji
medziaga hidrofiliné ar lipofiliné, tinkamai parinkti tirpiklius, pusiau kietos vaisto formos pagrinda,
emulsiklius bei tirStiklius [9]. Kuriant pusiau kietg vaisto formg verta modeliuoti kuo daugiau

skirtingy sistemy ir atlikti jvairius $iy farmaciniy formy kokybés tyrimus [9, 10].

Siuo metu vis populiaresni tampa natiiralis farmaciniai preparatai, todél baty isties naudinga
sumodeliuoti pusiau kietg vaisto formg su propoliu. Aktualu atrasti koks vaisto pagrindas yra
tinkamiausias norint j jj sekmingai jterpti propolio ekstrakta. Sio tyrimo tikslas — sumodeliuoti pusiau
kietas vaisto formas (tepalus, kremus, gelius) su propolio ekstraktais ir jvertinti jy kokybe, remiantis

jvairiaiS biofarmaciniais tyrimais. Siam tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:

11



Pagaminti tirStajj ir etanolinj propolio ekstraktus ir juose nustatyti bendra fenoliniy junginiy
kiekj, efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu nustatyti fenoliniy riig§¢iy ir vanilino

kiekius.

Ivertinti propolio ekstrakto prieSgrybelinj ir antibakterinj aktyvumus ir nustatyti

antioksidacinj propolio ekstrakto poveikj.

Sumodeliuoti pusiau kietas vaisto formas su propolio ekstraktais ir atliktj iy formy kokybés

vertinimg pagal Siuos parametrus: pH reik§me, organoleptinés ir reologinés savybes.

Jvertinti pusiau kiety vaisto formy kokybe, remiantis fenoliniy junginiy atpalaidavimo in vitro

rezultatais, ir atrinkti pusiau kietas vaisto formas tolimesniems tyrimams.

Jvertinti atrinkty pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktu kokybe, remiantis fenoliniy

junginiy skvarbos j odg ex vivo rezultatais.

12



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Propolio fizikinés ir cheminés savybés

Propolis yra lipofiliné medziaga, kuri buidama $alta yra kieta ir l0Ztanti, tac¢iau pasildzius virs§ 45 C°
tampa minksta, lipni ir lanksti. Padidinus temperattirg iki 60 C°, propolis tampa skystas. Propolio
ekstrahavimas gali biiti vykdomas naudojant vandenj, metanolj, etanolj, chloroforma, eterj, acetona.
Propolio spalva gali buiti nuo Sviesiai geltonos iki tamsiai rudos. Naudinga propolio fizikiné savybé

yra tai, jog jis pasizymi puikiu ir aromatingu kvapu [1, 3].

Pagrindinai cheminiai propolio komponentai yra dervos (apie 50 %), vaskas (apie 30 %), eteriniai
aliejai (apie 10 %), ziedadulkés (apie 5 %) ir kitos medZiagos, tokios kaip jvairtis mineralai, fenolinés

rugstys, jy esteriai, flavonoidai, terpenai, aromatiniai aldehidai, alkoholiai (apie 5 %) [1, 11, 12].

Vieni i§ dazniausiai nustatomy fenoliniy junginiy propolyje yra flavonoidai, kurie yra itin svarbis
Zmogaus organizmui dél antioksidacinio poveikio [3, 11]. Flavonoidai gali egzistuoti kaip laisvieji
aglikonai, arba buna glikozilinti. Jy struktira susideda i§ A ir B benzeno ziedy, kurie sujungti

heterociklo ziedu C, susidedancio i$ trijy anglies atomy (zr. 1 pav.) [13, 14].

Hidroksibenzoinés ragstys

Flavonoidai

1 pav. Flavonoidy ir fenoliniy riigsciy struktiira [14]

Atsizvelgiant | tai, ar C ziedo Cs atomas oksiduotas, ar Siame Ziede yra dvigubas rySys tarp Czir C3
atomy, ar C3 padeétyje prijungta hikdroksilo grupé ir priklausomai nuo hidroksilo grupiy issidéstymo
B ziede, flavonoidai skirstomi j tam tikras grupes, i§ kuriy keletas yra itin gausiai nustatomos

propolyje. Propolyje nustatomi flavonoliai, i§ kuriy itin reikSmingi yra rutinas, galanginas,
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kvercetinas, kaempferolis. Propolyje jprastai nustatomi ir flavanoliai: katechinas, epikatcehinas,
flavonai: chirizinas, luteolinas, apigeninas, taip pat flavanonai: naringinas, hesperetinas. Fenilo
grupei esant ne C, 0 Cz padétyje, junginiai vadinami izoflavanoidais, i§ kuriy propolyje nustatomas

daidzeinas ir genisteinas [13, 14, 15].

Kiti fenoliniai junginiai randami propolyje yra fenolinés rugstys, kurios yra sudarytos i§ benzeno
ziedo, karboksilo ir hidroksilo grupiy. Fenolinés rugstys skirstomos j hidroksibenzoines riigstis,
kurios turi Ce—Ci struktiirg, ir hidroksicinamono ragstis, kurioms priklauso fenolinés riigstys,
turinéios Ce—Cs struktiira (zr. 1 pav.) [14]. Propolyje nustatomos vanilino, kumaro, ferulos, kavos,
cinamono ragstys, tam tikri jy dariniai, i§ kuriy vienas svarbiausiy yra kavos ragsties fenetilo esteris
(CAPE). Taip pat propolyje daznai nustatomas ir vienas i§ cinamono ragsties derivaty — artepilinas C
[11, 12]. Fenolinés riigstys bei jy dariniai pasizymi biologiniu aktyvumu ir lemia propolio
panaudojimo galimybes medicininiais tikslas [14]. Svarbiausi fenoliniai junginiai nustatomi

propolyje pavaizduoti 2 pav.

HOD/\JL 0/\Q
HO

Pinocembrinas H H Kavos riigsties fenetilo esteris Artepilinas C
Pinobanksinas OH H

R, R,

0O

R
: AN OH
Ry
RZ
R, R, R, R, R, R, R, R,
Cinamono rugstis H H H Chrizmas H OH H H H
p-Kumaro rugstis OH H )i Galanginas O O H H H
Kavos rugstis OH OH H Kaemferolis OH OH H OH H
Ferulo rigstis OH OCH, H Kvercetinas OH OH OH OH H
Izoferulo riigstis OCH, OH H

2 pav. Dazniausiai nustatomi fenoliniai junginiai propolyje [11]
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Cheminé kompozicija, propolio spalva (geltona, Zalia, ruda, raudona) gali bati skirtinga ir priklauso
nuo jvairiy faktoriy, tokiy kaip augaly tipas ir jy geografiné vietove, klimatas ir propolio rinkimo
metas [1, 3, 13]. Propolis Europos Salyse dazniausiai iSgaunamas i$ tuopy pumpury, ir tokiame
propolyje daugiausiai randama jvairiy flavonoidy, fenoliniy rugs¢iy ir jy esteriy. Propolyje i$
Brazilijos, kurioje tuopy néra, pagrindiniai propolio cheminiai dariniai yra terpenoidai, prenilintos p-
kumaro ragstys ir diterpeninés riigStys [3]. Svarbiausi cheminiai junginiai propolyje i§ Irano yra
aromatinés rigstys (benzoinés ir benzenpropano), kofeino ir feniletil-trans-4-kumaro riigsc¢iy esteriai,
flavonoidai [16]. Pagrindiniai komponentai propolyje i$ Indijos yra riebaly ragsciy dariniai [3, 17].
Lietuviskajame propolyje kaip dominuojancios ragstys nustatytos galo, kavos, kumaro, ferulo,
cinamono bei rozmarino fenolinés rugstys [18]. Skirtingy Saliy propolio cheminiai komponentai néra
tokie patys, sudétis itin priklauso nuo vietovés, todél tai tampa pagrindine problema siekiant

standartizuoti propolio zaliava [3, 11].

1.2. Biologinis propolio aktyvumas

1.2.1. Antioksidacinis aktyvumas

Laisvieji radikalai yra nestabilios molekulés, kuriy iSoriniame elektrony sluoksnyje triiksta vieno
elektrono. Sios molekulés organizme prisijungia triikstamg elektrona ir taip pakenkia sveikosioms
lgsteléms — sukeliamas oksidacinis stresas [19]. Oksidacinis stresas yra vienas i§ svarbiy veiksniy,
lemianciy tam tikry ligy atsiradimg ir progresija. Jis itin susij¢s su Sirdies ligomis, véziu, diabetu bei
neurodegeneratyviniais sutrikimais [20]. Taip pat laisvieji radikalai slopina imuniteto aktyvuma,
skatina organizmo sen¢jimg. Mazi kiekiai aktyviyjy deguonies (ROS) ir aktyvyjy azoto (RNS)
junginiy yra visiskai natiiralus lasteliy metabolizmo rezultatas. Sie dariniai gali biiti natiiraliai
detoksikuojami organizme esan¢iy makromolekuliy ir fermenty, tokiy kaip glutationo peroksidazés
ar katalazes, tac¢iau daznai natiraliis 1gstelés apsauginiai mechanizmai tampa nebepajégis apsaugoti
nuo atsiradusio per didelio ROS ir RNS kiekio [19, 21]. Jei laisvyjy radikaly atsiranda itin daug,
lasteléje pazeidziamos nukleortigStys, baltymai. Kovoti su laisvaisiais radikalais reikalingi papildomi
antioksidantai, kurie atiduoda savo elektronus ir taip neautralizuoja laisvuosius radikalus bei apsaugo

organizmo lgsteles [19, 20].

Istirta, jog propolio sudétyje esancios fenolinés riigstys (ypa¢ svarbi kavos riigStis) ir jvairis
flavonoidai veikia kaip puikiis antioksidantai ir geba apsaugoti lasteles nuo lipidy peroksidacijos [3,
22, 23]. Nustatyta, jog polifenoliy kiekis propolyje tiesiogiai lemia jo antioksidacines savybes [24].
Propolio ekstraktuose i$ Italijos ir Rusijos nustatytas panasus polifenoliy kiekis, ir tai nulémé panasy
antioksidacinj aktyvuma, tuo tarpu Braziljoje tirtame propolyje nustatytas gerokai mazesnis

polifenoliy kiekis, ir tai Iémé Zenkliai mazesn] antioksidacinj aktyvuma [25]. Kito tyrimo, aprasancio
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propolio galimybes mazinti oksidacinj stresa, rezultatai parodé, jog ziurkiy, kurioms buvo sukeltas
diabetas ir pazeistos jy kepenys bei inkstai, buklé Zenkliai pageréjo suleidus propolio injekcijas. Dél
sumazgjusio oksidacinio streso pageréjo bendra ziurkiy biiklé, kepenyse sumazéjo vakuolizuoty

lasteliy skaiCius, pager¢jo riebaly rugsciy metabolizmas [26].

Fenoliniy riigs¢iy antioksidacinis aktyvumas priklauso nuo hidroksilo grupiy skai¢iaus molekulése,
pvz. kavos rigsties benzeno ziede yra dvi hidroksilo grupés, todél §i ragstis pasizymi geresnémis
antioksidacinémis savybémis nei kumaro rtigstis, kurios molekuléje yra tik viena hikdroksilo grupé.
Antioksidacinis aktyvumas priklauso ir nuo karboksilo grupés padéties. Hidroksicinamono riigstys
dél trijy anglies atomy Soninés grandinés lengviau atiduoda vandenilj, ir taip uztikrinamos geresnés
antioksidacinés savybés nei hikdrosibenzoiniy rigsciy [3, 27]. Flavonoidy antioksidacinis aktyvumas
priklauso ir nuo hidroksilo grupiy esan¢iy C ziedo Cz pozicijoje ir B Zziedo Cz bei C4 padétyse (zr. 3
pav.). Stiprus antioksidacinis CAPE aktyvumas pasireiskia dél molekuléje esancio katecholo ziedo
[27]. Kitas puikus pavyzdys, jrodantis hidroksilo grupiy svarbg, tai kvercetino, kaempferolio bei
galangino molekuliy struktiiros palyginimas. Sie junginiai tarpusavyje skiriasi tik hidroksilo grupiy
skai¢iumi B ziede. Antioksidacinis aktyvumas stripréja didejant hidroksilo grupiy kiekiui ir pagal
antioksidacinio poveikio stipruma junginiai i§sidésto tokia tvarka:

kvercetinas<kaempferolis<galanginas [22, 27].

3 pav. Flavonoidy funkcinés grupés lemiancios uzdegimo slopinimg ir antioksidacinj poveikj [27]

Tiriant junginiy antioksidacinj aktyvumg viena i§ dazniausiy reakcijy reakcijy yra atlickama

panaudojant 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPHe) reagents ir suriSant laisvuosius radikalus. DPPHe
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radikalui sureagavus su medziaga, kuri geba atiduoti savo vandenilio atoma, tirpalo spalva kinta i$

melynos j gelsvg ir spalvos pokyc¢iai iSmatuojami spektrofotometru (zr. 4 pav.) [28].

NO, {-f’f h no, ¢ Y
NDEQM_N RaL NDEAWH—N +A
- - x
o, O o, )

DPPH- DPPHH

4 pav. DPPH?e suriS$imo reakcija [28]
1.2.2. Antimikrobinis aktyumas

Propolis vadinamas natiiraliuoju antibiotiku, nes pasizymi ir antimikrobinémis savybés. Jis gali biti
naudojamas bakterijy, virusy bei grybeliy sukeltoms infekcijoms gydyti, pvz. sergant virSutiniy
kvépavimo taky ligomis ar gydant ar zaizdy infekcijas [3, 29, 30]. Geriausiai propolis veikia pries
gram-teigiamas bakterijas. Nustatytas itin veiksmingas propolio veikimas pries tokias rasis kaip
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Paenibacillus larvae [3, 30] ir
Salmonella enterica [29]. Nors propolio antibakterinis aktyvumas yra stipresnis prie§ gram-teigiamas
bakterijas [3, 30], visgi Lietuvoje atlikto tyrimo metu propolis sékmingai veiké ir prie§ gram-
neigiamas Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ir Escherichia coli bakterijas [31]. Dar viena
ypaC svarbi propolio savybé — gebéjimas veikti prieS antibiotikams atsparias bakterijas (pvz.
gaminancias plataus veikimo spektro [-laktamazes). Taip pat nustatytas ir antibiotiky, tokiy kaip
vankomicinas, oksacilinas, levofloksacinas, ir propolio sinergistiskas veikimas. Tai yra itin svabu,

nes pastaruoju metu pasaulyje itin spar¢iai didéja antibiotikams atspariy bakterijy Kiekis [32].

