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SANTRAUKA

Chitozano (CH) ir kavos rugsties (KVR) kompleksai (KVR-CH) gauti adsorbuojant KVR 1§
tirpaly pradiniais CH milteliais. Pseudo-antrojo laispnio kinetinis modelis pritaikytas apraSyti
adsorbcijos duomenims. Istirtas KVR pusiausvirosios adsorbcijos mechanizmas CH milteliy
pavirsiuje.

Nustatytas KVR-CH komplekso optimalus santykis 0,47-0,49 KVR mol 1 mol CH. Kompleksy
sudétis patvirtinta FT-IR spektroskopija. CH molekuliné masé neturi jtakos gaunamy kompleksy
sudéciai. KVR adsorbcija CH milteliais apraSo Lengmiuro, Freundlicho ir Dubinino-
Radushevichiaus adsorbcijos modeliai, kuriy parametrai tvirtina, kad adsorbcija vyksta dél
elektrostatinés sgveikos tarp rugstinéje terpéje jonizuoty CH aminogrupiy ir KVR karboksigrupiy.
Apskaiéiuoti termodinaminiai rodikliy vertés rodo, kad KVR adsorbcija CH milteliais vyksta
spontaniSkai. Taciau neigiamos Gibso laisvosios energijos vertés mazéja didéjant temperatiirai.
Neigiamos entalpijos ir entropijos poky¢iy vertés rodo, kad adsorbcija yra egzoterminis procesas ir
sistemos tvarka adsorbcijos metu didéja. KVR-CH kompleksy destrukcija vyksta trimis stadijomis:
pirmoje stadijoje pasiSalina i§ kompleso drégmé, antroje stadijoje atskyla apie 25 % komplekse
sujungtos KVR ir trecioje stadijoje vyksta polimero destrukcija. KVR i§ KVR-CH kompleksy yra
desorbuojama 1§ fosfatinio buferinio tirpalo, kurio pH vert¢ yra 6,8. KVR-CH kompleksy
antioksidacinis efektyvumas, apskaiciuotas pagal ABTS metoda, didéja didéjant adsorbuotos KVR
kiekiui.
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SUMMARY

Chitosan (CH) and caffeic acid (KVR) complexes (KVR-CH) of different composition were
obtained by adsorbing KVR from aqueous solutions on CH powder. The pseudo-second kinetic model
was fitted to the data of adsorption. The mechanism of KVR equilibrium adsorption on the surface of
CH powder was elaborated.

The KVR-CH with KVR to CH optimal molar ratio of 0.47-0.49 were obtained. FT-IR spectra
confirmed the composition of KVR-CH complexes. The molecular weight of CH no influence
composition of the complex were obtained. Analysis of the Langmuir, Freundlich and Dubinin-
Radushkevich adsorption models parameters demonstrated that KVVR is adsorbed on the ionized
amino groups of CH due to electrostatic interactions between the latter groups and the carboxylic
group of KVVR. Analysis of thermodynamic parameters of adsorption showed that KVVR adsorption
on CH was spontaneous. However, the negative values of changes in Gibbs free energy decreased
with an increase of adsorption temperature. The negative values of the changes of enthalpy and
entropy implied that adsorption was exothermic process, and the order of systems during the course
of adsorption increased. The thermal destruction of KVR-CH complexes occurred in three steps:
release of physically retained water (first step), release ~ 25 % KVR from KVR-CH complex (second
step) and decomposition of complex (third step). KVR can be released from KVR-CH complexes
into solution of phosphate buffer (pH=6.8). The antioxidant activity estimated by ABTS assay
showed that KVR-CH complexes containing higher amount of adsorbed KVR demonstrated

prolonged antioxidant activity.



Jvadas

Darbo aktualumas. Fenoliniai junginiai yra sudétingy organiniy medziagy dalis placiai
paplitusi augaly karalystéje. Viena i$ jy pagrindiniy jy grupiy yra hidroksicinamono rigsties (HCA)
dariniai. Tai antriniai metabolitai, gauti i§ fenilalanino ir tirozino, sudaryti i$ 9 anglies atomy, turintys
hidroksigrupg, dviguba jungti Soninéje grandinéje, gali turéti cis- arba trans-konfigiiracija [1]. Per
pastargji deSimtmetj HCA dariniams yra skiriamas didelis démesys dél jy gausos kasdieningje
mityboje bei dél didéjancio susidoméjimo jy kaip antioksidanty biologiniu poveikiu [2, 3]. Kavos
ragstis (3,4-dihidroksicinamoniné riigstis) ne tik pasizymi antioksidaciniu poveikiu, bet gali slopinti
bakterijy ar mieliy augima [4].

Chitozanas yra vienintelis gamtoje randamas katijoninis polimeras, gaunamas i§ chitino
Sarminio deacetilinimo biidu. Chitozano makromolekulés struktiira yra linijiné, sudaryta i$ atsitiktinai
pasikartojanéiy d-gliukozamino ir N-acetil-d-gliukozamino likuéiy, sujungty S-(1-4)-glikozidinémis
jungtimis. Chitozanas yra netirpus vandenyje ar organiniuose tirpikliuose. PartigStintuose tirpaluose
chitozane esancios pirminés aminogrupés yra protonizuojamos. Chitozano pKa verté yra 6,5.
Jonizuoty aminogrupiy skaicius priklauso nuo chitino deacetilinimo laipsnio [5]. Be to, dé¢l teigiamo
kriivio Zenklo jonizuoty aminogrupiy chitozanas gali sudaryti kompleksus su neigiamo kriivio Zenklo
grupiy turinciais polimerais arba mazamolekuliais junginiais [6], o jo platy taikyma [7] salygoja
biologinis suderinamumas ir bioskaidumas.

Turédamas teigiamo kriivio Zenklo grupiy chitozanas gali sudaryti joninius kompleksus su
anijoniniy grupiy turin¢iais mazamolekuliais junginiais, kuriy viena yra kavos rtgstis. Paprastai
kavos riigsties ir chitozano kompleksai yra gaunami nusodinant juos i$ tirpaly, prie§ tai chitozang
1Stirpinus acto rigsties tirpale. PaprastesniS biidas tokiems kompleksams gauti biiti chitozano
miltelius iSkart bandyti tirpinti kavos riigsties tirpale. Taciau literatiiroje néra apraSyta tokiy tyrimy.

Darbo tikslas — gauti netirpius milteliy pavidalo kavos riigsties ir chitozano (KVR-CH)
kompleksus bei jvertinti jy savybes.

Darbo tikslui pasiekti yra iskelti Sie uzdaviniai:

1. Istirti chitozano molekulinés masés ir chitozano bei kavos riigsties masiy santykio jtakag KVR-
CH kompleksy sudéciai.
IStirti kavos riigSties adsorbcijg chitozano milteliais pusiausvirosios adsorbcijos sglygimis.
Ivertinti KVR kompleksy termines ir antioksidacines savybes.

Istirti kavos rugsties desorbcija i§ KVR-CH kompleksy.

o ~ w0 N

Ivertinti KVR-CH kompleksy panaudojimo arbatZoliy antioksidaciniy savybiy pagerinimui
galimybes.



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Jonogeniniai polisacharidai vaisty pernaSos sistemose

Vis daugiau démesio yra skiriama jonogeniniy gamtiniy ir modifikuoty gamtiniy polisacharidy
taikymui bioaktyviy junginiy pernaSos sistemose. Polisacharidai yra iSgaunami i§ gamtiniy
atsinaujinanc¢iy Saltiniy. Jonogeniniy polisacharidy savybes labai priklauso nuo aplinkos veiksniy,
tokiy kaip terpés pH verte, tirpale esanciy kity elektrolity, elektrinio ir magnetinio lauko stiprio,
apSvietos, temperatiiros, redokso potencialo ar tam tikros struktiros molekuliy (pvz., fermentai,
zymenys), todél lengva modeliuoti bioaktyvios medziagos atsipalaidavima [6].

Ypac placiai gamtiniai polimeriniai neSikliai yra taikomi farmacijos pramonéje [10, 11]. D¢l
spartaus organinés chemijos ir polimery mokslo plétros, XX a. antrojoje pus¢je buvo susintetinta daug
Ivairiy savybiy turiniy pagalbiniy medziagy ir iStirtas jy panaudojimas farmacijos pramonéje [12].
Taciau dél toksisky, biologiskai neskaidziy tirpikliy ar pradiniy komponenty panaudojimo, iSkilo
aplinkos tarSos problemy, pasireiSkianc¢iy cheminiy medziagy kaupimusi dirvoZzemyje ar vandens
telkiniuose [13]. Sis triikumas paskatino natiiraliy pagalbiniy medZiagy panaudojimo farmacijos
pramongje paieSkas. Tam reikia ziniy apie jy sudét ir struktiira, nuo kuriy priklauso tiek panaudojimo
funkcionalumas, tiek sauga [14].

Polisacharidai i§gaunami i$ jvairiy Saltiniy: jiros dumbliy, augaly, bakterijy, gryby, vabzdziy,
véziagyviy, gyviiny ar net zmoniy, taip pat gali biiti struktiiriSkai sudaryti taikant geny inzinerijg [15].
Be to, daZnai gamtinés polimerinés medZiagos yra iSgaunamos i§ maisto pramonés atlieky, taip
siekiant sumazinti tokiy atlieky kiekius [16]. Dél tinkamo suderinamumo su Zmogaus organizmu bei
nesudétingo gavimo biido, polisacharidai farmacijoje yra naudojami kaip riSamosios medZziagos,
uzpildai, tirStikliai, kiety / skysty preparaty sudétinés dalys [17]. Be to, jie lengvai suskaidomi
dirvoZemyje ir pavirSiniuose vandenyse esanciais mikroorganizmais.

Polisacharidai, kurie susidaryti 1§ vieno pasikartojan¢io monomero, vadinami
monopolisacharidais (pvz. krakmolas, celiuliozé), o i§ dviejy ar daugiau monomery, vadinami
heteropolisacharidais (pvz., agaras, alginatas, karageninas). Taip pat polisacharidai skirstomi
nejonogeninius ir polielektrolitus, turincius teigiamo arba / ir neigiamo kriivio Zenklo grupiy [18].
Polisacharidy makromolekulés konformacijai jtakos turi tiek terpés pH verte ir joning tirpalo jéga,
tiek temperatiira ar kity junginiy molekuliy koncentracija [19]. Cheminiy ir fizikiniy dirgikliy jtaka
polisacharidy makromolekuliy konformacijai gali buti panaudota jy modifikacijai. Dirgikliai gali ne
tik tiesiogiai veikti polisacharida (pvz., Siluma ar elektrinis laukas), bet ir per tarpininka (pvz.,
veikiant polimere jkapsuliuotas aukso nanodaleles Sviesa ar superparamagnetines gelezies oksido

daleles magnetiniu lauku, polimeras jSyla) [20]. Modifikuoti polisacharidai, galintys reaguoti |



jvairius terpés dirgiklius, tampa ypac patraukliais kuriant vaisty pernasos sistemas (angl. drug
delivery system (DDS)). Skirtingai nuo jprasty, atpalaiduojanciy vaistinius preparatus j bet kokia
terpe, sistemy naudojant DDS yra atpalaiduojami vaistiniai preparatai esant tam tikroms aplinkos
salygoms, t. y. tam tikrose audiniy ar lgstelés vietose sukeliant norimg fiziologinj atsaka [21]. Viena
1§ unikaliy polisacharidy savybiy yra gebé¢jimas sudaryti nanodaleles su specifiniy savybiy
pavirSiumi, galin¢iu jmobilizuoti biologiSkai aktyvias medziagas ir atpalaiduoti jas per gleiving |
kraujg ar konkrecig lastelg. Todél polisacharidai yra labai patraukliis kuriant naujas, biologiSkai
suderinamas, jautresnes bei tikslesnes vaisty pernasos sistemas [5].

Dalis gamtiniy polisacharidy jau turi savo makromolekuléje jonogeniniy grupiy, pvz., alginatai,
karageninai, kiti tokiy jgyja iSgaudami i§ gamtiniy zaliavy, pvz., diacetilinant chiting, gaunamas
jonogeniniy aminogrupiy turintis chitozanas. Jonogeniniy, gamtoje sutinkamy polisacharidy
elementarios grandies sudétis ir gamtinis Saltinis yra pateikti 1.1 lenteléje. Prie nejonogeniniy
polisacharidy jonogeninés grupés yra prijungiamos modifikuojant, pvz., tokiose reakcijoje aktyviai

dalyvauja krakmolo ar celiuliozés hidroksigrupés.

1.1 lentelé. Gamtoje sutinkamy jonogeniniy polisacharidy struktiirinés formulés [6]

Polisacharidas Gavimo Saltinis
Chitozanas
OH OH OH
Ho, Q o 0 OM/OH Véziagyviy kiautai ir bakterijy, gryby lastelés sienelés
NH, NH, NH

Alginatas
M block
OH
oH Juros rudieji dumbliai ir Kiti organizmai
. g .
n
Agaras
oH OR o ] om ,OS0s
&A/OM& Dumbliy Gelidium, Euchema, Gracilaria ir kt. genai
-l --0 . "/’
OH HO™C _‘n 0S0y

R=H, CHa, SO5°

Karageninas

02 a i\o o..
Q 0 o o o N
=40 Ho OH 0,80 050y 1 1 i
o 6 ] Raudonyjy dumbliy Rhodophyceae genai
0
'o:‘s? OH ‘\0 0 : 0, -
Q. \w\o caa e
220
oH

\-carmagenan 0S05°
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1.1 lentelés tesinys

Celiuliozés eteriai

= OR,
PRy s Polyqu um 4: v .. . . . ) .
‘%Ojﬁkﬁw } R o CHLCHOHH: Ry Aukstesniyjy augaly lastelés sienelé su po to sekan¢iomis
OR; : o L
L 4 or, o R (> O\y)s substitucijos reakcijomis
cr

N
Carboxymethyl cellulose:

Ry. Rz, Ry = H or CH,COOH; Ry=H o
Polyquaternium 10: cr e

-
Ry, Rz, Re= H; Ry =(CH,CH;0), CH,CHOHCH,N*(CH;); \

Hialurono rugstis

OH
o OH
Lo % o :& L Aukstesniyjy gyviiny ekstralatelinis skystis
OH NH
g AT
o

1.1.1. Chitozanas

Chitozanas i§gaunamas i§ chitino, kuris randamas véziagyviy, daugiausiai kraby ar kreveciy
kiautuose, ir yra antras, labiausiai paplites polisacharidas po celiuliozés [22]. Lengviau chiting iSgauti
1§ kreveciy kiauty, kurie yra plonesni nei kity véziagyviy. Paprastai tos pacios riiSies véziagyviy
kiautai yra surtiSiuojami, iSvalomi, i§dZiovinami bei susmulkinami [23]. Chitozanas i§ chitino yra
iSgaunamas deacetilinant. Chitozano iSgavimo i§ chitino biidai priklauso chitino zaliavos, taciau,
paprastai, susideda i3 tokiy etapy: demineralizacijos, baltymy $alinimo ir nuspalvinimo. Sias stadijas
galima atlikti tiek cheminiu [24], tick biologiniu (fermentacijos) [25] budais (zr. 1.1 pav.). Dél
mazesniy i8laidy pramongje naudojamas cheminis chitino diacetilinimas. Biomedicininiams ir
farmaciniams tikslams skirtas chitozanas turi biti itin kruopsc€iai iSgrynintas, nes like baltymai,
mineralai ar pigmentai gali sukelti Zmogaus organizme Salutiniy poveikiy. Nepriklausomai nuo
chitozano deacetilinimo biido neiSvengiamai vyksta chitino makromolekuliy destrukcija [26].

Chitozano kokybe priklauso nuo chitino Saltinio, jo i8skyrimo metodo [27], o chitozano
taikymas nuo savybiy, tokiy kaip deacetilinimo laipsnis bei molekuliné masé [28]. Deacetilinimo
laipsnj galima nustatyti jvairiais budais: infraraudonyjy spinduliy spektroskopija, potenciometriniu
titravimu ar pazangesniais metodais, tokiais kaip branduolio magnetinis rezonansas (BMR) [23].

Chitozano rodikliai ir jy nustatymo biidai yra pateikti 1.2 lenteléje.

11



Biologinis <Véiiagyviq kiautD Ch§m|n|s
gavimas gavimas

‘V’
Fermentacija su HCl | Demineralizacija | HCI
Lactobacillus, i
Pseudomonas, dL
Bacillus bakterijomis ] Y
ar Aspergillus grybu Proteazé | Baltymy Zalinimas | NaOH
N7

v

KMnO, | Nuspalvinimas | KMnO,

‘V'
‘V’
Chitino
L | Deacetilinimas | NaOH
deacetilazé
7

1.1 pav. Biologinis ir cheminis chitozano gavimas [22]

1.2 lentelé. Chitozano fiziko-cheminiai rodikliai ir jy nustatymo metodai [22]

Rodiklis Nustatymo metodas

o . Viskozimetrija, gelchromatyografija, Sviesos sklaida, HPLC
Molekulinis svoris B o . )
chromatografija, lazerinis desorbcijos / jonizacijos masiy spektrometras

IR spektroskopija, UV spektrofotometrija, BMR spektroskopija,
Deacetilinimo laipsnis konduktometrinis titravimas, potenciometrinis titravimas, diferenciné

skenuojamoji kalorimetrija

KristaliSkumas Rentgeno spinduliy difrakcija

Chitozanas, gautas i chitino deacetilinimo btidu, tirpsta rigStiniuose vandeniniuose tirpaluose,
kai vidutinis deacetilinimo laipsnis yra didesnis nei 0,5. Chitozano fizikinés savybés vandeniniame
tirpale priklauso nuo deacetilinimo laipsnio ir acetilgrupiy pasiskirstymo polimero grandinéje.
Nelyginis acetilgrupiy skai¢ius mazina jo tirpuma ir skatina makromolekuliy agregaty susidaryma
[29]. Acetilinimo laipsnis turi jtakos chitozano reaktyvumui, bioskaidumui bei lgsteliy atsakui [11].

Chitozanas yra vienintelis gamtoje randamas katijoninis polimeras, gaunamas i§ chitino
Sarminio deacetilinimo budu. Chitozano makromolekulés struktiira yra linijiné, sudaryta is atsitiktinai
pasikartojanciy d-gliukozamino ir N-acetil-d-gliukozamino likuéiy, sujungty S-(1-4)-glikozidinémis
jungtimis. Chitozanas yra netirpus vandenyje ar organiniuose tirpikliuose. Partigstintuose tirpaluose

chitozane esancios pirminés aminogrupés yra protonizuojamos. Chitozano pKa verté yra 6,5.
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Jonizuoty aminogrupiy skaicius priklauso nuo chitino deacetilinimo laipsnio ir lemia chitozano
savybes: reakcija 1 terpés pH pasikeitimg, giminiSkuma zinduoliy lasteliy komponentams, suteikia
antimikrobiniy savybiy [5, 30]. Be to, dél teigiamo kriivio Zenklo jonizuoty aminogrupiy chitozanas
gali sudaryti kompleksus su neigiamo kruvio Zenklo grupiy turiniais polimerais arba
mazamolekuliais junginiais [6].

Platy chitozano taikyma [7] salygoja jo biologinis suderinamumas ir bioskaidumas. Chitozanas
pasizymi prieSvézinémis [31], antimikrobinémis [32], antioksidancinémis [33] savybémis. Nustatyta,
kad tokioms savybéms jtakg daro deacetilinimo laispnis bei molekuliné mase¢ [34]. Todél chitozanas
yra naudojamas jvairiems biologiniams ar biomedicininiams tikslams: vandeniui valyti [35],
zaizdoms gydyti [36], vaisty pernaSos sistemoms [37], nutukimui gydyti [38], audiniy inZinerijoje
[39].

1.2. Fenolinés rugstys

Fenoliniai junginiai yra sudétingy organiniy medziagy dalis placiai paplitusi augaly karalystéje.
Aukstesnieji augalai sintetina bei kaupia daugybe fenoliniy junginiy, kurie apsaugo nuo fotosintezés
metu susidariusiy laisvyjy radikaly poveikio, taip uzkirsdami kelig audiniy paZzeidimui. Fenoliniy

junginiy klasifikavimas pateiktas 1.2 paveiksle [1].

Fenoliniai junginiai
A
[ |
Polifenoliai Paprastieji
}\ fenoliai
)\
[ ] [ 1
Taninai Flavonoidai Fenolinés Kumarinai
riugstys

1
! )

Hidroksibenzoinés | | Hidroksicinamoninés
rogstys rogstys

1.2 pav. Fenoliniy junginiy klasifikavimas [1]

Hidroksicinamono rigsties (HCA) dariniai yra viena pagrindiné, gamtoje randamy fenoliniy
junginiy, klase [40, 41]. Tai antriniai metabolitai, gauti i§ fenilalanino ir tirozino, sudaryti 1§ 9 anglies
atomy, turintys dvigubg jungtj Soninéje grandingje, gali turéti cis- arba trans-konfigtracijg. Tarp

dazniausiai sutinkamy HCA dariniy yra cinamono riigstis, 0-, m- ir p-kumaro ruigstys, kavos, ferulo
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ir sinapo ragstys (Zr. 1.3 pav.) [42]. Pastarosios riigstys randamos kaip laisvos karboksirtigstys arba
esteriai, susidar¢ kondensuojantis fenolinéms riigStims su flavonoidais ar angliavandeniais. Taip pat
HCA gali bati randamos, kaip amido dariniai, kurie susidaro kondensuojantis fenolinéms riigStims su
aminortgstimi arba aminu. Chlorogeniné riigstis (Zr. 1.3 pav.), kuri yra kavos ir chino riigsties esteris,

yra labiausiai gamtoje paplites HCA darinys, randamas vaisiuose, darzovése, kavoje bei tabake [43,

44].