Antimikrobinis propolio aktyvumas pasireiskia dél propolyje nustatomy fenoliniy riigsciy ir
flavonoidy. Jtaka daro ir fenoliniy rigsciy esteriai, ypac ferulo ir kofeino riigsciy [33]. Antibakterinis
veikimas gali pasireiksti dél bakterinés Igstelés metabolizmo sutrikdymo. Bakterines lasteles
pazeidZziamos sutrikdant nukleoriig§¢iy sinteze dél DNR girazés ar topoizomerazés inhibicijos, ypac
efektyviai topoizomerazg¢ inaktyvina rutinas. Kitas bakterinés lastelés pazeidimo mechanizmas
sicjamas su bakterinés lastelés plazminés membranos funkcijos pakitimu: sutrikdoma skysc¢iy
skvarba, 0 dél membranos vientisumo praradimo reikSmingai sumazéja kalio kiekis bakterinés
lastelés viduje. Flavonoidai gali sutrikdyti ir bakterijy energijos metabolizmo procesus. Gali bati
paveikiami vienas ar net ir keli kvépavimo grandinés kompleksai, pvz. likochalkonai sékmingai
inhibuoja NADH-citrochromo ¢ reduktaze [34, 33].
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Propolis puikiai veikia ir prie§ grybelius. Nustatyta, jog paveikiamos Candida glabrata, Candida
parapsilosis, bei Candida tropicalis rusys [32]. Taip pat propolis veikia ir prie§ daugiausiai

grybeliniy infekcijy Zmogaus organizme sukeliantj Candida albicans grybelj [35, 3].

Nustatyta, jog propolis dél sudétyje esanciy kavos, p-kumaro, benzoinés riigsciy, 0 taip pat dél
galangino ir pinocembrino veikia ir pries virusus [3, 36]. ISaiskintas antivirusinis veikimas prie$
Herpes simplex 1 (HSV-1), bei Herpes simplex 2 (HSV-2) [27] virusus, taip pat jau ankséiau

pastebétas propolio veikimas ir prie$ paukséiy gripo virusa [30].

Flavonoidai, kurie yra vieni i$ pagrindiniy propolio sudedamyjy daliy, in vitro reikSmingai veiké ir
prie§ zmogaus imuno deficito virusa 1 (ZIV-1). Dél aktyviyjy medZiagy propolyje buvo sutrikdomas

ZIV atvirkstings transkriptazés veikimas [37].
1.2.3. UZdegimg slopinantis aktyvumas

Nustatyta, jog propolis gali slopinti ir uzdegima. Tokj aktyvumg nulemia sudétyje esantys aktyvieji
flavonoidai ir fenolinés ragstys [3, 23]. Dél Siy junginiy blokuojami jvairGs tarpiniai uzdegimo
mediatoriai, nes inhibuojama ciklooksigenazés, lipooksigenazés ir kity fermenty ekspresija.
Uzdegimo slopinimg aktyvina tokios propolio cheminés medziagos kaip acacetinas, kvercetinas,
naringeninas, kavos ragstis, p-kumaro riigstis o stipriausia poveikj lemia CAPE ir galanginas [27].
Pastarosios medziagos efektyviai gydé ziurkes, kurioms dél karagenino poveikio buvo atsirade
edemos, pleuritas ir adjuvantinis artritas [26]. Literatiroje aprasoma, jog in vitro propolis slopina
peliy makrofagy eskpresuojamy prostaglandiny ir leukotrieny i$skyrima, o in vivo CAPE slopina
lipooksigenazés fermenta, kuris reikalingas arachidono riigsciai iSsiskirti. Pastaroji riigstis yra viena
i§ pagrindiniy signaliniy molekuliy uzdegiminéje reakcijoje [3]. CAPE taip pat inhibuoja ir
uzdegiminei reakcijai vykti reikalingy citokiny ir vézio nekrozés a faktoriaus (TNF-a) gamyba [27].

Flavonoidai veikia uzdegiming slopinanéiai dél C ziede esancios dvigubos jungties tarp C»-Cz atomy,
taip pat ir dél karbonilo grupés prijungtos prie Cs4 atomo. UZdegimo slopinimas pasireiskia ir dél A

Ziede esanciy Cz ir Cs hidroksilo grupiy (zr. 3 pav.) [27].

1.3. Pusiau kiety vaisto formy charakteristika

Pusiau kietos vaisto formos, tai pusiau kietos konsistencijos produktai, kurie jprastai naudojami ant
odos ir jvairiy gleiviniy, pvz. akies, nosies ar ausies. Taip pat puskietés vaisto formos gali biti
jvedamos j kiino ertmes rektaliniu ar vaginaliniu biidu. Siy farmaciniy formy paskirtis gali biiti
terapiné, kai vaistas skirtas ligai gydyti, arba apsauginé, kai liga néra diagnozuojama, 0 preparatas

oda ar gleiving drékina, minkstina arba apsaugo nuo kenksmingy medziagy. Puskietés vaisto formos
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naudojamos terapiniais tikslais gali veikti lokaliai, pvz. gydyti jvairias odos ligas, tokias kaip atopinis
dermatitas ar seboréja. Taip pat vaistas gali veikti ir sistemiskai, tokiu atveju puskietéje formoje
esantys veiklieji junginiai patenka j sisteming organizmo kraujotaka [38, 39]. Vartojant pusiau kietas
vaisto formas néra pazeidziamos kepenys, sukeliama maziau Salutiniy efekty nei vartojant vaistus
peroraliai ar parenteraliai, taip pat vaisto forma galima vartoti taip, jog lengvai uztikrinama pastovi
veikliosios medziagos koncentracija kraujyje. Tinkamos pusiau kietos farmacinés formos turéty
pasizymeéti tam tikromis savybémis: ne per didelis riebumas, paprastas naudojimas, patraukli iSvaizda
ir kvapas. Jei vaisto forma vartojama ant odos, oda neturéty biti dirginama, alergizuojama bei
dehidratuojama [39].

Pagal fizikochemines savybes pusiau kietos farmacinés formos gali biiti skirstomos j hidrofobines,

hidrofilines ir emulsines sistemas [10].

Hidrofobinéms formuluotéms priskiriamos tokios farmacinés formos kaip aliejiniai tepalai,
bevandeniai tepalai, oleogeliai [10]. Hidrofobiniai tepalai jprastai biina vienfaziai. Tokiy tepaly
hidrofobinis pagrindas modeliuojamas i§ vieno tam tikro komponento pvz. skystojo parafino,
vazelino, augalinio aliejaus. Vaisto pagrinde veiklioji medZiaga yra tirpinama arba disperguojama
[10, 40]. Oleogeliy pagrindas taip pat sudaromas i$ lipofilinés medziagos, kuri gali biiti gelifikuojama

naudojant pasirinktus polimerus pvz. celiuliozés [41].

Hidrofilinéms formuluotéms priskiriamos tokios farmacinés formos kaip hidrogeliai ar hidrofiliniai
tepalai. Hidrogeliy pagrindg sudaro skystoji hidrofiliné medZziaga (vanduo, glicerolis), kuri
gelifikuojama pasirinkta medziaga. Si medZiaga gali biiti natirali (guma), pusiau sintetiné
(metilceliuliozé) arba sintetiné (karbomeras) [10, 42]. Hidrofiliniy tepaly pagrindas sudarytas i§
vandenyje gerai tirpiy medziagy, pvz. didelés molekulinés masés skystojo ir kietojo makrogolio

misinio [42].

Dazniausiai vartojamos pusiau kietos vaisto formos, kuriy pagrindo sudétyje yra ir hidrofiliniy, ir
hidrofobiniy komponenty. Tokios sistemos vadinamos emulsijomis ir joms priskiriama
heterogeniniai tepalai, aliejus/vandenyje (a/v) ir vanduo/aliejuje (v/a) kremai, bigeliai,
mikroemulsijos ir kt. [10]. Priklausomai nuo to ar didesn¢ pagrindo dalj sudaro lipofiling, ar
hidrofiliné medziaga, skiriasi hidrofilinio/lipofilinio balanso verté. Apskaiciavus Sig vertg parenkami
tinkami emulsikliai, jy proporcijos. Vieni i§ dazniausiai naudojamy emulsikliy yra polisorbatai
(Tween) ir sorbitano/riebaly rugsciy esteriai (Span). Taip pat naudojami ir riebaly alkoholiai, pvz.

stearilo alkoholis, ar monogliceridai [43].
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1.4. Pusiau kiety vaisto formy kokybés tyrimai

Vaistinés medziagos atpalaidavimas iS sistemos ir Sios medziagos skvarba j odg yra gana sudétingas
procesas, lemiamas daug veiksniy. Labai svarbi yra odos sgveika su vaisto formos pagrindu ir
veikliosiomis medziagomis, ta¢iau Nnemaziau reik§minga ir sgveika tarp pagrindo bei jterpty veikliyjy
medziagy [10]. Parenkant pusiau kietos vaisto formos pagrinda svarbu atkreipti démesj | tai, kokia
veikliosios medziagos moleluliné masé, ar medziaga gali tirpti pasirinktame pagrinde ir vandenyje,
svarbi ir veikliosios medZziagos koncentracija vaisto formoje, termodinaminis aktyvumas. Nemaziau
reikSmingos ir paties pagrindo fizikocheminés savybés, taip pat svarbu ar jo sudétyje bus medziagy
veikianciy kaip veikliyjy medziagy skvarbos skatintojai. Labai svarbi ir odos ar gleivinés, ant kurios

bus vartojamas vaistas, pH reiksmé [39].
1.4.1. Veikliyjy junginiy atpalaidavimo i$ pusiau kiety vaisto formy tyrimai in vitro

Reik$mingiausi medziagy atpalaidavimo ir skvarbos j oda rezultatai gaunami atliekant tyrimus in vivo
bei ex vivo, ta¢iau tam tikruose tyrimy etapuose, pvz. tiriant medziagy atpalaidavimg i§ vaisto formos,
sékmingai panaudojamos ir studijos in vitro [10]. In vitro tyrimo metu vaisto formuluoté patalpinama
i cele vir§ pusiau pralaidzios membranos. Si membrana pusiau kieta vaisto forma skiria nuo
akceptorinés terpés (vanduo, etanolis arba vandens ir etanolio miSinys), kurig eksperimento pabaigoje
tiriant ir yra nustatomas atpalaiduoty veikliyjy medziagy kiekis [44]. Tokie in vitro tyrimai itin
naudingi pirmose vaistinés formuluotés kiirimo stadijose, kai nustatoma sgveika tarp aktyviosios
medziagos ir pusiau kietos vaisto formos pagrindo [10]. Hidrofilinés ir sglyginai lipofilinés
medziagos in vitro tyrimuose geriausiai atpalaiduojamos i$ ty sistemy, kuriy didziaja pagrindo dalj
sudaro hidrofiliné dalis. Tokiame pagrinde aktyvieji junginiai gerai tirpsta, o hidrorfiliniy medziagy
difuzija i hidrofiling akceptoring terpg tampa itin greita. Netirpi vandenyje hidrofobiné bazé negali
sgveikauti su hidrofiline akceptorine terpe, todél net jei ir pavirSiuje esancios aktyviyjy medziagy
molekulés gali labai greitai difunduoti pro Salia esancig pusiau pralaidZzig membrang, taciau veikliyjy
junginiy difuzija i§ giliyjy hidrofobinés terpés sluoksniy yra labai léta. Visgi stipriai lipofilinés
medziagos in Vvitro geriau atpalaiduojamos i$ hidrofobinio pagrindo, nes tik pastarajame lipofilinés
medziagos gali biti iStirpinamos. Hidrofiliniame pagrinde lipofilinés medziagos tampa suspenduotos,

o tai neuztikrina efektyvaus jy atpalaidavimo [44, 45].
1.4.2. Veikligjy junginiy skvarbos i§ pusiau kiety vaisto formu tyrimai

Atlikus veikliosios medziagos atpalaidavimo tyrimus ir nustacius ar veiklioji medziaga gali
difunduoti i§ pagrindo, atliekami kiti tyrimai ir nustatoma veiklyjy junginiy skvarbos galimybé j

oda.Veikliyjy medziagy patekimas j odg yra gana sudétingas ir daugybés veiksniy lemiamas procesas.
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Pirmiausiai veiklioji medziagas turi bati atpalaiduojama i$ vaisto formos ir tik tada svarbus tampa
difuzijos procesas per odos barjerg t.y lipofilinj epidermio raginj sluoksnj. Véliau tiriant
dermatologinius preparatus yra nustatoma kaip veiklioji medziaga, kuri jau yra prasiskverbusi pro

odos barjera, skverbiasi ir juda j gilesnius odos sluoksnius [10].

] odg vaistas gali patekti per kelis skirtingus kelius: 1) per plauko folikulus ir prakaito liaukas 2) judéti
per tarpus tarp lgsteliy 3) judéti per epidermio Igsteliy vidy. Kokiu keliu skverbsis medziaga priklauso
nuo jos fizikocheminiy savybiy. Vienu metu gali bati panaudoti ir keli skirtingi keliai. Kadangi
plauky folikulai ir prakaito liaukos sudaro tik apie 0,1 % odos pavirsiaus struktaros, Siuo keliu
transportuojama ir itin mazas kiekis molekuliy, todél dazniausi medziagy judéjimo keliai yra per arba

pro epitelines lasteles [46].

Oda yra gerokai sudétingesné sistema nei poringa, pusiau pralaidi membranam kuri naudojama in
vitro tyrimy metu, todél gauti geri veikliyjy medziagy atpalaidavimo in vitro rezultatai i$ hidrofiliniy
pagrindy, daznai nesutampa su skvarbos j odg tyrimy rezultatais [10]. Skvarba i$ emulsijy ar vien tik
i§ hidrofobinio pagrindo daznai biina geresné nei i§ pagrindy su hidrofilinémis medziagomis [47].
Esming jtaka skvarbos | odg rezultatams daro virSutinis raginis epidermio sluoksnis, sudarytas i§
keratinocity, kuriy pagrindinis komponentas yra vandeniui nelaidzios o-keratino skaidulos [46].
Hidrofilinéms medziagoms skverbtis pro §j sluoksnj yra itin sudétinga, todél svarbu, jog vaisto
pagrinde buty medziagy, gebaciy tirpinti aktyvigsias medziagas, hidratuoti raginj epidermio sluoksnj,
ar ardyti Sio sluoksnio lipidinius darinius ir taip gerinti medziagy skvarba. Iveikus raginj sluoksnj
aktyvioji medziaga jau gali judéti i gilesnius epidermio ir dermos sluoksnius, kuriuose atsparumas
poliniy medziagy skvarbai jau gerokai maZzesnis. Pasiekusiuos derma, kurig sudaro jungiamasis
audinys, limfos ir kraujotakos sistema, medziagos patenka j krauja ir gali judéti po visg organizma
[10, 46].