2 0
Ry
X OH HO AN 0
R; R, HO 2
HO I ~=m COOH
R, \
N
o-kumaro rogstis, R1=OH HO
m-kumaro rtigstis, R2=OH L
p-kumaro rugstis, R3=OH Chlorogening rgstis

Kavos rugstis, R2=R3=0OH

Ferulo ragstis, R2=0OCH3; R3=0H
Cinamoniné raigstis, R1=R2=R3=R4=H
Sinapo rugstis, R2=R4=0CH3; R3=OH

1.3 pav. Cinamoniniy riig§¢iy bendroji stuktiiriné formulé [42]

Per pastargji deSimtmetj HCA dariniams yra skiriamas didelis démesys dél jy gausos
kasdieninéje mityboje bei dél didéjancio susidoméjimo jy kaip antioksidanty biologiniu poveikiu
[40,41]. Taip pat buvo jrodyta, kad HCA dariniai turi teigiamg poveiki Zmogaus sveikatai, ypac
sergant ateroskleroze ir véziu [45, 46]. Ankstyvojoje Zmogaus gaubtinés Zarnos véZzio stadijoje
budinga epitelio hiperproliferacija, dél ko susidaro adenomos [47]. HCA dariniais yra slopinama
reguliuojamos lastelés ciklo kontrolé bei apoptozé. Apsauginis poveikis prie§ gaubtinés Zarnos vézio
vystymasi turéty biiti siejamas su lgsteliy proliferacijos slopinimu ir (arba) apoptozinio kelio

iniciavimu, siekiant paSalinti mutacijas turincias lasteles ir iSlaikyti normalig lasteliy populiacija [48].

1.2.1. Kavos riigstis

Kavos riigstis (3,4-dihidroksicinamoniné riigStis) yra viena 1§ hidroksicinamato ir
fenilpropanoidiniy metabolity, kurie kaupiasi augaly audiniuose. Ji randama daugelyje augalinés
kilmés maisto Saltiniy tokiy kaip kavos gérimai, mélynés, obuoliai ar sidras [45]. Be maisto produkty,
kavos riigstis placiai naudojama ir medikamentiniy preparaty gamyboje kartu su propoliu ir veikia

kaip kancerogeninis inhibitorius [49]. Kavos riigStis taip pat pasizymi antioksidaciniu bei
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antibakteriniu poveikiu in vitro, tai pat gali prisidéti prie aterosklerozés ir kity Sirdies, kraujagysliy
ligy kontrolés [50].

Antioksidantai — tai junginiai, kurie slopina arba mazina laisvyjy radikaly bei oksiduojanciy
junginiy sukeliamg poveikj. Jie veikia kaip iniciatoriai skatindami oksidacijos procesg. Stabilumag
tokiems junginiams suteikia benzeno Ziedas. Fenilpropanoidai veikia kaip antioksidantai pasalinant
laisvuosius deguonies radikalus [51] ir metalo jonus, ypa¢ gelezj [52]. Siy molekuliy hidroksigrupés
pasizymi antioksidaciniu aktyvumu. Junginio stabilumas bei antioksidacinis aktyvumo stiprumas
priklausomai nuo hiroksigrupiy skai¢iaus ir jy padéties (orto, para, meta benzeno Ziede). Zinoma,
kad antra orto-padétyje esanti hidroksigrupé padidina antioksidacinj aktyvuma [53]. Tai paaiSkina,
kodél kavos rugsties antioksidacinis efektyvumas yra didesnis nei ferulo rigsties.

Kavos riigstis, taip pat ir kiti fenilpropanoidai, pvz., p-kumaro riigstis ar ferulo rugstis, gali
slopinti bakterijy (E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes) ar mieliy
augimag [4]. Kavos rugsties antimikrobinis aktyvumas priklauso ne tik nuo jos struktiiros, bet ir nuo
aplinkos: terpés pH vertés, NaCl koncentracijos ir pan. Pastarieji veiksniai yra svarbiis, nes sukelia
tam tikrus fiziologinius pokyc¢ius mikroorganizmuose [54]. Kai terpés pH verté yra 3-5, kavos
rugsties antimikrobinis poveikis pasireiskia prie§ daugelj mikroorganizmy (E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus, Kokuria rhizophila, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Candida albicans) [55].

1.3. Chitozano ir fenoliniy rigsiy konjiigatai

Chitozanas vienintelis gamtinis teigiamo kriivio Zenklo grupiy turintis polisacharidas,
naudojamas maisto, vaisty ir farmacijos reikméms d¢l jo unikaliy savybiy, tokiy kaip netoksiskumas,
bioskaidumas, biologinis suderinamumas, lengvas prieinamumas bei mazos iSlaidos pramonéje.
Pastaraisiais metais sintezuojami jvairls polifenoliy-chitozano konjugatai chitozano tirpumui
vandenyje padidinti ir taip praplésti panaudojimg [56].

Fenoliniai junginiai, kaip minéta, pasizymi itin stipriu bioaktyvumu bei geru tirpimu vandenyje.
D¢l $iy priezas¢iy fenoliniai junginiai yra naudojami vandenyje tirpiems chitozano konjiigatams
gauti. 1.3 lenteléje yra pateikti kai kurie fenoliniai junginiai, kurie yra naudojami konjiigatams su
chitozanu sudaryti. Gauti naujomis fizikinémis ir cheminémis savybémis pasiZymintys polifenoliniy
junginiy-chitozano konjugatai, kurie praplét¢é modifikuoty chitozano dariniy taikymo bei

panaudojimo sriti [56].
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1.3 lentelé. Fenoliniy riigsciy strukttira, gavimo $altiniai, konjiigato sudarymo biidas bei pritaikymas [56]

Fenoliné
ragstis

Struktiira

Gavimo $altiniai

Konjugato sudarymo
budas

Taikymas

Galo ragstis

Zalioji arbata,
zelatina, lazdyno
ar gzuolo zievé

Cheminé modifikacija su
EDC/NHS;
fermento laktazés
katalizuojama reakcija;
laisvyjy radikaly
inicijuota skiepijamoji
kopolimerizacija

Antioksidacinis priedas,
antidiabetinis agentas,
biologiskai aktyvus
junginys,
maisto pakuotéms,
vaisty pernasai

Kavos ragstis

0, OH
HO' 1 OH
OH
(o]
HO.
HO

Kava, argano
aliejus, mieziy
grudai, eukalipto
Zieve

Cheminé modifikacija su
EDC;
fermento laktazés,
tirozinazes katalizuojama
reakcija;
laisvyjy radikaly
inicijuota skiepijamoji
kopolimerizacija

Antioksidacinis priedas,
audiniy inZinerijoje

Ferulo ruagstis

0
H3CO.
HO

RyzZiai, kvieciai,

Cheminé modifikacija su
EDC,;
fermento laktazés
katalizuojama reakcija;

Maisto priedas ir maisto

rieSutai

avizos laisvyjy radikaly pakavimui
inicijuota skiepijamoji
kopolimerizacija
OxOH . . Antitrombocity
Baltasis gluosnis, Cheminé modifikacis A0reqaciia
Salicilo rugstis OH kastonas, zemés emine moditikacya su gregaclja,

EDC

vaisty pernasai,
maisto koncervantas

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas (EDC) yra vandenyje tirpus junginys, Kkuris

sudarant polifenolio-chitozano konjigatus aktyvuoja fenolinés riigSties karboksigrupe, susidarant

tarpiniam junginiui O-acilizokarbamida, po to, susidaro amidinis rySys per pirming chitozano

aminogrupe (Zr. 1.4 pav.). Cheminei modifikacijai jvykti taip pat svarbils veiksniai yra temperatiira,

reakcijos trukme, terpés pH verté, chitozano molekuliné masé bei chitozano ir fenolinés rugsties

molinis santykis [56].
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Polifenolio-chitozano konjiugatas

1.4 pav. Cheminés modifikacijos su EDC mechanizmas [56]

Vykdant chemine modifikacija dalinai su EDC bei dalinai su N-hidroksisukcinimidu (NHS)
gaunamas stabilesnis tarpinis junginys. Reakcijos mechanizmas pateiktas 1.5 paveiksle [56].

~n7€ I i & OE J L
EDC AN nBs L B
R—COOH = TN g —_— 4
| i
Fenoliné riigstis c=0 o
R R
OH OH
0 O
0 0
o u&/ u/o&\/o...,
0-C-R OH NH; NH,
0 0\/0 0 B Chitozanas
HO HO O-_“‘
NH, NH
?=0
R

Polifenolio-chitozano konjigatas

1.5 pav. Cheminés modifikacijos su EDC ir NHS mechanizmas [56]
Fermentais katalizuojamos reakcijos yra priskiriamos ekologiskiems procesams gaunat

chitozano darinius. D¢l su fermentais susijusiy tarpiniy reakcijy, nenaudojant riigStinés terpés ar

organinio tirpiklio, susidaro polifenolio-chitozano konjtigatai (zr. 1.6 pav.) [56].
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1.6 pav. Fermento katalizuojamos reakcijos mechanizmas [56]

Laisvyjy radikaly inicijuota skiepijamoji kopolimerizacija yra viena naujausiy sintezés
strategijy, kuri priklauso ,,Zaliems* procesams, nes néra naudojami toksiski junginiai. Naudojamas
vandenilio peroksidas (H20-) ir askorbo rigstis inicijuoja kopolimerizacija (zr. 1.7 pav.), dél ko

suzadinama chitozano makromolekulé, o véliau kovalentiniu rySiu prisijungia fenoliné rtgstis [56]

H(% H;0; +OH H%
] 0, o : (4} e
uo\/\q S Z Ho\/\q
HO OH +0 OH
Askorbo ragstis

0 o-@

V)
., N ® /ou NE;

0
e . ne’ : nd—®
wzt = o *OH 0 0, Polifenolis ™, 0,
o \_o..—> ‘Wo o o
HO NH, e
NH, o o
i s
3 A H; s Hy
Chitozanas g 0, 0 0,
HO O..... HO 0-,...
NH NH
Chitozano makromolekulés d’)
radikalas Polifenolio-chitozano
konjugatas

1.7 pav. Laisvyjy radikaly inicijuotos skiepijamosios kopolimerizacijos mechanizmas[56]
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Skirtingy tipy polifenolio-chitozano konjtigatai turi keleta bendry fizikiniy, cheminiy bei
biologiniy savybiy gerinimo kaip tirpumas vandenyje, antioksidacinis aktyvumas [57]. Polifenolio-
chitozano konjiigato tirpumas vandenyje didinamas mazinat chitozano kristaliSkuma [58]. Rentgeno
spinduliy difrakcijos analizé parodé¢, kad chitozanas pasizymi auksStu kristaliSkumu dél stipriy
vandelininiy rySiy. Susidarant konjiigatui fenoliniai junginiai kovalentiSkai jungiasi su chitozano
aminogrupe, todé¢l iSauga atstumas tarp chitozano grandiniy, silpnina vandenilinius rySius, dél ko
sumazéja kristaliSkumas. Polifenolio-chitozano konjiigaty antioksidacinis aktyvumas pagristas
laisvyjy radikaly mazinimu ir redukciniu poveikiu lyginant su vienu chitozanu [59]. Antioksidacinis
chitozano-fenioliniy junginiy aktyvumas taip pat susijes su fenolinio junginio hidroksigrupiy
iSsidéstymu chitozano makromolekulés grandinéje. Kitaip tariant komplekso antioksidacinis
aktyvumas priklauso nuo mazamolekulinio junginio molekulinés struktiiros, t. y. nuo molekul¢je
esanciy hidroksigrupiy skaiciaus bei jy padéties [60]. D¢l $iy priezasCiy yra teigiama, kad polifenolio-
chitozano konjtigaty fizikinés ir cheminés savybés, jy pritaikymas priklauso nuo konkretaus prijungto
fenolinio junginio.