Ypac svarbu, jog veiklioji medZiaga biity tirpi vaisto pagrinde, todél daugelyje tyrimy pranaSuma turi
emulsinés sistemos, kuriose yra ir hidrofiliniy ir lipofiliniy medZiagy, todél padidéja skirtingomis
cheminémis savybémis pasizyminéiy junginiy jterpimo galimybé. Be to, emulsikliai gali veikti ne tik
kaip tirpikliai, bet ir kaip skvarba pro raginj sluoksnj skatinantys junginiai [47]. Visgi Australijos
tyréjy darbe nustatyta, jog modeliuoto kremo sudétyje naudoti emulsikliai terpenus sulaike
suformuotose micelése, ir tirty terpeny skvarba gerokai efektyvesné buvo i$ hidrogeliy nei kremy
[49]. Saveikos tarp medziagy vaisto formoje nulemia aktyvyjy medziagy skvarbos greitj. IS to paties
pagrindo vienos medZziagos gali biiti atpalaiduojamos itin gerai, o kity medziagy atpalaidavimas dél
tam tikry saveiky gali ir nejvykti, todél modeliuojant nauja pusiau kietg vaisto forma yra butina atlikti
tiek atpalaidavimo, tiek svarbos j odg tyrimus [10].
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1.5. Modeliuojamy pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktais komponentai

Biciy vaskas. Tai bi¢iy gaminamas produktas, jo sudétyje yra nustatomi angliavandeniliai, laisvosios
riebaly riigStys, monoesteriai, diesteriai, triesteriai, hidroksimetilo esteriai, riebiyjy rugsciy
poliesteriai [50, 51]. Taip pat bi¢iy vaskas yra vitamino A $altinis. Sis vitaminas skatina Zaizdy
gyjima, slopina uzdegima, apsaugo lasteles nuo UV spinduliy [50]. Bi¢iy vasko lydymosi temperatiira
yra apie 60 °C, jis néra tirpus vandenyje, glicerolyje [52]. Bi¢iy vaSkas daznai naudojams
muodeliuojant pusiau kietas vaisto formas, nes dél savo stipriy hidrofobiniy savybiy sudaro apsaugine
plévele ant odos, todél oda nedziiista, ir taip pat yra maitinama. Kita naudinga biciy vasko savybé,

jog jis veikia kaip emulsiklis, tir§tina jvairius aliejus [53, 50].

Saltalankiy aliejus. Sis aliejus ekstrahuojamas i3 $altalakiy uogy bei sékly, jame gausu naudingy
medziagy. Saltankiy aliejaus sudétyje nustatoma palmitolio riigitis (omega-7), gama-linoleno
(omega-6) riigstis. Sios riigstys ypa¢ svarbios odai regenetuoti. Taip pat Saltalankiy aliejuje nustatomi
vitaminai A, C, E, karotenoidai, organinés ir amino rtgstys, fenoliniai junginiai, kurie lemia
antioksidacinj aliejaus aktyvumg. Aliejus yra tinkamas pazeistai odai gydyti, naudingas stabdant
uzdegimg, dermatitg, egzema, taip pat apsaugo nuo aplinkos poveikio, mazina strazdany ir rauksliy
kiekj. Saltalankiy aliejus gerina kraujo apytaka, detoksikuoja. I§ $altalankiy aliejaus gilyn j derma
patekusi gama-linoleno rtigstis virsta j prostaglandinus, todél organizmas apsaugomas nuo infekcijy,

malSinamas uzdegimas, kar§¢iavimas, senéjimo procesai [54, 55, 56].

Saulégrazy aliejus. Tai skaidrus, geltonas, natiiralus aliejus, i$gaunamas i3 sauléegrazy sékly. Sio
alicjaus sudétyje gausu palmitino, stearino, oleino (omega-9), gama-linoleno (omega-6) ragsciy.
Svarbu, jog tai vienas i$ daugiausiai polinesociyjy rugsciy turinciy aliejy. Squlégrazy aliejuje gausu
vitamino E, taip pat tokiy elementy kaip selenas, cinkas, geleZzis [57]. D¢l savo chemineés
kompozicijos squlégrazy aliejus naudojamas sudirgusiai odai minkstinti ir maitinti, Zaizdoms gydyti,
taip pat Sis aliejus pasizymi antioksidacinémis, antimikrobinémis ir uzdegimg slopinan¢iomis

savybémis [57,58].

Baltasis vazelinas. Tai i$ naftos i$gauta, minksta medziaga, kuri sudaryta i$ jvairiy angliavandeniliy.
Medicinoje naudojamo vazelino spalva yra balta. Si medziaga netirpi vandenyje, tirpsta tik tam
tikruose organiniuose tirpikliuose: eteryje, chloroforme [59]. Baltasis vazelinas naudojamas tepaly,
kremy gamyboje. Tai viena i§ dazniausiy medziagy, naudojamy gaminant hidrofobinius pagrindus.
Vazelinas labai gerai apsaugo odg nuo vandens netekimo, ta¢iau atpalaiduoty junginiy kiekis i §io

pagrindo jprastai nebiina itin didelis [10].
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,,Basalis Clinic*. Tai LSMU vaistinés sukurtas produktas. Sudétyje nurodomi tokie junginiai: vanduo,
skystas parafinas, vazelinas, stearino rugstis, glicerolio monostearatas, karbomeras, trolaminas,
fenoksietanolis. Kremas skirtas odai maitinti ir drékinti, tinka vartoti su gydomaisiais tepalais ir
kremais [60].

Karbomeras 940. Tai baltos spalvos, sintetinis poliakrilo rigsties polimeras. ISbrinkintas vandenyje
Sis karbomeras sukuria zema pH reikSme, kuri véliau padidinama neutralizavus riigst] pasirinktu
sarmu. Karbomeras itin efektyviai kei¢ia sistemos reologines savybes, nes didina klampa, taciau ant
odos nesukuria sunkumo ir lipnumo jausmo [5]. Dazniausiai $is komponentas naudojamas jvairiems
geliams, kremams, Sampinams, plauky kondicionieriams, dezifenkuojantiems geliams, kiino

prausikliams gaminti [61].

Pionier KWH. Tai pagrindas naudojamas v/a kremy gamyboje. Sis pagrindas sudarytas i§ skystojo
parafino, polietileno ir izopropilo palmitato [62], kuris itin efektyviai minkstina oda [63]. Dél didelio

kiekio hidrofobiniy medZziagy $is pagrindas tinka sausai odai gydyti [62].

Bevandenis lanolinas. Tai iSvalytas, natiiralts, i§ aviy vilnos riebaly iSgautas produktas. Lanolinas
sudaro 10 % — 25 % avies vilnos svorio. Mazdaug 87 % lanolino sudaro didelés molekulinés masés
esteriai, likusig dalj sudaro alifatiniai alkoholiai, steroliai, riebaly riigStys ir angliavandeniai. Dél
didelio kiekio esteriy lanolinas dazniau apibtidinamas kaip vaskas. Tai specifinio kvapo, labai klampi,
geltonos spalvos medziaga, kurios lydymosi temperatiira apie 40 °C. Lanolinas kremy ir tepaly
gamyboje naudojamas kaip emulsiklis, itin gerai minkstina oda, todél tinka naudoti triikkinéjanciai,

Serpetojanciai ir jautriai odai gydyti [64].

Stearilo alkoholis. Kieta, balta, silpnu kvapu pasizyminti medziaga. Jos lydymosi temperatiira yra
apie 60 °C. Sis komponentas kosmetikoje naudojamas kaip emulsiklis, tirstiklis, kuris apsaugo nuo
puty susidarymo. Stearilo alkoholis yra sintezuojamas i$ stearino riigSties. Komponentas naudojamas

kuriant plauky kondicionierius ir odg drékinancius ar valan¢ius produktus [65, 66].

1.6. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Propolis dél sudétyje esanciy naudingy junginiy, tokiy kaip fenolinés rugstys, flavonoidai ir
mineralai, yra itin tinkamas gydyti jvairias ligas. Propolis pasizymi jvairiomis naudingomis
savybémis: antioksidacinémis, antimikrobinémis, uzdegima slopinanciomis. Siekiant pagerinti odos
bei gleiviniy biikle, kuriamos jvairios pusiau kietos vaisto formos, kurios sékmingai gali paveikti
pazeistas vietas. Tam, kad biity uztikrinamas medziagy atpalaidavimas ir skvarba j oda, svarbu
parinkti tinkamg modeliuojamo vaisto pagrindg ir papildomas medziagas. Atsizvelgiant j naudojamo
pagrindo savybes, pusiau kietos vaisto formos gali biti hidrofilinés arba hidrofobinés, o jei vaisto
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formos pagrindg sudaro tiek hidrofiliniai, tiek lipofiliniai komponentai, tokia sistema vadinama
emulsine. Junginiai pusiau kietoje vaisto formoje, priklausomai nuo cheminiy savybiy, tarpusavyje
sgveikauja, todél is to paties pagrindo vienos medziagos gali atsipalaiduoti ir skverbtis i odg itin gerai,
o kity medziagy atpalaidavimas gali buti itin ribotas. D¢l Sios priezasties sumodeliavus stabilig pusiau
kietg vaisto forma butini kokybés tyrimai. Atpalaidavimo tyrimai in vitro yra patys pirmieji atliekami
tyrimai, ir jy rezultatai parodo ar veiklioji medziaga gali judéti ir difunduoti i§ sumodeliuotos
sistemos, ta¢iau Sie rezultatai neparodo ar medziaga skverbsis j odg. Tam, kad bty galima suzinoti

kaip sistema veiks odos sluoksnius reikalingi ir svarbas in vivo arba ex vivo tyrimai.
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2. Tyrimo metodika ir metodai
2.1. Tyrimo objektas, naudotos medziagos ir jranga

Tyrimo objektas

Suformuluotos puskietés vaisto formos su tir§tuoju propolio ekstraktu (tepalai, kremai) ir propolio

etanoliniu ekstraktu (gelis).

Naudotos medziagos ir reagentai

Propolio zaliava i8 bitininko J. Aguonio, Lazdijy raj., Lietuva

Biciy vaskas i§ UAB ,,Biciy korys*, Vilnius, Lietuva

Vanilo riigstis > 98 % 1§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Kavos rtigstis > 98 % i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija
Vanilinas > 99 %. i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Kumaro ragstis > 98 % i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Ferulo rugstis > 99 % i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Etanolis (96,3 %) i§ AB ,,Stumbras*, Kaunas, Lictuva

Folin-Ciocalteu‘s reagentas i$ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija
Natrio karbonatas, Na2CO3 i§ Sigma-Aldrich, Saint Luisas, JAV

Acetonitrilas > 99,9 % grynumo i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija
Acto rugstis > 99,9 % grynumo i$ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija
Baltasis vazelinas i§ Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Bevandenis lanolinas i§ CPC W. M. GmbH, Saksamaa-Tootja, VVokietija

Karbomeras 980 i§ Lubrizol, Ohajo valstija, JAV

Metanolis 99,9 % is HPLC Roth, Vokietija

Natrio hidroksidas, NaOH i3 Erba Lachema, Cekija

2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas DPPH — Sigma-Aldrich, VVokietija
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Saltalankiy aliejus i§ Kauno Technologijos Universiteto, Maisto mokslo ir technologijos katedros,

Kaunas, Lietuva

,,Basalis Clinic* kremas i§ Lietuvos Sveikatos Moksly Universiteto vaistinés, Kaunas, Lietuva
Pionier KWH-soft i§ Hansen & Rosentha, Vokietija

Pionier KWH 2020 emulsiklis is Hansen & Rosentha, Vokietija

Stearilo alkoholis i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Saulégrazy aliejus i§ Sigma — Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija

Naudota jranga

Kapiliarinis skyséiy chromatografas — Agilent Infinity 1260 Capillary LC — DAD, Agilent
technologies®, JAV

pHmetras — ph-meter 766 su elektrodu Knick SE 104 N, Knick Elektronische Mefigerdte GmbH &
Co, Vokietija

Spektrofotometras — Agilent 8453 UV-Vis, Agilent Technologies, JAV
Reometras — Anton Paar® GmbH, Modular Compact Rheometer, MCR 102, Austrija
Svarstyklés — Scaltec SBC 31, Scaltec Instruments GmbH, Vokietija

Magnetiné mai$yklé su kaitinamuoju pavirSiumi — IKAMAG C-MAG HS7, IKA-Werke GmbH &
Co. KG, Vokietija

Celiuliozinés dializés membranos — Cuprophan®, Medicell International Ltd., Londonas, DidZioji

Britanija

Cirkuliaciné vandens vonelé su termostatu — Grant GD120, Grant Instruments Ltd., Kembridzas,

Didzioji Britanija
Peristaltinis siurblys su daugiakanale siurblio galva — Cole-Parmer Instrument Co., llinojus, JAV

Ultragarso vonelé — DT 156, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlynas, Vokietija
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2.2. Pusiau Kiety vaisto formy su propolio ekstraktais gamybos technologija

2.2.1. Propolio etanolinio ekstrakto gamyba

Kaip geriausias ekstrahentas naudojamas 70 % etanolis [31]. Propolio etanoliné iStrauka gaminama
santykiu 1:10. 2,5 g sausos, susmulkintos propolio zaliavos uzpilama 70 % etanoliu iki 25 ml bendro
tirio ir 7 dienoms palieckama maceruotis kambario temperatiiroje. Po savaités iStrauka filtruojama
naudojant popieriaus filtrg, filtratas supilamas j tamsaus stiklo talpykle ir laikomas sandariai
uzdarytas.

2.2.2. TirStojo propolio ekstrakto gamyba

Santykiu 1:1 pagaminama propolio etanoliné iStrauka, kaip ekstrahentas naudojamas 70 % etanolis.
50 g sausos, susmulkintos propolio zaliavos uzpilama 70 % etanoliu iki 100 ml bendro tirio ir 7
dienoms paliekama maceruotis kambario temperattroje. Po savaités iStrauka filtruojama naudojant
popieriaus filtra, gautas ekstraktas garinamas ant vandens vonelés iki tir§tos, klampios masés, kuri

talpinama j tamsaus stiklo sandary buteliuka.

2.3. Propolio ekstrakty kokybés vertinimas

2.3.1. Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas propolio ekstraktuose

Bendras fenoliniy junginiy kiekis tirStajame ir etanoliniame propolio ekstraktuose nustatytas atliekant
spalving reakcijg su Folin — Ciocalteu reagentu ir iSmatuojant absorbcija po reakcijos. TirStasis
propolio ekstraktas skiedziamas 70 % etanoliu santykiu 1:100, etanolinis propolio ekstraktas
skiedziamas 70 % etanoliu santykiu 1:50. Reakcija vykdoma 10 ml kolbutéje. Reakcijos eiga: jpilama
3 ml distiliuoto vandens, jpilama 1 ml tiriamojo tirpalo ir 1,5 ml 20 % vandeninio natrio karbonato
tirpalo. Praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 10 ml. MiSinys gerai supurtomas ir palickamas
tamsoje. Po 30 minuciy spektrofotometru (Agilent 8453 UV-Vis, Agilent Technologies, JAV)
absorbcija iSmatuojama 765 nm bangos ilgyje. Bendras fenoliniy junginiy kiekis skai¢iuojamas pagal
sudaryta p-kumaro raigsties kalibracinj grafikg (nuo 20 iki 140 pg/ml) ir iSreiSkiamas p-kumaro
ragsties ekvivalentu mg/g [67]. Atliekami 3 matavimo pakartojimai, apskai¢iuojamas aritmetinis

vidurkis ir standartinis nuokrypis (SD).
2.3.2. Propolio ekstrakty analizé efektyviosios skys¢iu chromatografijos metodu

Pirmiausiai gaminami analizei reikalingi tirstojo ir etanolinio propolio ekstrakty etanoliniai tirpalai.
Tirstasis propolio ekstraktas skiedziamas 70 % etanoliu santykiu 1:500, o etanolinis propolio
ekstraktas skiedziamas 70 % etanoliu santykiu 1:300. Tiek tirstojo, tiek etanolinio propolio ekstrakty

kokybinei ir kiekybinei analizei atlikti naudojamas kapiliarinis skys¢iy chromatografas (Agilent
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Infinity 1260 Capillary LC-DAD, Agilent technologies®, JAV) su diody matricos detektoriumi.
Analizuojamiems fenoliniams junginiams atskirti naudojama ACE C18 kolonélé (150 x 0,5 mm, 5
um dydzio dalelés) su prieskolone ACE C18 (5 um). Judrioji fazé susideda i$ 0,5 % acto riigsties
vandeninio tirpalo (eliuentas A) bei acetonitrilo (eliuentas B). Fenoliniy junginiy nustatymas atliktas
prie 290 nm bangos ilgio. Visi méginiai prie§ analize filtruoti naudojant nailoninius membraninius
svirksty filtrus, kuriy pory dydis yra 0,2 um (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Vokietija)
[67].