Galo ragsties prijungimas prie chitozano molekulés mazina kristaliSkuma, silpnina
tarpmolekulinius vandenilinius rySius, padidina pavirSiaus plotg. Be padidinto tirpumo vandenyje
galo riigsties ir chitozano darinys pasiZymi geresniu antioksidaciniu aktyvumu, taip pat biologiniu
aktyvumu, tokiu kaip oksidacinio streso zalos mazinimas ar antimikrobinis poveikis. Ferulo rugsties
ir chitozano konjiigatas pasizymi ne tokiu dideliu antioksidaciniu poveikiu kaip chitozano darinys su
kavos riig§timi, taciau suteikia Igsteléms gyvybingumo d¢l susirpintos adsorbcijos adhezijos baltymo
vitronektino. Salicilo rigstis prijungimas prie chitozano padidina tirpumg vandenyje, antioksidacinj
bei antibakterin] aktyvumg, mazina trombocity adhezijg jau esant 50 mg/1 salicilo riigsties chitozane
[56].

Daugybé tyrimy parodé, kad kavos riigstis yra stiprus terapinis agentas, kuris slopina véziniy
lasteliy poliferacija kaip burnos vézio [61], kriities vézio [62 ], prostatos vézio [63] ir storosios zarnos
vézio [64]. Be to, yra aprasytas kavos ragsties in vitro ir in vivo antiuzdegiminis poveikis [65] ir
antioksidacinis aktyvumas [66]. Dél to paskutiniu metu atsiranda vis didesnis susidoméjimas
chitozano modifikavimu kavos riig§timi, o konjligacija jrodyta termogravimetrine analize, FT-IR
spektroskopija, magnetiniu branduoliy rezonansu bei UV spektroskopija [67]. Sudaryti konjtigatai su
kavos rugstimi pasiZymi pagerintomis fizikinémis ir cheminémis savybémis, tokiomis kaip
sumazéjusi klampa, padidéjes tirpumas vandenyje, sustipréjes antioksidacinis aktyvumas. Svarbu ir
tai, kad kavos rtgsties prijungimas prie chitozano makromolekulés suteikia jam naujy biologinio
poveikio savybiy kaip antimikrobinis bei priesvézinis poveikiai [67, 68], dél ko chitozanas vis pla¢iau

taikomas biomedicinos srityje.
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1.4. Chitozano kompleksy susidarymas su anijoninias junginias

Turédamas teigiamo krivio Zenklo grupiy chitozanas gali sudaryti joninius kompleksus su
anijoniniais mazamolekulinias junginiais (pvz., kavos, galo, ferulo, salicilo rtigstimis ar neorganiniais
junginiais) arba sudaryti polielektrolininius kompleksus su polimerais, turin¢iais anijonines grupes
(pvz., dekstrano sulfatu, poliakriamidu, karageninu). Kompleksai susidaro dél elektrostatinés
saveikos tarp priesingo kruvio zenklo grupiy. Susidarant kompleksams taip pat veikia Van der Valso
bei hidrofobinés sgveikos jégos, vandeniliniai rySiai. Kadangi polielektrolitiniy kompleksy
susidarymas vyksta vandenyje kambario temperattroje, be organiniy tirpikliy jis yra priskiriamas
»zaliesiams procesams‘ [69].

Polielektrolitiniy kompleksy formavimas keicia jj sudaran¢iy junginiy savybes. Pvz., chitozano
kompleksai su anijoniniais poliakrilamido dariniais pasizymi geresnémis flokuliacinémis savybémis
nei atskirai paimtas polimeras [70]. Chitozano kompleksai su dekstrano sulfatu [71-74],
karboksimetilkrakmolu [75], karageninu [76] yra naudojami bioaktyviy junginiy pernasai. Dekstrano
sulfatas (DeSu) yra dazniausiai naudojamas atsizvelgiant j jo piguma bei paprasta gavima.
Priklausomai nuo DeSu ir chitozano molekulinés masés, jy molinio santykio, bendros koncentracijos,
terpés pH vertés ir tirpalo joninés jégos galima gauti tiek nuosédy pavidalo, tiek tirpius kompleksus
[69]. Pastaruoju metu daugiausia démesio yra skiriama chitozano ir DeSu (CH-DeSu) kompleksams
nanodaleliy pavidale gauti [73, 74]. Kontroliuojamo dydzio komplekso nanodaleléms gauti autoriai
darbe [72] naudojo NaCl. Pradzioje gaunamas tirpus CH-DeSu kompleksas, pasalinus i$ tirpalo NaCl,
susidaro stabilus, netirpus nanodydzio daleliy polielektrolitinio komplekso koloidas. CH-DeSu
nanodalelés buvo panaudotos bioaktyvios medziagos kurkumino imobilizacijai [73]: gautos neigiamo
kriivio Zenklo 200-220 nm dydzio kurkumino turin¢ios nanodalelés. ISeiga, sujungto kurkumino,
buvo apie 74 %. I8 pastaryjy nanodaleliy po 120 h kurkumino buvo atpalaiduota 70 %. Kurkuminas
taip pat buvo imobilizuotas sudarant nanodaleliy pavidalo kompleksa su vienu chitozanu [74].
Eterinis raudonélio aliejus taip pat buvo imobilizuotas chitozano nanodalelése [77]. PradZioje buvo
ruoSiama eterinio aliejaus emulsija chitozano tirpale, véliau tarp chitozano makromolekuliy buvo
sudaromi skersiniai ry$iai natrio tripolifosfatu (NaTPF). Chitozano ir karagenino kompleksy
nanodaleléms gauti, suformuotas kompleksas taip pat buvo tinklinamas NaTPF, o pridéjus NaTPF
gaunamas mazesnio dydzio komplekso nanodaleles, padidéja iSeiga [76].

Metalo ir chitozano kompleksui gauti chitozanas sumaiSomas su metilo alkoholio ir vandens
misiniu, kad pagerinty saveika su metalo jonais [79]. Po to, ] gautag miSinj yra pilami metaly drusky
tirpalai, pvz., CdSO4, CdCl2, Cd(NOs3)2 ir ZnCl,, misinys maiSomas kambario temperatiiroje apie 3-

12 h, po to, plaunamas vandeniu ir dZiovinimas ore [78].
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Neorganiniy riigs¢iy chitozano kompleksams gauti chitozanas uzpilamas kambario temperatiiros
7 M HNOs vandeniniu tirpalu, véliau plaunamas vandeniu ir dziovinamas ore [80]. Taip pat
neorganinés rugsties ir chitozano kompleksas gautas 3 dienas laikant chitozang HNO3 gary aplinkoje
[78].

Organinés rugsties ir chitozano kompleksas gautas chitozang uzpilus 4 M acto ruagsties ir
izopropanolio tirpalu ir laikant 3 valandas kambario temperatiiroje arba chitozng keleta dieny laikant
acto riigsties gary aplinkoje. Komplekso susidarymas tirtas rentgeno spinduliuotés difrakcijos analize

[78, 81].

1.5. Baigiamojo projekto temos parinkimas

Kavos riigstis (KVR) placiai taitkoma medicinoje dél savo antioksidaciniy savybiy, susijusiy su
laisvyjy radikaly slopinimu. Literatiiroje apraSytas KVR antibakterinis, antiuzdegiminis,
antimutageninis poveikiai [1]. Praktika parodé, kad kavos rugsties fizikines ir chemines savybes
pagerinti galima sudarant konjiigatus su kitais organiniais junginiais tokiais kaip polimerai. KVR
antioksidacinj, antimikrobinj bei antivézinj poveikj galima padidinti jmobilizuojant jvairiuose
polimeriniuose nesikliuose, pvz., chitozane [56].

D¢l priesvézniy, antimikrobiniy, antioksidanciniy savybiy, o ypa¢ dél biologinio
suderinamumo bei bioskaidumo, chitozanas (CH) placiai naudojamas bioaktyviy junginiy pernasai
farmacijoje ir biomedicinoje [22]. Chitozanas netirpus vandenyje, tirpsta partigstintuose tirpaluose,
kuriuose CH pirminés aminogrupés protonizuojasi. Nuo CH deacetilinimo laipsnio priklausanciy
jonizuoty aminogrupiy skaiius apsprendzia CH savybes: reakcija 1 terpés pH pasikeitima,
giminiSkumg Zinduoliy lasteliy komponentams, suteikia antimikrobines savybes. Be to, dél jonizuoty
aminogrupiy teigiamo kriivio Zenklo chitozanas gali sudaryti kompleksus su neigiamo kriivio Zenklo
grupiy turin¢iais polimerais arba mazamolekuliais junginiais [6].

KVR ir CH kompleksai galéty biiti gauti adsorbuojant i$ tirpaly KVR pradiniais chitozano
milteliais. Taciau literatiroje neradome duomeny apie taip gaunamus netirpius KVR ir CH

kompleksus.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Medziagos

Darbe naudotos cheminés medziagos, jy formulés, gamintojai bei grynumas pateikti 2.1

lenteléje.

2.1 lentelé. Naudotos medziagos

Gamintojas, grynumas

MedZiaga

Formulé

Kavos riigstis

= OH
HO

Sigma-Aldrich, 98%

Chitozanas (mazos,
vidutinés, auks$tos

molekulinés masés)

OH
OH OH OH
0 o) 0
HO o} 0 OH
HO HO HO
NH;, NH, NH
B o=<
CHs

Sigma-Aldrich,

deacetilinimo laipsnis 75-95 %

fosfatas

Etanolis CH3CH,OH AB ,,Stumbras‘
Acto rugstis CH3COOH UAB ,, EUROCHEMICALS“
Dikalio vandenilio
K2HPO,4 Alfa Aesar
fosfatas
Kalio divandenilio
KH2PO4 Alfa Aesar

2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolino-6-
sulfo rugsties

diamonio druska

Sigma-Aldrich, 98%

(ABTS)
Druskos rugstis HCI UAB ,,EUROCHEMICALS*
Kalio persulfatas K2S,0s UAB ,,EUROCHEMICALS*

Dekstrano sulfatas
(DESUV)

/- 0.
OH - CH,
-SOJo\—/D' A o]
5 _CH,

0805 L OH
5050 o’ -

0805 N 0
CHoH a0

Q
_CH;

o o

-5040 080y
0805 _n

P o 0805 K_OH o
ANGH 4 8030 Nemmeg” O

UAB , EUROCHEMICALS*

UAB , EUROCHEMICALS*

Druskos riigstis

HCI

02N
2,2 -difenil-1- @\ ,
N NO»
pikrilhidrazilas N Sigma-Aldrich, 95%
(DPPH) @ NO:
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2.2. Tyrimy metodai

2.2.1. Kavos rugsties ir chitozano kompleksy gavimas

Kavos riigsties (KVR) tirpalas buvo ruoSiamas 1 g/l koncentracijos distiliuotame vandenyje.
KVR tirpinama maiSant magnetine maisSykle (300 rpm) 2-3 valandas ~ 70° C temperatiiroje.
Atvésintinas iki kambario temperatiiros tirpalas filtruojamas per stiklinj filtrg. Tiksli KVR tirpalo
koncentracija nustatoma UV/VIS spektrofotometru (Jenway 6715, Didzioji Britanija).