2.3.3. Antioksidacinis propolio ekstrakto aktyvumas

Tir$tojo propolio ekstrakto, Saltalankiy aliejaus ir $iy dviejy komponenty miSinio antioksidacinis
aktyvumas nustatytas panaudojant DPPHe radikalo sujungimo metodg [70, 71]. Nustatoma, kiek
procenty DPPHe radikalo yra inaktyvuojama dél antioksidacinj poveikj turin¢iy medziagy, esanciy
pasirinktuose méginiuose. Propolio ekstraktas ir Saltalankiy aliejus iStirpinami pasirinktame
vienodame 96 % etanolio kiekyje. 1 cm kiuvetése po 0,1 ml $iy tirpaly sumaisoma su 2,8 ml 0,1 mM
etanolinio DPPH- tirpalo. Trecioji kiuveté uzpildoma 0,1 ml propolio ir 0,1 ml saltalankiy aliejaus
etanoliniy tirpaly ir pripildoma 2,8 ml 0,1 mM etanolinio DPPH- tirpalo. Visi méginiai paliekami
tamsoje ir po 30 min. spektrofotometru (Agilent 8453 UV-Vis, Agilent Technologies, JAV)
matuojamas absorbcijos sumazéjimas prie 518 nm bangos ilgio. Kaip palyginamasis tirpalas
naudojamas 96 % etanolis. Inaktyvuoto DPPHe radikalo kiekis procentais apskai¢iuojamas pagal
formulg:

DPPHinaktyv.% = ((A0-A1)/A0)x100, kai A0 — tus¢iojo bandinio absorbcija (t=0 min.), A1 —bandinio
su tiriamuoju méginiu absorbcija (t=30 min.).

Matavimai atlikti 3 kartus, apskaiciuotas aritmetinis vidurkis ir SD.
2.3.4. PrieSgrybelinis ir antibakterinis propolio ekstrakto aktyvumai

Kokybinis bakterijy jautrumo/atsparumo tyrimas atliktas naudojant etalonines mikroorganizmy
kultaras: Microsporum canis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa.

I bakterijy suspensijas jmerkiamas medvilninis tamponas ant kojelés (FL medical, Italija) ir bakterijos
tolygiai paskleidziamos ant Miulerio-Hintono (Liofilchem, Italija) terpés pavirSiaus. Microsporum
canis grybelis analogiskai séjamas ant Saburo (Liofilchem, Italija) terpés [72]. Kiekvienoje Petri
léksteléje vienodu, 6 cm atstumu, padaromi 6 Sulinéliai. | paruosStus Sulinélius jdedama po 0,5 g
propolio ekstrakto, taip pat teigiamos ir neigiamos kontrolés méginiai. Kaip neigiama kontrolé tyrime

naudojamas 70 % etanolis, Kkaip teigiama kontrolé lékstelése su grybeliu naudojamas terbinafino
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hidrochlorido 0,5 % kremas, o0 lékstelése su bakterijy padermémis — chlorheksidino 0,02 % tirpalas.

Kiekviena tiriamoji medziaga 1ékstelése talpinama j du Sulinélius.

Paruostos Petri 1ékstelés su bakterijomis termostate (Memert,Vokietija) kultivuojamos 24 valandas
36,5 °C temperatiiroje, o Petri 1¢kstelés su grybeliu kultivuojamos 25 °C temperatiiroje. Po
kultivavimo atlickama rezultaty analizé, matuojamas susidariusiy skaidriy zony dydis (mm). Kuo
didesné skaidri zona susidaro aplink tiriamg medziaga, tuo geresnis Sios medziagos antimikrobinis

aktyvumas.

2.4. Pusiau Kkiety vaisto formy su propolio ekstraktais modeliavimas

2.4.1. Tepaly su tirStuoju propolio ekstraktu modeliavimas

Sumodeliuotos trys tepaly formuluotés (T-1, T-2, T-3) su tirStuoju propolio ekstraktu. | pasirinkta
riebigjg fazg (baltajj vazeling) jterpiami skirtingi propolio ekstrakto kiekiai (2 %, 3 %, 4 %) [67].
Siekiant nustatyti lanolino jtaka pusiau kietoms farmacinéms formoms, buvo suformuluoti T-4, T-5,
T-6 tepalai, j kuriuos papildomai jterpta 1 % lanolino.

Kitas tepaly gamybai naudotas pagrindas suformuluotas i§ natiiralaus bi¢iy vasko ir saulégrazy
aliejaus [50, 68].

T-1-T-6 tepalai gaminami pasvérus nustatytus kiekius reikalingy medziagy, ir véliau griistuvéje visas
Sias medziagas sumaisant iki vienalytés maseés.

Modeliuojant T-7, T-8, T-9 tepalus, biciy vaskas pirmiausiai lydomas porcelianinéje leksteléje ant
vandens gary vonelés, palaipsniui pilamas pasildytas saulégrazy aliejus. Sie du komponentai §ildomi
ir maiSomi iki vienalytés masés, kuri palickama atvésti. | jau atvésusig masg¢ jterpiami atitinkami
kiekiai (2 %, 3 %, 4 %) tirstojo propolio ekstrakto, maiSoma iki vienalytés masés.

Visi pagaminti tepalai patalpinami j sandarias talpykles ir laikomi kambario temperattiroje. Tepaly

sudeétys nurodytos 1 lenteléje.

1 lentelé. Tepaly su tirStuoju propolio ekstraktu sudétys

I gr. TEPALAI

Tepalo | Tirstas Vazelinas, | Lanolinas, | Bi¢iu | Saulégrazy
Nr. propolio % % vaskas, | aliejus, %
ekstraktas, %
%
T-1 2 98 - - -
T-2 3 97 - - -
T-3 4 96 - - -
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T-4 2 97 - -
T-5 3 96 1 - -
T-6 4 95 1 ; :
T-7 2 - 9.1 88,9
T-8 3 - 9 88
T-9 4 - 8,9 87,1

Il gr. KREMAI

Kremo Nr.

K-1

K-2

K-3

Kremy kompozicijy sudétys nurodytos 2 lentel¢je.

2.4.2. Kremu su tir§tuoju propolio ekstraktu modeliavimas

Suformuluotos jvairios kremy kompozicijos naudojant skirtingas riebalines fazes. Naudotas baltasis
vazelinas, Pionier KWH-soft, saulégrazy aliejus. Taip pat panaudoti skirtingi emulsikliai: stearilo
alkoholis, emulsiklis Pionier KW 2020, lanolinas. Kaip vandeniné fazé naudotas iSgrynintas vanduo.

Kita dalis kremy formuluoti veikliagja medziagg jterpiant | LSMU vaistinés kremg ,,Basalis Clinic*.

2 lentelé. Kremy su tir$tuoju propolio ekstraktu sudétys

K-4

K-5

K-6

K-7

K-8

K-9

Tirstas
propolio
ekstr., %

Vanduo, %

27

27

27

10

10

10

Vazelinas,
%

43

42

41

Stearilo alk.,
%

20

20

20

Saulégrazy

al., %

Pionier
KWH-soft,
%

88

87

86
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Emulsiklis - - - Keli | Keli | Keli | - - -

Pionier KW- lasai | lasai | laSai

2020

Lanolinas, - - - - - - 1 1 1

%

Basalis - - - - - - 97 96 95
Clinic, %

Pries gaminant K-1, K-2, K-3 kremus pasveriamas nustatytas vazelino ir stearilo alkoholio kiekis.
Sios dvi medziagos i§lydomos porcelianinéje léksteléje ant vandens gary vonelés iki vientisos masés.
I §iag mase maiSant jterpiamas paSildytas saulégrazy aliejus, véliau 1étai maiSant jpilamas nustatytas
kiekis vandens. | gautg mase jterpiamas tirStas propolio ekstraktas. MaiSoma kol susidaro vienalyté,

puri mase.

Pries gaminant K-4, K-5, K-6 kremus pasveriamas reikiamas Pionier KWH kiekis. Medziaga jdedama
] grustuve, jpilamas nustatytas kiekis vandens ir jlasinami keli lasai emulsiklio Pionier KW-2020.

Maisoma kol gaunama vienalyté masé, j kurig jterpiamas tirStas propolio ekstraktas.

Prie§ gaminant K-7, K-8, K-9 kremus pasveriamas reikiamas Kiekis ,,Basalis Clinic*“ kremo.

Griistuvéje jis sumaiSomas su lanolinu ir jterpiamas nustatytas kiekis tirStojo propolio ekstrakto.
2.4.3. Geliy su etanoliniu propolio ekstraktu modeliavimas

Gaminami geliai, kuriy pagrindas sudaromas i§ atitinkamy koncentracijy (0,5 % ir 1 %) karbomero
milteliy, kurie iSbrinkinami i$grynintame vandenyje. | sudaryta dispersing sistema jterpiamas
atitinkamas kiekis etanolinio propolio ekstrakto (1 %, 2 %, 4 %), lasinamas 10 % NaOH tirpalas ir
maiSoma kol sistema gelifikuojasi [69]. Geliy sudétys pateiktos 3 lentel¢je. Gauti karbomero geliai

laikomi sandarioje talpykléje, kambario temperatiroje.

3 lentelé. Geliy su etanoliniy propolio ekstraktu sudétys

111 gr. GELIAI

Gelio Nr. Vanduo, % Karbomeras, Etanolinis
% propolio
ekstraktas, %
G-1 98,5 0,5 1 Keli lasai
G-2 97,5 0,5 2 Keli lasai
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G-3 95,5 0,5 4 Keli lasai
G-4 98 1 1 Keli lasai
G-5 97 1 2 Keli lasai
G-6 95 1 4 Keli lasai

2.5. Pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktais kokybés vertinimas

2.5.1. Pusiau kiety vaisto formy pH ir reologiniy savybiy vertinimas

Visy pusiau kiety vaisto formuluociy (tepaly, kremy, gelio) pH reik§mé nustatyta pH-metru (pH-
meter 766 su elektrodu Knick SE 104 N, Knick Elektronische Mefigerdte GmbH & Co, Vokietija)
kambario temperatiiroje. Kiekvienos vaisto formuluotés pH reikSmés matavimai atlikti 3 kartus,
apskaiciuotas aritmetinis vidurkis ir SD.

Pusiau kiety vaisto formy reologinés savybeés vertintos reometru (Anfon Paar® GmbH, Modular
Compact Rheometer, MCR 102, Austrija). Naudotas matematinis power low slope modelis ir
nustatytas kiekvienos pusiau kietos vaisto formos klampumo koeficentas (K, Pa-s"), taip pat ir takumo
indeksas (n). Naudoti trys temperatiiriniai rézimai: 20 °C, 32 °C ir 37 °C. Kiekvienos formuluotés

reologiniai matavimai atlikti 3 kartus, i§vestas aritmetinis vidurkis ir apskai¢iuotas SD.

2.5.2. Fenoliniy junginiy atpalaidavimas i$ pusiau kiety vaisto formy in vitro

Fenoliniy junginiy atpalaidavimo matavimai atlikti naudojant modifikuotas Franz difuzinés celes [73,
74, 75]. Kaip akceptoriné terpé naudotas iSgrynintas vanduo (20 ml). Donoriné fazé — sumodeliuotos
pusiau kietos vaisto formos (~1 g). PrieS eksperimentg celiuliozinés dializés membranos
(Cuprophan®, Medicell International Ltd., Londonas, Didzioji Britanija) pamerkiamos j distiliuotg
vanden] ir laitkomos 12 valandy. Po 12 valandy donoriné faz¢ talpinama j cilindra, kurio atvirasis
galas atsargiai uzdengiamas paruosta celiuliozine membrana ir sutvirtinamas gumelémis. Sukiiriamas
difuzijos plotas celéje yra lygus 1,77 cm? Donoriné fazé su membrana merkiama j akeptoring terpe,
kuri yra maiSoma ir joje pastoviai palaikoma 32+0,1 °C temperatiira. Temperattrai palaikyti
naudojama magnetiné maiSyklé su kaitinimo jranga (IKA® C-MAG HS 7, IKA®-Werke GmbH & Co.
KG, Vokietija). Po 1 val., 2 val., 4 val. ir 6 val. paimama po 1 ml akceptorinés terpés, 0 atgal po
kiekvieno émimo jpilama po 1 ml Sviezios terpés [67]. Tiriamosios akceptorinés terpés méginiuose
nustatomas atpalaiduotas bendras fenoliniy junginiy kiekis naudojant spektrofotometrijos metoda

aprasyta 2.3.1 skyriuje. Po 6 val. akceptoringje terpéje esanciy fenoliniy junginiy analizé¢ vykdoma ir
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efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodu apraSytu 2.3.2 skyriuje. Matavimai atlieckami

3 kartus, apskai¢iuojamas aritmetinis vidurkis ir SD
2.5.3. Fenoliniy junginiy skvarbos j oda tyrimai ex vivo

Fenoliniy junginiy skvarbos | oda tyrimai atlikti naudojant Bronaugh pratakias difuzines celes.
Pirmiausiai ex vivo tyrimams paruoSiama zmogaus oda, kuri gaunama po plastiniy operacijy ir iki
tyrimo laikoma saldiklyje. Oda atSildoma, jvertinama jos buklé, pazeidimai, paSalinami riebaly
likug¢iai ir tik tada oda sukarpoma ir patalpinama j 0,64 cm? ploto celes. Paruostos difuzinés celés
dedamos ant 37 °C temperatiiros metalinio bloko. Temperatiira palaikoma naudojat cirkuliacing
vandens vonele su termostatu (Grant GDI120, Grant Instruments Ltd., Kembridzas, Didzioji
Britanija). | celes talpinama ~150 mg donorinés fazés (pusiau kietos vaisto formos). Akceptoriné
terpé, kuri sudaryta i§ 0,9 % natrio chlorido ir 0,005 % natrio azido tirpalo, cirkuliuoja 0,6 ml/min
greic¢iu. Cirkuliacijai uztikrinti naudotas peristaltinis siurblys su daugiakanale siurblio galva (Cole-
Parmer Instrument Co., Ilinojus, JAV). Po 24 valandy donoriné fazé paSalinama nuo odos, o oda ne
maziau Kaip 3 kartus plaunama su 96,3 % etanoliu ir su 0,9 % NacCl tirpalu. Po odos plovimo “sauso
kar§¢io® metodu derma atskiriama nuo epidermio. Oda i§ epidermio pusés 1-2 sekundes palaikoma
prie jkaitinto metalinio instrumento, o tada epidermis nuo dermos atskiriamas naudojant pinceta ir
sluoksniai patalpinami j skirtingus Ependorfo mégintuvélius. Dermos ir epidermio sluoksniy
ekstrakcija vykdoma 30 min. ultragarso voneléje (DT 156, Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlynas, Vokietija). Kaip ekstahentas naudojamas metanolio ir vandens miginys (1 ml). Sis misinys
paruostas sumaiSius komponentus santykiu 1:1. Po ekstrakcijos odos likuc¢iai i§ mégintuvéliy
pasalinami, o tirpalai filtruojami pro nailoninius membraninius $virksty filtrus (Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Goettingen, Vokietija) [67]. Tirpalai analizuojami ESC metodu, kuris placiau

aprasytas 2.3.2 skyriuje. Matavimai atliekami 3 kartus, apskai¢iuojamas aritmetinis vidurkis ir SD.

2.6. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢é atlikta naudojant MS Excel 2016 (Microsoft, JAV) ir SPSS 22 (IBM SPSS
Inc., Chicago, IL) statistines programas. Visi matavimai atlikti po 3 kartus. Kiekybiniai duomenys
vertinti remiantis aritmetiniu vidurkiu, standartiniu nuokrypiu (SD). Rezultaty skirtumai buvo

laikomi statistiSkai reik§mingais, jei p<0,05.
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3. Rezultatai

3.1. Tirstojo ir etanolinio propolio ekstrakty kokybinis vertinimas

3.1.1. Bendras fenoliniy junginiy Kiekis tir§tajame ir etanoliniame propolio ekstraktuose
Bendras fenoliniy junginiy kiekis tirStajame propolio ekstrakte ir etanolingje propolio istraukoje

nustatytas spektrofotometrijos biidu. Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreikStas p-kumaro rugsties,

kuri propolyje yra viena i§ dominuojanéiy [76, 77], ekvivalentu mg/g (zr. 5 pav.)

p-kumaro r. ekvivalentas, mg/g
N w Y (O] [e2) ~
o o o o o o

=
o

o

Tirstas propolio Etanoliné
ekstraktas propolio istrauka

5 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreikstas p-kumaro r. mg/g ekvivalentu

Gauti rezultatai parodé, jog tirStajame propolio ekstrakte bendras fenoliniy junginiy kiekis yra 35,92
% didesnis nei etanolinéje istraukoje, ir §is junginiy kiekio skirtumas nustatytas kaip statistiskai
reik§mingas (p<0,05). D¢l Sios priezasties tik geliy gamybai naudoti pasirinkta etanoliné propolio
iStrauka. Kremy ir tepaly formuluoc¢iy kompozicijos pasirinktos tokios, kuriose naudotinas tirStas

propolio ekstraktas.

3.1.2. Fenoliniy junginiy nustatymas tirStajame ir etanoliniame propolio ekstraktuose

efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu

Nustacius bendrg fenoliniy junginiy kiekj, tikslinga jvertinti ir konkre¢iy fenoliniy komponenty kiekj
etanoliniame ir tirStajame propolio ekstraktuose. ESC metodu nustatytos vienos i§ dazniausiai
propolyje aptinkamy fenoliniy rtigs¢iy: p-kumaro, ferulo, kavos ir vanilino [78, 79, 80]. Taip pat
nustatytas ir vanilinas, kuris remiantis literatiira, propolyje yra nustatomas gausiai [80, 81, 82].
Nustatyti fenoliniy junginiy kiekiai tirStajame propolio ekstrakte pateikti 6 paveiksle.
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Vanilor. p-Kumaror. Kavosr. Ferulor. Vanilinas

Fenoliniy junginiy kiekis, mg/ml

6 pav. Fenoliniai junginiai tirStajame propolio ekstrakte (mg/ml)

Nustatyta, jog propolyje dominuojanti yra p-kumaro riigstis. Jos kiekis sudaré 36,90+0,64 % visy
fenoliniy junginiy kiekio. Tokie rezultatai, jog daugiausiai propolyje yra biitent p-kumaro rtgsties,
sutampa ir su Kity tyréjy tyrimy duomenimis [77, 79]. Antroji pagal kiekj nustatyta riigstis yra ferulo
(27,55+0,02 %), o treciasis komponentas — vanilinas (20,12+0,4 %). Tai, jog ferulo rigsties kiekis
propolyje yra didesnis nei vanilino aprasoma ir kity tyréjy darbuose [80, 83], taciau Ivanauskas L.,
Jakstas V. ir kt. [81] savo darbe, atvirks¢iai, nustaté vanilino dominavima prie§ ferulo ragstj. IS 6 pav.
matome, jog vanilo ragsties kiekis propolyje yra Zenkliai didesnis nei kavos riigsties, atitinkamai
buvo nustatyta 13,42+0,57 % ir tik 2,01+0,41 % $iy rtgsciy. Visgi kity mokslininky tyrimuose kavos
rugsties propolio ekstrakte buvo daugiau nei vanilo ruigsties [81, 84]. Tokie skirtumai gali atsirasti
del skirtingy propolio surinkimo viety, taip pat dél to, jog propolis iSgautas i§ skirtingy augaly rusiy
[3, 23].

Vanilo, p-kumaro, ferulo, kavos rugs¢iy bei vanilino kiekiai ESC metodu nustatyti ir etanoliniame

propolio ekstrakte, o gauti duomenys pateikti 7 paveiksle.
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7 pav. Fenoliniai junginiai etanoliniame propolio ekstrakte (mg/ml)

Etanoliniame propolio ekstrakte, kaip ir tirStajame, junginiai pagal nustatyta kiekj iSsidésté ta pacia
tvarka. Daugiausiai, 34,05+1,5 %, nustatyta p-kumaro riigsties, ferulo rtigsties etanoliniame propolio
ekstrakte nustatyta 28,04+1,23 %, vanilino — 19,94+1,36 %, vanilo ragsties — 14,46+0,94 %, o kavos
rugsties — 0,128+0,31 %.

3.1.3. Antioksidacinis propolio ekstrakto aktyvumas

Propolis pasizymi antioksidacinémis savybémis, taCiau norint efektyviai gydyti pazeista oda,
tikslinga vaisto sudétj tobulinti ir papildomai jterpti medziagy didinanc¢iy antioksidacinj aktyvumag
[24]. Saltalankiy aliejus taip pat pasizymi antioksidaciniu aktyvumu [85], todél naudinga nustatyti, ar
] pusiau kietas vaisto formas su propoliu verta papildomai jterpti ir Saltalankiy aliejy. ISmatuotas
propolio ekstrakto, Saltalankiy aliejaus ir §iy dviejy komponenty misinio antioksidacinis aktyvumas,

rezultatai pateikti 8 pav.
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8 pav. Propolio ir Saltalankiy aliejaus antioksidacinis aktyvumas

Nustatyta, jog tiek propolio ekstraktas, tiek Saltalankiy aliejus pasizyméjo antioksidacinémis
savybémis. Siy dviejy komponenty misinys veiké sinergistiskai ir antioksidacinis aktyvumas
padidéjo. Nustatytas 9,28+0,41 % didesnis $iy dviejy komponenty misinio antioksidacinis aktyvumas

nei gryno propolio ekstrakto.

3.1.4. Priesgrybelinis ir antibakterinis propolio ekstrakto aktyvumai

Siekiant jvertinti propolio ekstrakto kokybe ir tinkamuma, atlikti priSgrybelinio ir antibakterinio
aktyvumy tyrimai. Tyrimuose naudotas daugiausiai veikliyjy medziagy sudétyje turéjes tirStasis
propolio ekstraktas. Kaip neigiama kontrolé panaudotas 70 % etanolis, kaip teigiama kontrolé
priesgrybelio aktyvumo tyrime naudotas terbinafino hidrochlorido 0,5 % kremas, o antimikrobinio

aktyvumo tyrime — chlorheksidino 0,02 % tirpalas. Gauti rezultatai pateikti 9 pav.
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9 pav. Propolio ekstrakto antimikrobinis veikimas

Nustatyta, jog propolis, kaip ir aprasoma literatiroje [3, 31], stabdo mikroorganizmy dauginimasi ir
augimg. Kaip ir kitame tyrime [31] propolio ekstaktas veiké prie§ S. aureus, En. faecalis, Ps.
aeruginosa ir E. coli  mikroorganizmus. Etanolis nestabdé mikroorganizmy augimo, o
chlorheksidino 0,02 % tirpalas bakterijas veiké stipriau nei propolis. Terbinafino hidrochlorido 0,5 %
kremas taip pat pasizyméjo stipresniu priesgrybeliniu aktyvumu nei tirtas propolio ekstraktas.
Statistiskai reikSmingai (p<0,05) didesnés slopinamosios zonos aplink propolio ekstrakta susidaré
lekstelése su bakterijy kultiromis nei 1ékstelése su M. canis grybeliu. Stipriausiai propolio ekstrakto
paveiktos buvo gram-teigiamos En. faecalis bakterijos, taiau svarbu pabrézti ir tai, jog propolis veiké
ir gram-neigiamas E. coli bei Ps. aeruginosa bakterijy padermes. Pastaroji bakterijy rtsis pasizymi
itin dideliu atsparumu antimikrobiniams preparatams [86], todél toks stiprus propolio ekstrakto
antimikrobinis veikimas prie§ Ps. aeruginosa bakterijas gali bati itin naudingai pritaikomas kuriant

farmacinius preparatus.

3.2. Pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktais kokybés vertinimas ir atranka

3.2.1. Pusiau kiety vaisto formy pH reik§més nustatymas ir organoleptiniy savybiy vertinimas

Siekiant atrinkti tinkamas farmacines formas jvertintos jy organoleptinés savybés (konsistencija,
spalva, kvapas), faziy atsiskyrimas, taip pat i§matuotos ir nustatytos visy sistemy pH reik§més. Siy

savybiy vertinimas pateiktas 4 lenteléje.
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4 lentelé. Pusiau kiety vaisto formy pH reikSmés ir organoleptiniy savybiy vertinimas

Kompozicijos pH

Nr.
T-1

T-2

T-3

T-6

T-7

T-8

T-9

K-1

K-2

K-3

K-4

K-7

K-8

K-9

reik§meé

5,22+0,11

5,12+0,23

5,18+0,06

5,06+0,14

6,12+0,05

5,98+0,14

6,44+0,11

6,12+0,07

5,36+0,16

7,04+0,04

6,44+0,08

7,14+0,09

5,62+0,11

5,94+0,32

5,51+0,14

5,41+0,21

5,94+0,18

5,86+0,21

Organoleptinés savybés

Kieta, sunkiai tepi, itin riebalinga, geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Kieta, sunkiai tepi, itin riebalinga, geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Kieta, sunkiai tepi, itin riebalinga, geltonai-rudos
spalvos, malonaus kvapo

Kieta, sunkiai tepi, itin riebalinga, geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Kieta, sunkiai tepi, itin riebalinga, geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Kieta, sunkiai tepi, geltonai-rudos spalvos, malonaus
kvapo

Minksta, tepi, gelsvos spalvos, malonaus kvapo
Minksta, tepi, gelsvos spalvos, malonaus kvapo
Minksta, tepi, gelsvos spalvos, malonaus kvapo
Minksta, lengvai tepi, Sviesiai gelsvos spalvos,
malonaus kvapo

Minksta, lengvai tepi, gelsvos spalvos, malonaus
kvapo

Minksta, lengvai tepi, gelsvos spalvos, malonaus
kvapo

Labai minksta, lengvai tepi, geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Labai minksta, lengvai tepi, geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Labai minksta, lengvai tepi, tamsiai geltonos spalvos,
malonaus kvapo

Labai minksta, lengvai tepi, Sviesiai rusvos spalvos,
malonaus kvapo

Labai minksta, lengvai tepi, Sviesiai rusvos spalvos,
malonaus kvapo

Labai minkSta, lengvai tepi, rusvos spalvos,

malonaus kvapo

Faziy
atsiskyrimas

Néra

Néra

Neéra

Neéra

Neéra

Néra

Néra

Neéra

Neéra

Neéra

Neéra

Néra

Néra

Néra

Néra

Neéra

Néra

Neéra
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G-1 8,11+0,17 Minksta, drebutiné, tepi, tamsiai rudos spalvos, Néra
malonaus kvapo

G-2 - Skysta, tamsiai Zalsvos spalvos, specifinio kvapo, Yra
gelifikacija nesékminga

G-3 - Skysta, tamsiai rudos spalvos, specifinio kvapo, Yra
gelifikacija nes¢kminga

G-4 - Skysta, tamsiai rudos spalvos, specifinio kvapo, Yra
gelifikacija nes¢kminga

G-5 - Skysta, tamsiai zalsvos spalvos, specifinio kvapo, Yra
gelifikacija nes¢kminga

G-6 - Skysta, tamsiai zalsvos spalvos, specifinio kvapo, Yra

gelifikacija nesékminga

Visos tepaly ir kremy sistemos pasizymeéjo geromis organoleptinémis savybés, buvo homogeniskos
ir faziy atsiskyrimo nenustatyta. Penki geliai nesudaré stabilios sistemos ir i§ karto buvo matomas
aiSkus faziy atsiskyrimas, todél tokios vaisto formos tolimesniems tyrimams nebuvo tinkamos. Gelis,
kuriame propolio koncentracija lygi 1 %, o karbomero kiekis lygus 0,5 %, gautas homogeniskas ir
minkstas, faziy atsiskyrimo nebuvo, tod¢l jis tolimesniems tyrimams naudoti buvo tinkamas.

Kitas tolimesniy tyrimy atrankai labai svarbus rodiklis, tai pusiau kiety vaisto formy pH reikSmeé.
Natiirali zmogaus odos pH reikSmé yra artima 5, ir tokia silpnai riigstiné terp¢ labai svarbi apsauginei
odos funkcijai. Odai priziaréti ir gydyti skirty pusiau kiety farmaciniy formy pH reik§mé turéty
svyruoti tarp 4,5-6,5. Sarminéje pH ypa¢ gerai dauginasi jvairios bakterijos, todél puskieté vaisto
forma su auk$tu pH yra netinkama gydyti odos ligas, tad pagal literatiros duomenis [82, 83]
tolimesniems tyrimams grupése atrinkti méginiai, kuriy pH reikSmé nevirsija 6,5. Jei grupéje visy
formuluociy pH reikSmé virsija $ig nustatytg reikSme, i§ grupés atrenkama tinkamiausig pH reikSme
turinti sistema.