KVR ir chitozano (KVR-CH) kompleksams gauti j 100 ml stiklines suberiamas reikiamas
kiekis mazos, vidutinés ar didelés molekulinés masés CH milteliy, ir uzpilama tam tikru kiekiu KVR
tirpalu, jei reikia papildomai pilama distiliuoto vandens. MiSinys maiSomas 60 minuciy magnetine
maiSykle (150 rpm). Po to, 10 ml miSinio filtruojama pro popierinj filtrag (likutiniai KVR
koncentracijai nustatyti), o likusi dalis pro stiklinj filtrg. Gauti KVR-CH milteliai praplaunami
distiliuotu vandeniu ir paliekami iSdzitti kambario temperatiroje. Pradinis CH ir KVR santykis
iSreikStas CH moliy kiekiu tenkan¢iu moliui KVR (CH/KVR, mol/mol). Pradiniy mi$iniy sudétis
buvo keic¢iama nuo 0,53 iki 21,64 mol/mol.

CH milteliais adsorbuotas KVR kiekis apskaiciuotas i$ pradiniame tirpale ir filtrate nustatyty
KVR koncentracijy skirtumy ir iSreikstas moliais KVR tenkanciais moliui CH (KVR-CH, mol/mol)

arba procentais nuo pradinés KVR koncentracijos.

2.2.2. Adsorbcijos Kinetikos tyrimai

0,075 g absoliuciai sausy CH milteliy suberiami j konusing kolbg ir uZpilami 100 ml 0,5 g/1
KVR tirpalu. UZdengta kolba jstatoma ] termostatuojama vandens vonele su kratykle WB-14
(,, Memmert GmbH “, Vokietija), kurioje temperatiira palaikoma + 1 °C. Tam tikrais laiko intervalais
miSinys buvo i1§imamas i§ termostato ir filtruojamas pro popierinj filtrg. Filtrate nustatoma likutiné
KVR koncentracija.

CH milteliais adsorbuotas KVR kiekis gt (g/g) tam tikru laiko momentu apskai¢iuojamas pagal
lygti:

_ (Co_ct)‘V .
t — w )

(2.1)

¢ia: Co — KVR pradiné koncentracija, g/l; Ce— KVR koncentracija laiko momentu t, g/l; V — tirpalo turis, I; W —

absoliuciai sauso CH mase, g.
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2.2.3. Adsorbcijos pusiausvyros tyrimai

Buvo ruosiami KVR tirpalai j 100 ml matavimo kolbas jpilant 20, 40, 60, 70, 80 ar 100 ml
pradinio apie 1 g/l koncentracijos KVR tirpalo ir praskiedziant distiliuotu vandeniu iki bruksnio.
Tirpalai apie 15 min termostatuojami reikiamoje temperattroje ir uzpilami ant konusinése kolbose
0,0001 g tikslumu pasverty mazos molekulinés masés CH milteliy. Uzkimstos kolbos jstatomos i
termostatuojamg vandens vonelg su kratykle WB-14 (Mammert, Vokietija), kurioje temperatiira
palaikoma +1 °C tikslumu. Kratyklés judéjimo daznis 135 judesiy per minute. Adsorbcijos
temperatiira buvo 30, 40 ir 50 °C . Adsorbcija truko 90 min. pasibaigus adsorbcijai miSinys buvo
filtruojamas pro popierinj filtrg ir filtrate nustosima likutiné KVR koncentracija. Adsorbuotas KVR

kiekis apskaiciuotas pagal formule 2.1 tik vietoje gt yra apskaiciuojama (e verte.
2.2.4.Kavos rugsties koncentracijos nustatymas

KVR koncentracija tiriamajame tirpale nustatoma iSmatavus 291 nm bangos ilgio UV spindulio
sugertj KVR tirpalu UV/VIS spektrofotometru (Jenway 6715, DidzZioji Britanija) ir apskaiciavus i§

kalibracineés tiesés.
2.2.5.Drégmés kiekio nustatymas

Medziagoje drégmés kiekis nustatytas drégnomaciu (Kern MRS 120-3, Vokietija) ir

apskaiCiuotas pagal pateikta formule:

w=""11100%;  (2.2)
m,

0
¢ia: w — drégmes kiekis, %; Mo — pradiné medziagos masé, g; M1 — medziagos masé po dziovinimo, g.
2.2.6. Furje transformacijos infraraudonoji (FT-IR) spektroskopija

KVR-CH kompleksy ir CH milteliy FT-IR visisko atspindzio (ATR) spektrai uzrasyti Frontier
spektrofotometru (Perkin Elmer, JAV). Prie deimanto kristalo plokstelés prispaudziamas bandinio
nedidelis kiekis ir uzraSomas spektras bangy srities intervale nuo 4000 cm™ iki 655 cm™, skenavimy

skai¢ius 5, skiriamoji geba 4 cm™.
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2.2.7.Skenuojamosios elektroninés mikroskopijos (SEM) tyrimas

SEM tyrimui CH ar KVR-CH milteliai buvo uzberiami ant specialios lipnios juostelés, kuri
specialiu metaliniu antgaliu jdedama j aparatg. SEM nuotraukos gautos didelés skiriamosios gebos

skenuojamuoju elektroniniu mikroskopu FEI Quanta 200 FEG.
2.2.8. Termogravimetriné (TG) analizé

Termogravimetriné KVR-CH ir CH milteliy analizé atlikta Perkin EImer (TGA 4000) terminiu
analizatoriumi. Bandinys (~ 10 mg) azoto arba oro aplinkoje (dujy debitas 20 cm®min) kaitinamas

keraminiame tiglyje keliant temperatiira 10 ° C/min grei¢iu temperatiry intervale nuo 35 °C iki 600

°C.
2.2.9.Kavos riugsties desorbcijos i§ KVR-CH milteliy tyrimas

0,001 g tikslumu pasverti 0,05 g skirtingos sudéties KVR-CH kompleksy milteliy uzpilti 50 ml
desorbcijos tirpalo. Desorbcija vyko 30 min maiSant magnetinés maiSykle 300 aps./min grei¢iu
kambario temperatiroje. Po to bandiniai filtruoti pro popierinj filtrg ir filtrate nustatyta KVR
koncentracija. Kaip desorbcijos terpé naudoti tirpalai: 0,1 M fosfatinis buferinis tirpalas (pH verté
6,8), etanolis, 0,1 M HCl tirpalas, distiliuotas vanduo.

Desorbuotas KVR kiekis apskaiciuotas 1§ pradinés su KVR-CH milteliais jdétos kavos rtigsties
koncentracijos atémus kavos rugsties koncentracijg nustatyta filtrate. Desorbcijos efektyvumas (DEF,

%), apskaiciuotas pagal lygti:

DEF = Ccl—k 100% (2.3)

prd

¢ia: Cjix— KVR likutiné koncentracija filtrate, g/1; Cpra — KVR koncentracija, apskaiciuota jvertinus tyrime naudota

KVR-CH milteliy kiekj, g/1.
2.2.10. KVR-CH kompleksuy antioksidacinio efektyvumo jvertinimas

Antioksidacinis KVR-CH milteliy arba jais apdoroty arbatzoliy efektyvumas nustatytas
ABTS metodu, naudojant 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfo riigsties) diamonio druska.
ABTS Kkatijoninis radikalas gautas reaguojant 7 mM koncentracijos ABTS tirpalui su 2,45

mM koncentracijos kalio persulfato tirpalu, laikant miSinj tamsoje 12-16 valandy kambario
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temperatiiroje. Gautas ABTS yra stabilus laikant tamsoje apie 48 valandas kambario temperatiiroje.
ABTS tirpalas buvo skiedziamas distiliuotu vandeniu taip, kad 734 nm bangos ilgio monochromatinio
spindulio sugertis biity artima vienetui.

KVR-CH milteliy antioksidacinio efektyvumo nustatymas. Stiklinéje 0,01 g tiksliai atverty
KVR-CH komplekso milteliy buvo uzpilti 25 ml praskiesto ABTS tirpalo turin¢iu 1 ml 0,1 N acto
ragsties. Po 7, 15, 20 min spektrofotometru PG Instruments T60 UV/Vis i§matuojama 734 nm bangos
ilgio monochromatinio spindulio sugertis gautu tiriamuoju tirpalu Antioksidacinis efektyvumas

(AOEF, %) skai¢iuojamas pagal pateikta formulg:
AOEF =22-100 %; (2.4)
0

Cia: Ag — S$viesos sugertis ABTS™ tirpalu prie§ bandyma, sant. v.; A; — Sviesos sugertis ABTS™ tirpalu laiko

momentu t, sant. v.

Arbatzoliy antioksidacinio efektyvumo jvertinimas. Stiklingje 0,5 g tiksliai pasverti pradiniy
ar apdoroty pagal 2.2.12 skyriuje aptartag metodika arbatzoliy buvo uzpilti 100 ml verdancio vandens,
5 min maiSomi magnetine maisSykle ir filtruojami pro popierinj filtrg. Atvésintas filtratas praskiestas
10 karty. 1 ml praskiesto filtrato uzpiltas 25 ml ABTS tirpalo, turin¢iu 1 ml 0,1 N acto riigsties. Tam
tikrais laiko intervalais spektrofotometru PG Instruments T60 UV/Vis iSmatuota 734 nm bangos ilgio
monochromatinio spindulio sugertis gautu tiriamuoju tirpalu. Antioksidacinis efektyvumas (AOEF,

%) skai¢iuotas pagal 2.4 formule.
2.2.11. Vandens gary sugerties KVR-CH milteliais arba plévelémis nustatymas

Stikliniuose biuksuose skirtingos sudéties KVR-CH milteliai arba i§ jy pagal 2.2.13 skyriuje
apraSyta metodika pagamintos plévelés isdziovinti 105 °C temperatiiroje iki absoliuciai sausos masés
ir pasverti analitinémis svarstyklémis, patalpinti j 92 % pastovaus drégnio eksikatoriy, uZpildyta sociu
KNO: tirpalu, kambario temperatiiroje (22+1 °C). Po 24 h biuksai, uzdarius dangtelius, i§imti i§
eksikatoriaus ir pasverti. Absorbuotas vandens gary kiekis apskaiCiuotas i§ bandinio mases
padidéjimo ir iSreikStas procentais nuo absoliuciai sausy milteliy masés pagal formule:

w="4T5.100%;  (2.5)
mg

¢ia: mg — bandinio masé iSimto i§ eksikatoriaus po 24 h, g ; ms — absoliuciai sauso bandinio masé, g.
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2.2.12. ArbatZoliy apdorojimas KVR-CH komplekso tirpalais

Paruosti 0,5 % koncentracijos CH ir KVR-CH kompleksy, turin¢iy 0,048 mol/mol ir 0,158
mol/mol KVR, tirpalai 1 % acto rtigsties tirpale. Tam reikiamas kiekis CH arba KVR-CH milteliy
buvo uzpilti 50 1 % acto riigsties tirpalu ir maiSyti magnetine maiSykle 2 h kambario temperatiiroje.

Tyrimui atlikti buvo naudojama susmulkinti tamsiai zalios spalvos, turintys fitocheminiy
medziagy kaip polifenoliai, kofeinas, flavanoidai, zaliosios arbatos lapeliai.

Imirkymas paruostais tirpalais. 5 g zaliosios arbatos uzpiltos paruostais tirpalais. Palyginimui
5 g arbatzoliy uzpilti 50 ml distiliuoto vandens, 5 min maisSytos stikline lazdele, nufiltruotos pro
stiklinj filtrg ir i8dZiovintos 65 °C temperatiroje.

Uznesimas uzpurskiant. 5 g zaliosios arbatos zoleliy paskleidziamas plonu sluoksniu ir
apipurskiami 15 ml paruo$tu CH ar KVR-CH kompleksy tirpalu. Apdorotos zolelés i§dziovintos 65

°C temperatiroje.
2.2.13. KVR-CH kompleksy pléveliy gavimas

Buvo ruosiami 1 % (pagal chitozano kiekj komplekse) KVR-CH tirpalai arba dispersijos 1 %
koncentracijos acto rugsties tirpale. Tam atsvertas reikiamas KVR-CH milteliy uzpiltas 35 ml 1 %
acto ragsties tirpalo ir maiSytas 2 h magnetine maiSykle kambario temperattiroje. 30 g gauto tirpalo
arba dispersijos buvo supilami § 90 mm skersmens stiklines Petri 1¢kSteles padétas ant svarstykliy.
Petri 1€ksteles su tirpalais buvo dZiovinamos kambario temperatiiroje. Gautos KVR-CH kompleksy
1Simtos 18 Petri leksteliy. Palyginimui taip paruoSta CH plévele.

2.2.14. Rezultaty patikimumo jvertinimas

I§ gauty bandymo metu rezultaty buvo skai¢iuojami aritmetiniai vidurkiai pagal formule:

X = L i : (26)

¢ia X— aritmetinis vidurkis; N — bandymy skaic¢ius; Xi— vieno bandymo rezultatas.

Aritmetinio vidurkio vidutiné kvadratiné paklaida apskai¢iuojama pagal formulg:
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Partigstintuose tirpaluose, paprastai naudojami 0,5—1,0 % koncentracijos acto rugsties tirpalai,
jonizuojasi chitozanas (CH) pirminé aminogrupé ir jis iStirpsta. Atsiradusios teigiamo kriivio zenklo
grupés gali dalyvauti elektrostatinéje sgveikoje su mazomolekuliais anijoniniy grupiy turinciais
junginiais, tame tarpe kavos rugstimi (KVR) [69]. I§ literatiiros zinoma, kad KVR disociacijos
konstanta pKa yra 4,47 [82]. Bandymuose naudoty vandeniniy KVR tirpaly pH verté buvo 3,2+0,1.
Todél nedidelé KVR molekuliy dalis tokiame tirpale yra jonizuota. Disocijuojant KVR
karboksigrupei tirpale atsirade laisvi vandenilio jonai, jbérus pradiniy CH milteliy, jonizuoja jo
aminogrupes, visy pirma, esancias milteliy pavirSiuje. Dél elektrostatinés sgveikos tarp jonizuoty
KVR karboksigrupiy ir jonizuoty CH aminogrupiy, susidaro KVR ir CH kompleksai (KVR-CH) (zr.
3.1 pav.). Kadangi KVR molekulés CH milteliy pavirSiuje orentuojasi aromatiniu ziedu j iSor¢, KVR-

CH milteliai nespé¢ja istirpti. Taip gaunami netirptis milteliy pavidalo KVR-CH kompleksai.

OH
o OH o
HO o T
H | ‘ —_

HO

MHz

OH

NH;
OH
NH;

3.1 pav. Elektrostatiné sgveika susidarant netirpiems KVR-CH kompleksams

3.1. KVR kiekis komplekse nuo reagenty santykio, nuo CH molinés masés, polielektrolininis

titravimas

Yra zinoma, kad kompleksy tarp jonogeniniy polimery ir mazamolekuliy junginiy susidarymui
turi jtakos reaguojanciy komponenty moliy santykis [83].

Todél pirmajame darbo etape buvo iStirta KVR ir CH moliy santykiy jtaka CH milteliais
adsorbuotos KVR kiekiui. Tik skirtingai nuo literatiiroje aprasyty bandymy, kai kompleksams gauti

28



buvo maiSomi kompleksg sudaranciy junginiy tirpalai, misy atveju tam tikras tiksliai atsvertas (pagal
absoliuciai sausg mas¢) CH milteliy kiekis buvo uzpilamas tam tikru reikiamos koncentracijos KVR
tirpalo kiekiu. Pagal bandymo metu naudoty CH milteliy ir KVR tirpalo kiekj buvo apskaiciuotas
KVR ir CH moliy santykis, iSreikStas CH moliais tenkanciais moliui KVR (CH/KVR, mol/mol).
Susidare KVR-CH komplekso milteliai buvo nufiltruoti, ir nustacius filtrate KVR koncentracija,
apskaiciuotas CH sujungtas KVR kiekis, kuris iSreikstas tiek KVR moliais tenkanc¢ias vienam moliui
CH (KVR-CH, mol/mol), tiek procentais nuo pradinés KVR koncentracijos tirpale. Gauti rezultatai
pateikti 3.2 paveiksle, i$ kurio matyti, kad j kompleksa sujungto KVR kiekis priklauso nuo kompleksg
sudaranciy medziagy masiy santykio.

Kai tirpale yra CH milteliy perteklius (CH/KVR molinis santykis yra 4,3 mol/mol ir daugiau),
apie 90 % tirpale esancCios KVR yra sujungiama j kompleksg. Taciau perskaiciavus sujungta KVR
kieki 1 molius tenkancius moliui CH, tokie kompleksai turi maziau nei 0,2 mol/mol KVR.
Efektyviausiai, jvertinus tiek sujungta kiekj tiek mol/mol, tiek procentais, KVR yra sunaudojama, kai
CH/KVR molinis santykis yra tarp 1,1 ir 2,1 mol/mol. Tikslu optimizuoti KVR-CH kompleksy
gavimg, CH/KVR molinis santykis pradiniame tirpale jj kei¢iant nuo 1 mol/mol iki 2 mol/mol, kas
0,2 mom/mol. Gauti duomenys pateikti 3.3 paveiksle. Kaip matyti i§ paveiksle pateikty duomeny
optimalus pradinis CH/KVR santykis yra 1,4-1.6 mol/mol. Esant tokiam pradiniam santykiui j
kompleksa yra sujungiama 70-75 % tirpale buvusios rugsties, ir gaunami KVR-CH komplekso
milteliai turintis 0,47-0,49 mol/mol KVR.

OKVR, %
100 1 - 0,7
00 _ B KVR-CH, mol/mol 0,
% I 0,6
80 - ) [ =
S 70 A - 05 £
- ] o
< 60 A £
< o - 04 o
~ 50 1 >
s &
> 0,3
.5 40 - g
U:') 30 n o - 012 5‘
20 - ] @
o L 0,1
10 A @
0 : : : : : B |

05 11 21 43 54 72 108 216

CH/KVR, mol/mol

3.2 pav. | kompleksa sujungto KVR kiekio priklausomybé nuo pradinio KVR ir CH moliy santykio
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3.3 pav. | kompleksa sujungto KVR kiekio priklausomybé nuo pradinio CH/KVR moliy santykio

KVR-CH komplekso susidarymui gali turéti CH molekuliné mase. Todéel KVR-CH
kompleksams gauti, esant pradiniam CH/KVR moliy santykiui 1,1, 2,1 ir 4,3 mol/mol, buvo naudotas
mazos, vidutinés ir didelés molekulinés masé CH. Kaip matyti i$ 3.1 lentel¢je pateikty duomeny, CH
molekuliné masé neturéjo didesnés jtakos j kompleksg susijungtam KVR kiekiui. T. y. KVR-CH
kompleksy susidarymui turi jtakos tik komplekse sudaryme dalyvaujancéiy junginiy jonogeniniy
grupiy skaicius, kas patvirtina elektrostatine saveika tarp jonizuoty KVR karboksigrupiy ir jonizuoty
CH aminogrupiy.

3.1 lentelé. CH molekulinés masés ir pradinio CH/KVR molinio santykio jtaka j kompleksa sujungtam KVR kiekiui

I kompleksa sujungtas KVR kiekis
CH molekuliné masé CH/KVR, mol/mol

mol/mol %
11 0,55 59

Maza
2,1 0,40 85
4,3 0,21 88
11 0,49 55
Vidutiné 2.1 0,36 77
4,3 0,20 84
1,1 0,56 60
Didelé 21 0,41 87
43 0,21 92
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Norédami jsitikinti, ar esant CH milteliy pertekliui pradiniame tirpale, visos jo aminogrupés
dalyvauja saveikoje su KVR, filtratas, likgs nufiltravus kompleksus, kurie sudaryti esant CH/KVR
moliy santykiui 2,1 ir 4,3 mol/mol, buvo titruotas 0,001 mol/l koncentracijos dekstrano sulfato
(DESU) tirpalu, kaip indikatoriy naudojant toluidino mélynajj, kuris keicia spalvag 1§ mélynos |
violeting, kai tirpale atsiranda DESU perteklius. Jeigu tirpale yra laisvy CH aminogrupiy, jos
dalyvauja sgveikoje su DESU. Titruojant mazos molekulinés masés CH tirpalg 1 % koncentracijos
acto rugstyje, sunaudotas DESU kiekis, iSreikstas mol/l, atitiko CH koncentracijg titruojamajame
tirpale, iSreikSta mol/l. Tuo tarpu titruojant tirpalus, likusius nufiltravus KVR-CH komplekso
miltelius, jau po pirmyjy DESU lasy indikatoriaus spalva pasikeité i§ mélynos j violeting, todé¢l galima
buvo padaryti iSvada, kad CH laivy aminogrupiy filtrate néra.