Tepaly pH svyravo nuo 5,06+0,14 iki 6,44+0,11, todél visi tepalai dél tinkamos pH reik§més buvo
pasirinkti tolimesniems tyrimams. Statistiskai reik§mingo skirtumo tarp didéjancios propolio
koncentracijos ir pH reik§més tepaluose nenustatyta (p>0,05).

Kremy pH svyravo nuo 5,41+0,21 iki 7,14+0,09. Tolimesniems tyrimams dél netinkamos pH
reik§més toliau naudojamos nebuvo K1 (pH 7,0440,04) bei K3 (pH 7,14+0,09) sistemos. Siy sistemy
aukStesis pH gal¢jo biiti nustatytas del panaudoto stearilo alkoholio, jei §is komponentas formuluoteje
iSlieka stabilus, visos formuluotés pH reik§mé nustatoma didesné [89]. Statistiskai reikSmingo

skirtumo tarp didéjancios propolio koncentracijos kremuose, kaip ir tepaluose, nenustatyta (p>0,05).
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Vienintelio neiSsisluoksniavusio gelio pH reik§mé virSijo nustatytg reikSme, taciau eksperimento
metu neatradus gelio alternatyvos, nes visos kitos sistemos i$sisluoksniavo, tyrimams pasirinkta G-1

gelio sistema.
3.2.2. Pusiau kiety vaisto formy reologiniy savybiy vertinimas

Reologiniai tyrimai labai svarbiis vertinant kremy, tepaly bei geliy pritaikomuma, norint nustatyti
koks bus pojitis, kai gaminys padengs oda, ar gaminys bus takus ir ar galés tinkamai pasidengti [90].
Vienas i§ klampumg kei¢ian¢iy veiksniy yra temperatiira [91], todél reologinés savybés vertintos
naudojant skirtingus temperatiirinius rézimus — 20 °C, 32 °C ir 37 °C. Naudotas power law slope
matematinis modelis (R? svyravo nuo 0,9104 iki 0,9978). Sis modelis yra vienas i§ daZniausiy
modeliy, taikomy tiriant farmacines formuluotes [92]. Pritaikius $i modelj nustatytas konsistensijos
koeficentas (K, Pa-s") bei tékmés indeksas (n), kuris yra rodiklis parodantis nuokrypj nuo niutoniniy
skysc¢iy savybiy. Kai n<1, medziagos, kuri veikiama jéga (Slyties greiciu), klampa mazéja, jei n>1,
klampa didéja ir sistema laikoma kietéjanéia. Sio tyrimo metu visy sistemy klampa veikiant jégai
mazgjo, N nebuvo didesnis uz 1, ir svyravo nuo 0,087+0,0029 iki 0,674+0,0024. Tepaly reologiniy

paramety reikSmeés pateiktos 5 lenteléje.

5 lentelé. Tepaly reologiniai parametrai
Tepalo 20 °C 32°C 37°C

nr. K, Pa-s" n K, Pa-s" n K, Pa-s" n

T-1 164,15£0,41 0,143+ 88,16+0,18 0,156+ 72,87+0,23 0,237+
0,0028 0,0019 0,0015

T-2 148,09+0,34 0,132+ 87,67+0,16 0,154+ 64,95+0,15 0,195+
0,0015 0,0031 0,0027

T-3 157,05+0,22 0,121+ 88,56+0,25 0,123+ 70,45+0,19 0,142+
0,0031 0,0024 0,0029

T-4 204,6+0,48 0,105+ 97,15+0,31 0,094+  74,69+0,24 0,175+
0,0019 0,0011 0,0017
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T-5 196,36+0,39 0,087+ 94,35+0,15 0,106+  70,36+0,18 0,169+
0,0029 0,0029 0,0029

T-6 161,69+0,21 0,091+ 90,31+0,25 0,101+  70,08+0,25 0,123+
0,0031 0,0014 0,0018

T-7 61,63+0,37 0,315+ 49,62+0,19 0,385+  38,24+0,14 0,542+
0,0036 0,0018 0,0022

T-8 60,25+0,41 0,482+ 51,47+0,17 0,312+  37,54+0,09 0,674+
0,0018 0,0014 0,0024

T-9 61,23+0,35 0,406+ 49,45+0,20 0,435+  36,01%0,11 0,531+
0,0024 0,0018 0,0011

Tyrimo metu, kaip ir aprasoma literatiiroje [95], nustatyta, jog visy tirty tepaly K reik§mé mazéjo
did¢jant temperaturai, o n reikSmé did¢jo ir artéjo link 1. Didziausios K reikSmés visy temperatiiry
rézimuose nustatytos T-4 formuluotéje, kurios kompozicijg sudaré vazelinas, 2 % tir§to propolio
ekstrakto bei emulsiklis lanolinas. Kadangi atpalaiduoty junginiy kiekis didéjant klampai mazéja,
daroma prielaida, jog i$ Sios sistemos atpalaiduoty juginiy kiekis gali buti nedidelis [10]. Visos
formuluotés, kuriose buvo jterptas lanolinas, pasizyméjo aukStesne K reikSme, lyginant su
atitinkamomis kompozicijomis, kuriy sudétyje néra lanolino. Nustatytas statistiSkai reikSmingas K
reik§miy skirtumas tarp tepaly be lanolino (T-1, T-2, T-3) ir tepaly su lanolinu (T-4, T-5, T-6) esant
32 °C temperatiirai (p<0,05). Taip pat, lyginant Siuos tepalus, nustatytas statistiSkai reikSmingas n
skirtumas esant 20 °C ir 32 °C temperatiiroms. Tokie rezultaty skirtumai galéjo atsirasti dél didelés
lanolino klampos, ir panaudojus §j komponentg statistiSkai reikSmingai galéjo padidéti Vvisos
formuluotés klampa [64]. StatistiSkai reikSmingai (p<0,05) visy temperatiiry rézimuose tiek pagal K,
tiek pagal n reikSme¢ nuo kity tepaly skyresi T-7, T-8, T-9 tepalai, kuriy pagrindai pagaminti i$
saulégrazy aliejaus ir bi¢iy vasko. Didziausia K reik§mé $io tipo tepaluose nustatyta T-7 sistemoje,
esant 20 °C temperatarai (44,12+0,21 Pa-s"), o maziausia K reik§mé nustatyta T-8 sistemoje, esant
37 °C temperatirai (21,12+0,25 Pa-s"). Lyginant su kity sudéciy tepalais, Siose sistemose reik§mingai
didesné buvo ir n reik§mé, taciau ji visada buvo mazesné uz 1, todé¢l visos devynios tepaly sistemos

pasizymi pseudoplastiniy medziagy savybémis [94, 95].
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Buvo jvertintos ir kremy bei gelio reologinés savybés. Siy sistemy reologiniy parametry duomenys

pateikti 6 lenteléje.

6 lentelé. Kremy ir gelio reologiniai parametrai

Kremo 20 °C 32°C 37°C
nr. K, Pa-s" n K, Pa-s" n K, Pa-s" n
K-2 145,36£0,22 0,105+ 95,23+0,17 0,193+ 67,76+0,17 0,195+
0,0031 0,0035 0,0015
K-4 84,97+0,21 0,191+ 69,75+0,17 0,163+ 55,12+0,07 0,197+
0,0011 0,0031 0,0015
K-5 90,14+0,16 0,180+ 68,95+0,24 0,182+ 50,30+0,11 0,191+
0,0025 0,0017 0,0029
K-6 89,21+0,14 0,185+ 69,14+0,24 0,184+ 52,54+0,08 0,192+
0,0017 0,0009 0,0015
K-7 74,12+0,21 0,195+ 58,91+0,11 0,193+ 42,23+0,14 0,204+
0,0032 2 0,0024 0,0017
K-8 70,62+0,18 0,212+ 57,38+0,17 0,214+ 44,12+0,25 0,227+
0,0034 0,0014 0,0014
K-9 73,56+0,22 0,189+ 55,54+0,25 0,196+ 43,14+0,16 0,201+
0,0025 0,0035 0,0031
G-1 91,52+0,35 0,168+ 79,62+0,29 0,181+ 52,13+0,17 0,187+
0,0218 0,0021 0,0034

Didziausia K reik§mé nustatyta K-2 sistemoje, tod¢l daroma prielaida, jog junginiy atpalaidavimo
rezultatai, lyginant su kity kremy sistemomis, 18 $ios sistemos bus blogiausi [10]. Maziausia klampa

nustatyta K-7 sistemoje (42,23+0,14 Pa-s"), esant 37 °C temperatarai. Gelio klampos koeficentas
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nustatytas panaSus kaip ir K-5 sistemoje. StatistiSkai reikSmingai mazesnés K reik§més visy trijy

temperatiiry rézimuose (p<0,05) buvo nustatytos K-7—K-9 sistemose, lyginant su K-4—K-6 kremais.

3.2.3. Veikliyju junginiy i§ tepaly atpalaidavimas in vitro ir juy kiekio nustatymas

spektrofotometrijos metodu

Atliekant fenoliniy junginiy atpalaidavimo eksperimentg in vitro, atpalaiduoty junginiy kiekis

matuotas 1-3ja, 2-3j3, 4-3j3 ir 6-3j3 valandg. Atpalaidavimo rezultatai i§ tepaly sistemy nurodyti 10

pav.
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Atpalaiduoty junginiy kiekis pagal p-kumaro r. ekvivalents, mg/ml

ET9 WT-8 mT-7 MT-6 mT-5 mT-3 mT-2 mT-1
10 pav. Bendras atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis i§ tepaly su propolio ekstraktu

Atlikus bendra fenoliniy junginiy kiekio matavima nustatyta, jog per 1-aja valanda fenoliniy junginiy
atpalaidavimas vyko i§ sistemy, kuriy pagrindas buvo sudarytas i§ saulégrazy aliejaus ir bic¢iy vasko.
IS T-7 sistemos atpalaiduota 7,28+1,21 % visy fenoliniy junginiy kiekio, i§ T-8 sistemos nustatyta
6,23+0,93 % atpalaiduoty fenoliniy junginiy, o i§ T-9 sistemos atpalaiduota 8,39+1,15 % visy
fenoliniy junginiy kiekio i$ jterpto tirStojo propolio ekstrakto. IS visy likusiy sistemy, kuriy pagrinda
sudaré vazelinas arba vazelinas ir lanolinas, per 1-gja valanda atpalaiduoty fenoliniy junginiy nebuvo
nustatyta. Atlikus atpalaiduoty junginiy kiekio matavimus po 2-jy valandy nustatyta, jog didZiausias
atpalaiduoty junginiy kiekio augimas nustatytas i§ T-7 sistemos, i§ kurios atsipalaidavo 16,62+0,06

% fenoliniy junginiy, i§ T-8 sistemos atpalaiduota 15,93+1,34 % tepale buvusiy fenoliniy junginiy,
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i§ T-9 sistemos atpalaiduota 15,35+1,52 % junginiy. Po 2-jy valandy nustatytas atpalaidavimas ir i$
T-2 sistemos, atpalaiduota 4,96+0,88 % junginiy, bei i$ T-3 sistemos, atpalaiduota 3,88+0,97 % viso
fenoliniy junginiy kiekio. IS T-1, T-4, T-5 bei T-6 formuluo¢iy fenoliniy junginiy atpalaidavimas po
2-jy valandy nejvyko. Tiriant fenoliniy junginiy atpalaidavimg po 4-riy valandy, daugiausiai iSauggs
atpalaiduoty junginiy kiekis buvo i§ T-9 sistemos, ir sieké jau 23,03+1,2 %. IS T-8 sistemos
atpalaiduota 26,59+1,63 % visy jterpty fenoliniy junginiy kiekio, o i§ T-7 sistemos atpalaiduota
31,82+0,84 % fenoliniy junginiy. IS T-2 bei T-3 sistemy atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis taip
pat padidéjes, atitinkamai nustatyta 6,44+1,01 % bei 5,38+1,06 % fenoliniy junginiy. Po 4-iy valandy
pirmg kartg nustatytas junginiy atpalaidavimas i§ T-5 sistemos, atpalaiduota 4,85+1,14 % visy
fenoliniy junginiy, ir i§ T-6 sistemos, atpalaiduota 4,19+0,62 % junginiy. IS T-1 ir T-4 sistemy
atpalaiduoty junginiy nustatyta vis dar nebuvo. Atlikus matavimus po 6-iy valandy tam tikri
atpalaiduoty junginiy kiekial nustatyti visose sistemose, iSskyrus T-4. Didziausias nustatytas
atpalaiduoty junginiy kiekis vél buvo nustatytas i§ T-9 sistemos, ir $is kiekis sudaré 26,36+0,92 %
visy jterpty fenoliniy junginiy kiekio. IS T-8 sistemos i§ viso atpalaiduota 29,65+1,41 % bendro
fenoliniy junginiy kiekio, o i§ T-7 sistemos — 32,29+1,25 % jterpty junginiy kiekio. I§ T-2 sistemos
atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis sieké 7,18+0,84 %, i§ T-3 formuluotés atpalaiduoty junginiy
kiekis padid¢jo iki 5,54+0,45 %. Po 6-iy valandy pirmg karta nustatytas fenoliniy junginiy
atpalaidavimas ir i§ T-1 sistemos, junginiy kiekis buvo 3,96+1,21 %. I§ T-4 sistemos atpalaiduoty
fenoliniy junginiy kiekis taip ir nenustatytas, o i$ T-5 ir T-6 sistemy atpalaiduotas junginiy kiekis
stebétas netgi sumazéjes, atitinkamai po 6-iy valandy atpalaiduoty junginiy kiekis buvo jau tik
4,64+0,81 % ir 3,96+0,73 %. Tokie veikliyjy junginiy atpalaidavimo rezultatai gali buti tiesiogiai
siejami su nustatyta tepaly klampa, kurios didelés reikSmés yra viena 1§ problemy modeliuojant
tepalus [96]. T-1-T-6 formuluotése nustatyta auksta klampos koeficento reikSmé, o bitent létas
medziagy judéjimas sistemoje dél aukstos klampos gali biti veiksnys lemiantis maza atpalaiduoty
medziagy kiekj i§ tokiy vaisto formy [10, 98]. T-7-T-9 tepaly klampos koeficentai nustatyti
reik§mingai mazesni, lyginant su kitomis tepaly sistemomis, 0 fenoliniy junginiy atpalaidavimo
rezultatai nustatyti geriausi ir statistiSkai reik§mingai didesni (p<0,05). Taip pat Siuose tepaluose
nustatyta ir auksta korealiacija tarp jterpto propolio ekstrakto kiekio ir atsipalaidavusiy fenoliniy
junginiy kiekio (r=0.99). Lanolinas, kurio didelis klampos koeficentas lémé visos sistemos klampos
padidéjima, statistiSkai reikSmingai (p<0,05) sumazino ir atpalaiduojamy fenoliniy junginiy kiekj. T-
1-T-6 sistemy pagrindai yra vandenyje netirpts, o klampa labai didel¢, todél akceptorinés terpés
vanduo negali tirpdyti vaisto pagrindo, molekuléms sunku judéti vaisto formoje [97]. Nors T-7-T-9
pagrindai taip pat néra hidrofiliniai, maZesné¢ klampa molekuléms leidZia salyginai geriau judeéti

visoje sistemoje, ir tai gali lemti geresn;j veikliyjy medziagy atpalaidavimg in vitro. Tokie tyrimo
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rezultatai patvirtina tai, jog pasirinktas pagrindas daro didele jtakg veikliyjy medziagy atpalaidavimui
[49].

3.2.4. Veikliyjuy junginiy i§ kremy ir gelio atpalaidavimas in vitro ir jy kiekio nustatymas

spektrofotometrijos metodu

IS kremy bei gelio sistemy, taip pat kaip ir i§ tepaly, atliktas bendro fenoliniy junginiy kiekio

atpalaidavimo in vitro tyrimas. Sio tyrimo rezultatai pateikti 11 pav.
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11 pav. Bendras atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis i§ kremy ir gelio su propolio ekstraktu

Atlikus matavimus jau po 1-osios valandos i$ visy tirty kremy bei gelio buvo nustatyti atpalaiduoti
fenoliniai junginiai. Daugiausiai fenoliniy junginiy atpalaiduota i§ K-9 sistemos, atpalaiduotas kiekis
sudaré 19,39+1,14 % visy j kremg jterpty fenoliniy junginiy kiekio. IS K-7 bei K-8 sistemy nustatyta
mazesné atpalaiduoty fenoliniy junginiy koncentracija nei i§ K-9 kremo, tafiau Siose sistemose
bendro atpalaiduoto fenoliniy junginiy kiekio iSraiSka procentais nustatyta Siek tiek didesné,
atitinkamai 22,32+0,84 % ir 22,6940,73 %. Atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis i§ K-4, K-5, K-6
sistemy priklausé nuo jterpto propolio kiekio, atitinkamai Siose sistemose nustatyta 9,66+1,25 %,
10,03+0,94 % bei 11,0+1,36 % atpalaiduoty fenoliniy junginiy. I K-2 sistemos nustatytas maziausias
procentinis kiekis atpalaiduoty junginiy — 6,75+0,92 %. I§ gelio nustatyta mazesné bendro fenoliniy

junginiy kiekio koncentracija, lyginant su kremais, taciau procentinis atpalaiduoty junginiy kiekis
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buvo didZiausias — 28,20+1,93 %. Po 2-jy valandy daugiausiai junginiy atpalaiduota i§ K-9 sistemos,
sis kiekis sudaré 39,26+0,65 % fenoliny junginiy. Mazesné junginiy koncentracija nustatyta i§ G-1
sistemos, taciau $is kiekis po 2-0s valandos sudaré jau net 68,75+1,22 % bendro fenoliniy junginiy
kiekio buvusio etanoliniame propolio ekstrakte. I8 K-2 sistemos po 2-jy valandy nustatyta maziausia
koncentracija ir maziausias procentinis kiekis atpalaiduoty junginiy, kuris buvo lygus 7,28+0,98 %.
Is K-4, K-5, K-6 sistemy atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis atitinkamai sudaré 15,03+0,78 %,
15,93+0,94 % ir 19,23+1,12 %. I$ K-7 bei K-8 sistemy atpalaiduoty junginiy procentinis kiekis buvo
Siek tiek didesnis nei i§ K-9 sistemos, atitinkamai 40,21+0,84 % ir 40,73+0,72 %, ta¢iau skirtumas
tarp i§ Siy sistemy atpalaiduoty junginiy kiekio statistiSkai nebuvo reikSmingas (p>0,05). Po 4-riy
valandy didziausia atpalaiduota koncentracija vélgi buvo nustatyta i§ K-9 sistemos, kiekis sudaré
47,09+0,65 % fenoliniy junginiy kiekio. IS K-8 sistemos atpalaiduotas procentinis fenoliniy junginiy
kiekis buvo Siek tiek didesnis —51,85+1,21 %, i§ K-7 atpalaiduota 47,65+1,24 % fenoliniy junginiy.
I§ K-2 kremo nustatyta tiek maziausia fenoliniy junginiy koncentracija, tick maZziausias jy procentinis
kiekis — 7,91+0,92 %. I§ K-4, K-5, K-6 sistemy tiek atpalaiduoty junginiy koncentracija, tiek
procentinis atpalaiduoty fenoliniy junginiy kiekis tiesiogiai priklausé nuo jterpto propolio kiekio ir
atitinkamai sudaré 21,8440,54 %, 23,11+0,83 %, 27,54+1,14 %. IS gelio sistemos atpalaiduoty
junginiy kiekis iSaugo daugiausiai ir pasieké 90,78+0,69 %. Atlikus paskutinius matavimus po 6-iy
valandy nustatyta, jog junginiy atpalaidavimo augimo greitis, lyginant su kitais matavimais,
sumazéjo. I§ K-9 sistemos nustatyta 47,80+0,84 %, i§ K-7 — 51,45+0,92 %, i§ K-8 — 52,87+1,12 %
sistemose buvusio bendro fenoliniy junginiy kiekio. Korealiacija tarp jterpto junginiy kiekio ir
atpalaiduoty junginiy kiekio koncentracijy nustatyta stipri (r=0,99). K-4, K-5, K-6 sistemose
atpalaidavimo augimas buvo tolygus ir iStirpusiy junginiy priklausomybé nuo jterpto jy kiekio taip
pat reikSminga (r=0.99). Procentinés atpalaiduoto bendro fenoliniy junginiy kiekio iSraiSkos
atitinkamai Siose sistemose iSsidésté taip: 24,38+1,14 %, 26,17+0,98 %, 29,21+0,84 %. Tiek
atpalaiduoty junginiy koncentracija, tiek augimo greitis K-2 sistemoje, kurios klampos koeficentas
didziausias i§ visy kremy, nustatyti maziausi. Procentinis atpalaiduoty junginiy kiekis tyrimo
pabaigoje is Sios sistemos buvo maziausias — 8,34+0,64 %. 1§ G-1 sistemos po 6-iy valandy nustatytas
itin didelis kiekis atpalaiduoty fenoliniy junginiy — 98,72+0,52 %.

Tokie eksperimento rezultatai patvirtina mokslininky teiginius, jog vandenyje tirpts junginiai j
vandening akceptoring terpe pro pusiau pralaidZig membrang geriausiai atpalaiduojami i§ hidrofilinio
pagrindo sistemy, tad tokios sistemos kaip hidrogeliai pasizymi puikiais junginiy atpalaidavimo
rezultatais in vitro [45, 10]. Tai gali buti grindziama tuo, jog vanduo laisvai difunduoja pro membrang
ir pasiekes pusiau kietg vaisto forma ja tirpdo, taip veikliosios medZiagos i§ donorinés terpés sparciai

difunduoja j akceptoring. Tai, jog atpalaidavimas in vitro geresnis i$ hidrofiliniy geliy sistemy nei i§
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kremo ar tepalo formuluotés parodo ir Kito tyrimo rezultatai: metronizadolas efektyviau buvo
atpalaiduojamas i§ gelio nei i§ kremo [98]. Literatiiroje nurodoma, jog didéjant gelifikuojanciy
medziagy kiekiui, veikliyjy medziagy i§ propolio atpalaidavimas mazéja [99], tad toks didelis
atpalaiduoty medziagy kiekis i§ G-1 sistemos gal¢jo biiti nustatytas ir dél naudoto mazo karbomero
kiekio (0,5 %).

Junginiy atpalaidavimas i§ kremy, Kkaip ir i§ tepaly, priklausé nuo reologiniy parametry. Statistiskai
reikSmingai didesnis (p<0,05) atpalaiduotas bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas i§ K-7, K-8,
K-9 sistemy, kuriy klampa buvo mazesné nei K-4, K-5, K-6 kremy. Nors klampa statistiskai
reik§mingai mazesné tepaly T-8, T-8, T-9 sistemose nei kremy K-7, K-8, K-9 farmacinése formose,
didesnis fenoliniy junginiy kiekis nustatytas pastarosiose. Toks efektas sietinas su jau apraSyta
prielaida dél geresnés vandenyje tirpiy junginiy skvarbos i§ hidrofiliSkesniy pagrindy. Tai, jog
klampos rodikliy lyginamas yra pagrjstesnis tik tarp tos pacios rasies pusiau kiety vaisto formy jrodo
ir kito tyrimo rezultatai [100]. Siame tyrime apra$oma, jog nepaisant aukstesnés gelio klampos, i3 jo

buvo atpalaiduota daugiau veikliyjy medziagy nei i§ mazesnés klampos kremy sistemy.

3.2.5. Veikliyjy junginiy i tepaly atpalaidavimas in vitro ir ju kiekio nustatymas efektyviosios

skys¢iy chromatografijos metodu

ESC metodu nustatyti atpalaiduoti fenoliniy riig&&iy bei vanilino kiekiai i§ tepaly sistemy. Sie kiekiai
nurodyti 12 pav.
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12 pav. Fenoliniy rugs¢iy ir vanilino atpalaidavimas i$ tepaly po 6 val.
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Kaip ir spektrofotometrijos budu, taip ir ESC metodu nustatyti rezultatai rodo, jog geriausiai
atpalaidavimas vyko i§ T-7-T-9 sistemy. Maziausiai atpalaiduoty medziagy nustatyta i$ didziausig
klampos koeficento jvertj turin¢iy T-4-T-6 tepaly. IS T-1 sistemos atpalaiduota 8,27+0,64 %
tirStajame ekstrakte buvusio vanilino ir 1,09+0,34 % p-kumaro rugsties. IS T-2 ir T-3 tepaly
atitinkamai atpalaiduota 6,75+0,52 % ir 5,50+0,83 % vanilino, 1,66+0,24 % ir 2,18+0,35 % p-kumaro
rugsties, skirtingai nei i§ T-1 sistemos, atpalaiduota dar ir 0,99+0,19 % ir 2,18+0,32 % ferulo riigsties,
taip pat i§ T-3 sistemos atpalaiduota ir 2,60+0,51 % vanilo rugsties. IS T-4 ir T-5 sistemy atpalaiduotas
buvo tik vanilinas, jo kiekiai sistemose atitinkamai lygis 4,62+0,67 % ir 4,97+1,01 %. I§ T-6 sistemos
nustatyta 4,89+0,98 % vanilino, ir skirtingai nei T-4 ir T-5 sistemose, nustatyta ir 1,13+1,14 % p-
kumaro ir 1,0+0,39 % ferulo rtgsties. IS T-7, T-8, ir T-9 sistemy nustatytas statistiskai reik§mingas
didesnis atpalaiduotas junginiy kiekis nei kitose tepaly sistemose (p<0,05). I§ T-7, T-8 ir T-9 sistemy
atitinkamai nustatyta 15,86+0,24 %, 14,93+0,51 %, 16,65+0,32 % vanilo rugsties, 24,48+0,25 %,
21,86+0,87 %, 24,36+0,65 % vanilino, 12,02+0,87 %, 14,90+0,54 % ir 14,76+0,57 % p-kumaro
ragsties, 8,75+0,87 %, 12,66+0,97 % ir 11,33+0,63 % ferulo ragsties, o taip pat i$ vieninteliy T-8, ir
T-9 tepaly nustatyta ir nedideli atpalaiduotos kavos rtgsties kiekiai, atitinkamai $ie kiekiai lygiis
7,42+0,47 % ir 9,33+0,38 %. Vienas i§ atpalaidavimg lemianéiy veiksniy yra medziagy molekuliné
masé. Nustatyta, jog mazesnés molekulinés masés molekulés difunduoja grai¢iau [101], kadangi
vanilino masé yra maziausia — 152,15 g/mol, [102] lyginant su visais kitais junginiais (kavos r.—
180,16 g/mol [103], p-kumaro r. — 164,05 g/mol [104], ferulo r. — 194,18 g/mol [105], vanilo r. —
168,14 g/mol [106]), tai gal¢jo biti vienas i§ lemianéiy veiksniy, jog i§ klampiausiy T-1-T-6 sistemy
vanilinas tepaly sluoksniuose galéjo judéti lengviau. Taip pat hidrofilinés ir sglyginai lipofilinés
medziagos | hidrofiling akceptoring terpe juda greic¢iau [10], todél vanilinas, kurio kiekis sistemose
didelis, o n-oktanolio/vandens pasiskirstymo koeficiento (logP) reikSmé yra viena zemiausiy — 1,37
[104], galéjo patekti i akceptoring terpg grei¢iau nei didesnes logP reikSmes turintys junginiai [67].
Palyginimui, Kity junginiy logP reikSmés: vanilo ragsties — 1,43 [108], ferulo ragsties — 1,51 [105],
kavos ruagsties — 1,15 [103], p-kumaro ragsties — 1,79 [106]. Tepaly sistemy T-7, T-8, T-9 klampa
buvo reikSmingai mazesne, todel efektyviau atpalaiduoti ir visi fenoliniai junginiai. Nustatant
procentinius atpalaiduoty junginiy kiekius i§ Siy sistemy, Kaip ir i§ T-1-T-6 tepaly, daugiausiai
nustatyta atpalaiduoto vanilino. Pabréztina ir tai, jog T-8, ir T-9 koncentracija buvus pakankama tam,

kad buty atpalaiduota itin mazais kiekiais propolyje nustatyta kavos rugstis.
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3.2.6. Veikliyjy junginiy i§ kremy ir gelio atpalaidavimas in vitro ir juy kiekio nustatymas

efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu

ESC metodu nustatyti ir atpalaiduoty junginiy kiekiai i§ kremy bei gelio sistemos, gauti rezultatai

pateiki 13 pav.
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13 pav. Fenoliniy rugsc¢iy ir vanilino atpalaidavimas i§ kremy ir gelio po 6 val.