Apibendrinant Siame skyriuje pateiktus duomenimis galima padaryti i§vada, kad netirpiis KVR-
CH milteliy pavidalo kompleksai gali biiti gauti uzpilus CH miltelius KCR tirpalu. Priklausomai nuo
pradinio CH ir KVR moliy santykio galima gauti skirtingos sudéties kompleksus. Optimalus
CH/KVR molinis santykis 1,4—1,6 mol/mol. Esant tokiam pradiniam santykiui j kompleksg yra
sujungiama 70-75 % tirpale buvusios rtgsties, ir gaunami KVR-CH komplekso milteliai, turintys
0,47-0,49 mol/mol KVR.

3.2. Kavos rugsties adsorbcijos chitozano milteliais tyrimas pusiausvyros salygomis

IS ankstesniame skyriuje pateikty duomeny matyti, kad CH milteliai gali adsorbuoti tirpale
esancig KVR. Po adsorbcijos tirpale lieka netirptis KVR-CH komplekso milteliai. 3.4 paveiksle yra
pateiktos 1000 karty padidintos CH ir KVR-CH komplekso, turin¢io 0,21 mol/mol adsorbuotos KVR,
milteliy SEM nuotraukos. I§ pateikty nuotrauky matyti, kad po KVR adsorbcijos islieka pradinis CH
milteliy pavidalas, t. y. momentaliai adsorbuojanti KVR CH milteliy pavirSiuje, jie nespéja istirpti ir
i8laiko savo prading forma. Taciau lyginant su CH milteliy pavir§iumi, KVR-CH milteliy pavirSius

yra labiau gruoblétas.

a) ©

3.4 pav. 1000 karty padidintos CH (a) ir KVR-CH (b), turin¢io 0,21 mol/mol adsorbuotos KVR, SEM nuotraukos
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Daugiau informacijos apie adsorbcijos pobudj galima gauti i§ pusiausvirosios adsorbcijos
duomeny, jiems parasyti pritaikius dviejy kintamyjy adsorbcijos modelius. Kadangi CH molekuliné
masé neturi kiek didesnés jtakos KVR adsorbcijai (zr. 3.1 lent.), KVR pusiausvirosios adsorbcijos
salygomis adsorbuota mazos molekulinés masés CH milteliai.

3.5 paveiksle yra pateikta kinetiné KVR adsorbcijos CH milteliais 30 °C temperatiiroje kreive,
1§ kurios matyti, kad adsorbcijos pusiausvyra yra pasiekiam po 120 min. Kinetinei kreivei aprasyti

buvo pritaikytas pseudo-antrojo laipsnio kinetinis modelis, kurio tiesés lygtis yra tokia:

t 1 1
Lo+l (31
.  kz.aZ  qe (3.1)

¢ia: Qi — adsorbuotos rigsties kiekis laiko momentu t (min.), 9/g; ge — adsorbuotos riigsties kiekis pusiausviros

salygomis, g/g; ko — pseudo-antrojo laipsnio greic¢io konstanta, min2.

Naudojant $ig lygtj buvo apskaiciuotos kinetinio modelio rodikliy de ir ko vertés, kurios

pateiktos 3.5 paveiksle. Naudojant Sias vertes per eksperimentiniu taskus nubrézta teoriné kreivé.

0,5 -
0,45 A
(@2}
> 9.=0.48 g/g
& 04 1 k,=0.855
R2=0.9999
0,35 -
0,3 T T T "
0 30 60 90 120
Trukmé, min

3.5 pav. CH milteliais adsorbuoto KVR kiekio priklausomybé nuo trukmés 30 °C temperatiiroje. Pradiné KVR
koncentracija 0,6 g/l. Kreivé per eksperimentinius taskus nubrézta naudojant pseudo-antrojo laipsnio kinetinio modelio

rodikliy vertes

KVR i tirpalo CH milteliais buvo adsorbuota iki pusiausvyros salygomis 30 °C, 35°C ir 40°C

temperatiiroje, adsorbcija truko 120 min. Gautos adsorbcijos izotermés yra pateiktos 3.6 paveiksle.
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3.6 pav. KVR adsorbcijos CH milteliais izotermés, kai adsorbcijos temperatara: 1 — 30 °C; 2 — 35 °C; 3 — 40 °C.

Kreivés per eksperimentinius taskus nubraiZytos naudojant Lengmiuro adsorbcijos modelio rodiklius

Adsorbcijos izoterméms aprasyti pritaikyti Lengmiuro, Freundlicho ir Dubinino-
Radushkevichiaus dviejy kintamyjy adsorbcijos modeliai.

Lengmiuro adsorbcijos modelis [84] teigia, jog adsorbato molekulés vientisu sluoksniu
padengia aktyvius adsorbento centrus. Adsorbato molekulei uzémus aktyvy centra, $is nebedalyvauja
adsorbcijoje, bei tarp gretimus aktyvius centrus uzémusiy adsorbato molekuliy néra sgveikos. Taip
pat adsorbento strukttira yra homogeniska, o visi aktyviis centrai yra identiski ir energetiSkai vienodi.
TeoriSkai adsorbento sorbciné geba yra visiSkai iSnaudota, kai jame nelieka laisvy aktyviy centry.

Lengmiuro adsorbcijos modelio lygtys yra tokios:

g oL (32)
1+K, -C,
Co 1 L1 ¢ (tiesine lygtis) (3.3)
4. Q. -K. Q

¢ia: (e — adsorbato kiekis adsorbente, g/g arba mmol/g, o C. — adsorbtyvo kiekis tirpale, g/l arba mmol/I
pusiausvyros salygomis; Q.— maksimalus adsorbato kiekis adsorbento masés vienete, kuriam esant adsorbento pavirSius
pilnai padengiamas adsorbato monosluoksniu (Lengmiuro sorbciné geba), g/g arba mmol/g; K. — Lengmiuro

pusiausvyros konstanta, 1/g arba I/mmol.

Freundlicho adsorbcijos modelis [85] tvirtina, kad vyksta daugiasluoksné adsorcija, tai yra
adsorbato kiekis adsorbente didé¢ja tol, kol didéja adsorbato koncentracija tirpale. Minétas modelis
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apraso adsorbcijg ant heterogeniniy pavirsiy, turin¢iy vienodus energetinius centrus, ir galimg sgveika

tarp adsorbuoty adsorbato molekuliy. Freundlicho modelio lygtys pateiktos:

qe = KF ’ CenF (34)

Ing, =In K. +iln C, (tiesés lygtis) (3.5)
n

F

¢ia: nr — bedimensiné Freundlicho konstanta; Kr — Freundlicho konstanta, apibiidinanti santyking adsorbento

sorbcing geba

Dubinino-Radushkevicho adsorbcijos modelis [86] daugiau informacijos suteikia apie
adsorbcijos mechanizma bei prigimtj, kuris remiasi Dubinino prielaida, kad adsorbatas uzsipildo
adsorbento mikropory tiirj, o ne sluoksnis po sluoksnio padengia adsorbento pory sieneles, bei

Polanyi adsorbcijos potencialo teorija. Dubinino-Radushkevicho adsorbcijos modelio pateiktos

lygtys:

d. = Qo exp(- Be2) (3.6)

Ing, =INQ,r — Be®  (tiesés lygtis) (3.7)

¢ia: B — konstanta susijusi su laisvaja adsorbcijos energija, mol?/kJ?; Qpr - maksimalus adsorbuotas adsorbato kiekis

(Dubinino-Radushkevicho sorbciné geba), mmol/g; ¢ — Polanyi potencialas apskai¢iuojamas taip:

£=RTn [1+ [Cij] (3.8)

¢ia: R — universalioji dujy konstanta, J/(mol-K); T — temperatiira, K

Atidéjus priklausomybe tarp &2 ir Inge i§ gautos tiesés polinkio ir atkirtimo galima apskai¢iuoti
B ir Qor Vvertes. Dubinino-Radushkevicho adsorbcijos energija Epr (kJ/mol) apskai¢iuojama, Zinant

konstantos S vertg:

(3.9)
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Apskaiciuotos pagrindinés Lengmiuro, Freundlicho ir Dubinino-Radushkevichiaus modeliy

rodikliy vertés kartu su tiesés pasikliovimo lygmens R? vertémis yra pateiktos 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Temperatiros jtaka KVR adsorbecijos CH milteliais izotermiy Lengmiuro, Freundlicho ir Dubinino-

Radushkevichiaus adsorbcijos modeliy rodikliy vertéms

Adsorbeijos Lengmiuro modelis Freundlicho modelis Bubinino-

temperatiira, Radushkevichiaus modelis
°C Q., mmol/g EF, mol/mol R2 NE R2 Epr, kd/mol R2
30 4,33 0,70 0,9968 2,8 0,9767 10,5 0,9888
35 4,02 0,65 0,9967 2,5 0,9719 10,0 0,9853
40 3,80 0,61 0,9971 2,0 0,9743 9,2 0,9840

Kaip matyti i§ lenteléje pateikty koreliacijos koeficiento veréiy su didziausia tikimybe (R? >
0,99) KVR adsorbcijos CH milteliais izotermes apraSo Lengmiuro adsorbcijos modelis. Tai
patvirtina, kad KVR adsorbcija CH milteliais vyksta esant elektrostatinei sgveikai tarp jonizuoty KVR
karboksigrupiy ir CH aminogrupiy — aktyviais absorbento centrais. Naudojant Lengmiuro sorbcinés
gebos vertes buvo apskai¢iuotos CH aminogrupiy efektyvumo (EF) sujungiant KVR vertés, i8reikstos
KVR moliy skai¢iumi tenkanciu vienai CH aminogrupei. Jeigu visos CH aminogrupés dalyvauty
sujungiant tirpale esanc¢ius KVR anijonas, EF verté¢ biity 1 mol/mol. Kaip matyti i§ 3.2 lenteléje
pateikty duomeny Lengmiuro sorbcinés gebos QL vertés, o tuo paciu ir EF vertés mazéja didéjant
adsorbcijos temperatiirai. Tokia temperatiiros jtaka adsorbcijos rezultatams yra bidinga
chemosorbcijai. Daugiausiai KVR CH milteliais yra adsorbuojama 30 °C temperatiiroje. EF vertés
mazéja nuo 0,7 mol/mol 30 °C temperatiroje iki 0,61 mol/mol 40 °C temperatiiroje ir parodo, kad ne
visos CH aminogrupés yra vienodai prieinamos sgveikai su KVR. Adsorbcijos pradzioje KVR
molekulés yra adsorbuojamos CH milteliy pavirSiuje. Susidargs adsorbuoty KVR molekuliy
sluoksnis gali apsunkinti kity KVR molekuliy difuzijai i CH milteliy vidy.

Kiek su maZesnémis pasikliovimo lygmens vertémis, R? > 0,98 ir R? > 0,97 adsorbcijos
izotermes apraSo, atitinkamai, Dubinino-Radushkevichiaus ir Freundlicho adsorbcijos modeliai (Zr.
3.2 lent.).