Geriausiai atpalaidavimas vyko i§ K-9 sistemos, i$ jos atpalaiduota 31,67+1,21 % ekstrakte buvusios
vanilo ragsties, 35,10+0,98 % kavos ragsties, 31,27+1,14 % vanilino, 30,66+0,98 % p-kumaro
ragsties ir 28,1140,57 % ferulo ragsties. IS K-7 ir K-8 kremy atpalaiduoty junginiy kiekis taip pat
sudaré apie 30 %, atitinkamai Siose sistemose nustatyta 28,07+0,94 % ir 31,02+0,78 % vanilo
ragsties, 31,26+0,97 % ir 31,21+1,11 % kavos ragsties, 28,58+0,57 % ir 32,24+0,94 % vanilino,
34,87+0,68 % ir 26,88+0,97 % p-kumaro ragsties, 30,28+0,87 % ir 26,49+0,78 % ferulo rugsties. I8
v/a K-4-K-6 sistemy, atpalaidavimas buvo blogesnis nei i§ daugiau hidrofilino pagrindo turinéiy K-
7-K-9 sistemy, ir tokie rezultatai sutampa su kito tyrimo duomenimis [107]. Siame tyrime [107] taip
pat nustatytas a/v kremy pranaSumas atpalaiduojant junginius in vitro. IS K-4-K-6 sistemy
atitinkamai nustatyta 9,68+0,99 %, 16,08+0,84 %, 19,68+1,14 % atpalaiduotos vanilo rugsties,
27,42+1,16 %, 21,93+0,98 %, 21,08+0,95 % vanilino, 11,82+0,87 %, 18,0+0,87 % bei 17,85+0,85
% p-kumaro ragsties, 12,26+0,57 %, 13,18+1,01 % ir 17,19+0,82 % ferulo ragsties. Atpalaiduota
kavos rugstis nustatyta tik i§ K-5 ir K-6 sistemy, Sios rugsties kiekis atitinkamai buvo 9,27+0,67 % ir
13,26+0,53 %. Is K-2 sistemos nustatyti maziausi atpalaiduoty junginiy kiekiai: 3,98+0,48 % vanilino
rugsties, 7,80+0,97 % vanilino, 5,87+0,84 % p-kumaro rigsties ir 5,25+0,87 % ferulo ragsties.
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Kadangi akceptorinés terpé pateko j gelio sistema ir jg tirpdé [10], kaip ir matuojant spektrofotomeru,
nustatyti itin geri junginiy atpalaidavimo rezultatai. IS gelio atpalaiduota 97,86+0,41 % vanilo
ragsties, 96,89+0,54 % vanilino, 97,19+0,48 % p-kumaro rigsties ir 99,41+£0,69 % ferulo rugsties.

3.3. Fenoliniy junginiy i$ pusiau kiety vaisto formuy su propolio ekstraktais skvarba j odg ex
vivo

Atlikus fenoliniy junginiy atpalaidavimo tyrimus, atrinktos 4 formuluotés (T-9, K-6, K-9 ir G-1) i
kuriy atpalaidavimas vyko geriausiai. Sios formuluotés buvo pasirinktos tolimesniems junginiy
skvarbos j odg ex vivo tyrimams. Nustatyta fenoliniy junginiy skvarba ex vivo j Zzmogaus odos
epidermj bei derma.

Atpalaidavimo tyrimai pro pusiau pralaidzia membrang parodé, jog i$ hidrogelio sékmingai
atpalaiduoti visi fenoliniai junginiai i§skyrus kavos rugstj, visgi aprasoma, jog geri atpalaidavimo
rezultatai in vitro daznai nekoreliuoja su skvarbos j oda rezultatais [48] ir Siame tyrime fenoliniy
junginiy skvarba j odg i§ gelio i§vis nebuvo nustatyta. Mazos molekulinés masés hidrofiliniai gelio
komponentai lengvai difunduoja j hidrofiling terpg, taiau ex vivo tyrimo metu pirmiausia susidiiriama
ne su hidrofiliniu, o lipofiliniu odos sluoksniu [108]. Tai uzkerta kelig hidrofilinéms medziagoms
judéti lengvai. Taip pat, nors gelio sudétyje yra daug vandeninés fazés, 0 vanduo laikomas kaip vienas
i§ skvarbos skatintojy [10], visgi po Sios fazés iSgaravimo tam tikry gelio komponenty higroskopinés
savybés gali paskatinti raginio sluoksnio dehidratacijos procesg [109], o tai taip pat gali mazinti
aktyviyjy medziagy skvarbg. Nors modeliuojant gelj buvo panaudotas etanolis, kuris néra naudingas
odai, ta¢iau funkcionuoja kaip junginiy skvarbos j oda skatintojas [49], visgi propolio koncentracija,
net ir panaudojus etanolj nebuvo pakankama. Be to, iSmatavus pH reik$me, buvo nustatyta salyginai
auksta reikSmeé, todél gelyje esancios ragstys tapg jonizuotomis ir dél Sios priezasties ex vivo tyrimo
metu fenolinés rugstys galéjo prarasti galimybe skverbtis j odg [110].

IS visy kity formuluociy fenoliniai junginiai s€ékmingai skverbési j epidermj bei dermga.

Visose vaisto formuluotése propolio koncentracija buvo ta pati (4 %), todél tikslinga atpalaiduoty
junginiy kiekius diagramuose (zr. 14 pav., 15 pav., 16 pav.) pateikti iSreikstus procentais. Nustatyta,
jog vanilo ragstis ir vanilinas dél mazesnés $iy molekuliy logP reik§més, kaip ir apraSoma kitame
tyrime [67], linke skverbtis gilyn j oda ir kauptis hidrofilinéje dermoje. Ferulo ir p-kumaro rtigstys,
kuriy logP reik§més didesnés, yra salyginai labiau lipofilinés, tad ilgiau sulaikomos lipofiliniame
epidermyje ir jy skvarba j gilesnius odos sluoksnius tampa ribota.

Geriausia visy fenoliniy junginiy skvarba ex vivo tyrime nustatyta is T-9 sistemos (zr. 14 pav).
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14 pav. Fenoliniy junginiy skvarba j odg i§ T-9 sistemos

I$ Sios sistemos ir ferulo, ir p-kumaro rtigsties kiekis dermoje buvo statistiskai reikSmingai didesnis
(p<0,05) nei epidermyje. Bendrai dermoje ir epidermyje ferulo rtigsties nustatyta 1,36+0,34 %, 0
kumaro ragsties 1,59+0,43 %. Vanilino ir vanilo rigsties kiekis dermoje statistiskai reik§mingai
didesnis (p<0,05) buvo nustatytas epidermyje. Vanilino kiekis bendrai visoje odoje sieké 3,38+0,35
%, o vanilo ragsties 3,05+0,31 %. Salyginai didelis prasiskverbes vanilino kiekis gali biiti siejamas
su nustatytu geru ir reikSmingai didesniu §io junginio atpalaidavimu i§ Sios sistemos. IS viso
epidermyje nustatyta 0,77+0,12 % propolyje buvusiy fenoliniy junginiy, dermoje nustatyta 1,25+0,12
%, 0 bendras prasiskverbusiy junginiy kiekis buvo 2,05+0,2 %. Kavos riigties nei epidermyje, nei
dermoje nustatyta nebuvo. Geriausi skvarbos rezultatai, lyginant su kitomis dvejomis sistemomis, i$
T-9 sistemos galéjo biiti saglygojami tiek saulégrazy aliejuje, tiek biciy vaSke esanciy riebiyjy riigsciy,

kurios literatiiroje apraSomos kaip efektyvios veikliyjy junginiy skvarbos skatintojos [111, 112].

Junginiy i§ K-6 sistemos skvarbos j oda rezultatai parodé, jog tirti fenoliniai komponentai pagal
prasiskverbusius kiekius iSsidésté ta pacia tvarka kaip ir T-9 sistemoje, tafiau visy junginiy

koncentracijos tiek epidermyje, tiek dermoje buvo mazesnés nei T-9 tepale (zr. 15 pav.).
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15 pav. Fenoliniy junginiy skvarba j odg i§ K-6 sistemos

Ferulo ir p-kumaro ragsciy Kiekiai statistiskai reikSmingai (p<0,05) didesni buvo epidermyje nei
dermoje. I8 K-6 sistemos prasiskverbusio ferulo rugsties kiekis bendrai odoje sudaré 1,06+0,37 %, 0
p-kumaro rugsties kiekis visoje odoje buvo 1,4+0,43 %. Vanilinas ir vanilo rigstis del didesnio
hidrofiliskumo, lyginant su kitais junginiais, taip pat kaip ir i§ T-9 sistemos, buvo link¢ kauptis
epidermyje. Vanilo rigsties kiekis bendrai visoje odoje sieké 1,85+0,42 %, o vanilino 1,95+0,45 %.
I$ viso epidermyje nustatyta 0,66+0,13 % fenoliniy junginiy, dermoje 0,78+0,14 %, o bendrai visoje

odoje prasiskverbusiy junginiy kiekis buvo 1,45+0,28 %.

Trecioji tirta sistema buvo K-9, i§ kurios j odg prasiskverbusiy fenoliniy junginiy kiekis nurodytas 16
pav.
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16 pav. Fenoliniy junginiy skvarba j odg i§ K-9 sistemos

Visy tirty fenoliniy junginiy kiekis Sioje sistemoje nustatytas maziausias, lyginant su kitomis tirtomis
pusiau kietomis farmacinémis formomis. Ferulo riigstis Sioje sistemoje nustatyta tik epidermyje,
skvarba j dermos sluoksnj nejvyko. Vanilino kiekis dermoje nustatytas didesnis nei vanilo rtigsties
Kiekis, taciau statistiskai skirtumas, Kitaip nei Kitose sistemose, nebuvo reik§mingas (p>0,05). I$ viso
odoje nustatyta 1,43+0,39 % vanilo ragsties ir 1,41+0,45 % vanilino. Kumaro riigsties kiekis odoje
buvo 0,61+0,24 %. Epidermyje i$ viso nustatyta 0,29+0,07 % prasiskverbusiy fenoliniy junginiy,
dermoje — 0,47+0,12 %, i$ viso i§ K-9 sistemos j oda prasiskverbé 0,76+0,19 % propolio ekstrakte
buvusiy fenoliniy junginiy. Nors atpalaidavimo rezultatai in vitro i§ Sios formuluotés buvo geriausi,
visgi junginiy skvarba ex vivo is §ios formuluotés nebuvo efektyviausia. Blogesni skvarbos rezultatai
i§ Sios sistemos galimi dél ankséiau aprasyty riebiyjy rigsciy skvarbos skatinimo efekto T-9
sistemoje. Taip pat, T-9 ir K-6 sistemy pagrinduose buvo didesnis kiekis lipofiliniy medZziagy, tad
tokie skvarbos rezultatai gali biti siejami su literatiiroje aprasyta teorija, jog lipofiliniai pagrindai
pateke ant odos suformuoja sluoksnj apsauganti nuo vandens garavimo. Toks efektas padididina
raginio sluoksnio hidratacijg, ir Siame eksperimente tai galimai ir paskatino efektyvesne veikliyjy

medziagy skvarbg [113, 114].
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ISvados

1. Pritaikius tinkamg technologija buvo pagaminti skystasis etanolinis ir tirStasis propolio
ekstraktai. Tiek skystajame, tiek tirStajame propolio ekstraktuose kaip dominuojanti riigstis
nustatyta p-kumaro riigstis. Didesnis veikliyjy junginiy kiekis nustatytas tirStame propolio
ekstrakte, todél remiantis tokiais rezultatais kremy ir tepaly gamyboje naudotas tirStasis

propolio ekstraktas, ir tik hidrogeliy gamyboje panaudotas etanolinis propolio ekstraktas.

2. Propolio ekstraktas pasiZyméjo antioksidacinémis savybémis ir inaktyvavo DPPH reagenta.
Kartu su propolio ekstraktu sumaiSius Saltalankiy aliejy, kuris taip pat pasizymi
antioksidacinémis savybémis, inaktyvuoto DPPH kiekis iSaugo 9,28+0,41 %. Tai parodo, jog
modeliuojant puskietg vaisto formg su propolio ekstraktu, kurios vienas i§ esminiy poveikiy
turéty buti antioksidacinis aktyvumas, tikslinga naudoti nattiralius aliejus. Antimikrobinio
tyrimo rezultatai parodé, jog propolis veikia prie§ mikroorganizmus ir sékmingai stabo tiek
gram-neigiamy, tiek gram-teigiamy bakterijy, tiek grybelio augima. Visgi, tirtos bakterijy
padermés propolio ekstrakto buvo paveikiamos stipriau nei grybelis, todél tikslingiausia

propolj panaudoti siekiant sukurti antibakterinius preparatus.

3. Pusiau kietos vaisto formos modeliuotos naudojant skirtingus pagrindus ir tai 1émé skirtingas
puskie¢iy formy orgonoleptines ir reologines savybes, o taip pat ir besiskirian¢ias pH
reik§mes. Visy tepaly pH reik§mé buvo tinkama ir nevirsino 6,5. Maziausia, 36,01+0,11 Pa-s",
konsistencijos koeficento reikSmé nustatyta tepalo formuluotéje, kurios pagrindas sudarytas
i§ biciy vasko ir saulégrazy aliejaus, o didziausia konsistencijos koeficento reik§mé, lygi
204,6+0,48 Pa-s", nustatyta sistemoje, kurios pagrindg sudaré vazelinas ir lanolinas, todél
tikétina, jog pastaroji sistema, vartotojui sukelty nemaloniausig pojutj. Kremy pH reik§mé
nustatyta didesné nei tepaly, ta¢iau remiantis reologinémis savybémis kremy sistemos vartoti
ant odos yra tinkamesés nei tepalai, nes yra labiau takis, ir didZiausia konsistencijos
koeficento reik§mé tebuvus 145,36+0,22 Pa-s". Vienintelés stabilios gelio sistemos pH
reikSmé nustatyta Siek tiek per didelé, taciau konsistencijos koeficento reik§mé, kuri lygi
52,13+0,17 Pa-s", leido iskelti hipoteze, jog veikliyjy junginiy atpalaidavimas i$ $ios sistemos

galéty biiti pakankamai efektyvus.

4. Fenoliniy junginiy i$ pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktu atpalaidavimo in vitro
rezultatai parod¢, jog atpalaiduoty junginiy kiekiui tiesioging jtakg daro tiek jterpto propolio
kiekis, tiek pasirinktas vaisto pagrindas. I$ sistemy, kuriose propolio ekstrakto buvo daugiau,

atpalaiduoty junginiy kiekis irgi buvo didesnis. Taip pat nustatyta, jog geresnis medziagy
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atpalaidavimas vyksta i$ ty pusiau kiety vaisto formy, kuriy konsistencijos koeficentas yra
mazesnis. Atpalaiduoty junginiy kiekiui jtakg daro ir pagrindo hidrofilinés bei lipofilinés
savybés. Nustatyta, jog kuo sistemos pagrindas yra labiau hidrofilinis, tuo atpalaiduoty
junginiy in vitro kiekis didesnis. Dél Sios priezasties atpalaiduoty junginiy kiekis i$ hidrogeliy
ir sické beveik 100 %.

Geriausiai fenoliniai junginiai i§ pusiau kiety vaisto formy su propolio ekstraktu j oda ex vivo
eksperimento metu skverbési i§ tepalo, kurio pagrindas formuotas i§ vasko ir saulégrazy
alicjaus. Tokie rezultatai jrodo, jog riebiosios ragstys yra naudingos ir nulemia efektyvesne
veikliyjy junginiy skvarba j oda. Nors junginiy atpalaidavimas i§ gelio in vitro tyrime buvo
itin efektyvus, taciau skvarba j odg ex vivo tyrimo metu is Sios sistemos nejvyko. Tai jrodo,
jog oda yra gerokai sudétingesné sistema nei celiulioziné membrana, kuri naudota in vitro
tyrime. Skvarba j odos sluoksnius yra sudétingas, daugybés veiksniy lemiamas procesas, todél
tyrimai ex vivo yra itin svarblis siekiant sumodeliuoti tinkamas pusiau kietas vaisto

formuluotes.
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