Freundlicho konstantos (nF) verté naudojama adsorbcijos sglygoms jvertinti [87]. Jeigu N verté
yra tarp 2 ir 10, salygos adsorbcijai vykti yra palankios. Kai nr vertés yra tarp 1 ir 2, adsorbcija vyksta
sunkiai, 0 jeigu ng < 1, sglygos adsorbcijai yra nepalankios. Kaip 3.2 lenteléje pateikty duomeny,
didéjant adsorbcijos temperattrai nuo 30 °C iki 40 °C, konstantos nr vertés sumazéja nuo 2,8 iki 2,0
ir parodo, kad salygos adsorbcijai nepakankamai palankios.

I$ apskai¢iuoty Dubinino-Radushkevichiaus adsorbcijos energijos (Epr) veréiy spresti galima

apie adsorbcijos prigimtj [88]: jei Epr verté yra tarp 8 ir 16 kJ/mol, adsorbcija vyksta dél jony mainy,
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kai Epr verté yra mazesné kaip 8 kJ/mol, adsorbcijg lemia fizikinés sgveikos jégos. Kaip matyti i§ 3.2
lentel¢je pateikty duomeny, didéjant adsorbcijos temperatiirai Epr vertés mazéja nuo 10,5 kJ/mol (30
°C temperaturoje) iki 9,2 kJ/mol (40 ° C temperatiiroje). Tokios Epr vertés patvirtina, kad KVR yra
adsorbuojama vykstant jony mainams tarp CH ir KVR.

3.3. Kavos riigsties adsorbcijos chitozano milteliais termodinamika
Naudojant 3.5 paveiksle pateikty izotermiy duomenis, buvo apskaiciuotos KVR adsorbcijos

CH milteliais termodinaminiy rodikliy Gibso laisvosios energijos (AG), entalpijos (AH) ir entropijos

(AS) poky¢iy, vertés pagal formules:

AG° =-RT In K; (3.9)
AS°  AH°

hK. = - : 3.10

° R RT (310)

¢ia: K¢ — termodinaminé pasiskirstymo konstanta, tarp adsorbato kiekio adsorbente (ge, mol/g) ir adsorbtyvo kiekio

tirpale (Ce, mol/l) pusiausvyros salygomis; T — temperatiira, K; R — universalioji dujy konstanta, J/mol-K.

Termodinaminés pasiskirstymo konstantos Kc verté gali biiti gauta atidéjus eksperimentinius
duomenis koordinatése Inge/Ce NUO Qe. Gautos tiesés lygties atkirtimas yra InKc [89]. Zinant InKc
vertes, AH® ir AS® vertés yra apskai¢iuojamos i§ tiesés polinkio ir atkirtimo, atidéjus priklausomybe
InKc nuo 1/T.

KVR adsorbcijos CH milteliais termodinaminiy rodikliy vertés kartu su R? vertémis yra

pateiktos 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. KVVR adsorbcijos CH milteliais termodinaminiy rodikliy vertés

Adsorbcijos
temperatiira, °C AG, kd/mol R?2 AH, kJ/mol AS, J/mol-K R2
30 -5,6 0,9786
35 —4,2 0,9684 =77 —299 0,9807
40 -2,6 0,.9885

Gibso laisvosios energijos pokyc¢io 4G° verté suteikia informacijos apie adsorbato giminiskuma

adsorbentui ir adsorbcijos varomgsias jégas. Kuo didesné neigiama AG° verté, tuo spontanisSkesné
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adsorbcija, tuo daugiau adsorbato, nusistovéjus pusiausvyrai, yra sujungta adsorbentu. Kaip matyti i$
3.3 lenteléje pateikty neigiamy AG veréiy, KVR adsorbcija CH milteliais yra spontaniska, taciau
adsorbcijos spontaniSkumas KVR giminiskumas CH zZenkliai mazéja didéjant adsorbcijos
temperattrai. Temperattrai padidéjus 10 laipsniy (nuo 30 °C iki 40 °C), neigiama Gibso laisvosios
energijos pokycio verté sumazéja dvigubai. Didelés neigiamos entalpijos AH ir entropijos AS pokyciy
vertés rodo, kad KVR adsorbcija CH milteliais yra egzoterminé ir sistemos tvarka adsorbcijos

iSdavoje padidéja.

3.4. KVR-CH kompleksy FT-IR analizé

Atsizvelgiant | 3.1 skyriuje aprasyta pradinio CH ir KVR moliy santykio jtaka gauty KVR-CH
kompleksy sudéciai, buvo gauti KVR-CH kompleksy, turinciy 0,275 mol/mol, 0,40 mol/mol ir 0,67
mol/mol adsorbuotos KVR, milteliai ir uzrayti jy FT-IR spektrai, kurie pateikti 3.7 paveiksle. Siame
paveiksle pateiktas ir CH FT-IR spektras.

FT-IR spektry analizé patvirtina KVR-CH kompleksy susidaryma. CH FT-IR spektre (zr. 3.7
pav., 1 kr.) yra eilé jam biidingy smailiy [71, 90]. Tai smailé ties 2868 cm™ (smail¢ A) biidinga
piranozés ziedui, smailé ties 1597 cm™ (smailé B) ir smailé ties 1377 cm™ (smailé C), biidingos,
atitinkamai, N-H jungties virpesiams amino- ir amidogrupése bei smailé ties 1154 cm™ (smailé D),
susijusi su virpesiais glikozidinéje jungtyje. Sios smailés islieka ir KVR-CH FT-IR spektruose (3.
3.7 pav., 24 kr.), taciau keiciasi kai kuriy i$ jy intensyvumas. Smailés A intensyvumo sumazéjimas
gali buti paaiskintas CH kiekio mazéjimu KVR-CH komplekse, turin¢iame daugiau adsorbuotos
KVR. CH bidingy smailiy B ir D intensyvumas praktiSkai nesikeicia, tuo tarpu smailés C ties 1377
cmt intensyvumas Zenkliai iSauga, nes persidengia su KVR —O-H grupei biidingas virpesiais [91, 92]
ir patvirtina sgveika tarp CH ir KVR. Be to, KVR-CH spektruose atsiranda ir kitos KVR biidingos
smailés: ties 1633 cm™ (smailé¢ E) biidinga -C=0 grupés virpesiams, ties 1510 cm™ (smailé F),
siejama su KVR fenolio Ziedu, ir ties 1277 cm™ (smailé H), siejama su KVR karboksigrupei biidingais

virpesiais. Siy grupiy intensyvumas didéja, didéjant KVR kiekiui komplekse.
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3.7 pav. FT-IR spektrai CH (1) ir KVR-CH kompleksy, kuriy sudétis, mol/mol: 2 — 0,275 3 - 0,40; 4 — 0,67

3.5. KVR-CH kompleksy TG analizé

KVR-CH kompleksai gali biiti panaudoti kaip priedas pagerinantis maisto produkty ar maisto
papildy antioksidacines savybes. Maisto produkty gamyboje daznai yra naudojamas terminis
apdorojimas. Tode¢l vienas i§ Sio darbo uzdaviniy buvo istirti KVR-CH kompleksy terming
destrukcija.

CH ir KVR-CH, turinc¢io 0,275 mol/mol KVR, TG kreivés uzrasytos keliant temperattirg 10

°C/min grei¢iu oro ir azoto aplinkoje, yra pateiktos 3.8 paveiksle.
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3.8 pav. CH ir KVR-CH, turin¢io 0,275 mol/mol KVR, TG kreivés oro ir azoto aplinkoje. Temperatiros kélimo greitis
10 °C/min

Termiskai inicijuoti CH ir KVR-CH masés pokyciai azoto aplinkoje gali buti suskirstyti,
atitinkamai, 1 dvi ir tris stadijas, o oro aplinkoje i tris ir keturias (Zr. 3.8 pav.). Pirmojoje stadijoje
nepriklausomai nuo naudojamos atmosferos tiek i§ CH, tiek i§ KVR-CH milteliy pasi$alinam drégme
ir nejtakoja pacio komplekso destrukcijos. Toliau keliant temperatirag CH ir KVR-CH terminé
destrukcija skiriasi. Kaitinant CH miltelius temperatiiroje aukstesnéje nei 200 °C prasideda polimero
terminé destrukcija, kuri oro aplinkoje vyksta intensyviau. Analogiski rezultatai buvo gauti ir kity
tyréjy [93, 94]. Tuo tarpu kaitinant KVR-CH miltelius temperatiiroje vir§ 150 °C prasideda antra
terminés destrukcijos stadija, kurioje 1§ komplekso pasiSalina dalis KVR, ir kurios vyksmas
nepriklauso nuo kaitinimo aplinkos. Trecioji KVR-CH kompleksy terminés destrukcijos stadija
vyksta temperatiiry intervale panasiame | CH terminés destrukcijos, tod¢l siejama su komplekse
esan¢io polimero destrukcija. Sios stadijos vyksmas taip pat mazai priklauso nuo kaitinimo metu
naudotos atmosferos sudéties. Terminei destrukcijai vykstant oro aplinkoje sekancioje stadijoje
(trecioje CH atveju ir ketvirtoje KVR-CH atveju) sudega CH ir komplekso destrukcijos produktai.
Azoto aplinkoje lieka termiskai stabilus anglinis likutis. KVR-CH komplekso terminés destrukcijos
mechanizmas tiek ore, tiek azoto aplinkoje iki trecios stadijos pabaigos yra vienodas. Todél galima
teigti, kad ore esantis deguonis neinicijuoja terminés komplekso destrukcijos. Reikia atkreipti démesj,

kad vieno CH terminé destrukcija oro aplinkoje yra intensyvesne.
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Skirtingg KVR kiekj turinéiy KVR-CH kompleksy terminés destrukcijos azoto aplinkoje
kreivés yra pateiktos 3.9 paveiksle. KVR-CH kompleksy antros ir trecios stadijy pradzios ir pabaigos
temperatiiry bei maseés nuostoliy priklausomybé nuo KVR kiekio komplekse yra pateikta 3.4

lentel¢je.

110

100

90 = —0.12 mol/mol |—

80

0.275 mol/mol |—

70 - = =0.49 mol/mol [—

60

50

\

40

Masés nuostoliai, %

30

20

10

0 100 200 300 400 500 600
T,°C

3.9 pav. CH ir jvairios sudéties KVR-CH kompleksy TG kreivés. Temperatiros kélimo greitis 10 °C/min, aplinka — azoto

3.4 lentelé. CH ir KVR-CH kompleksy masés poky¢iy charakteringieji duomenys i§ TG kreiviy. Temperatiiros kélimo
greitis 10 °C/min, azoto aplinka

Il stadija 111 stadija
Bandinys Tor, °C Ton, °C Mpb, % Tor, °C Tob, °C Mpb, %
CH - - - 278 325 48,7
KVR-CH 0,12 158 179 85,2 279 329 48,8
mol/mol
KVR-CH 0,275 153 174 82,3 260 326 50,3
mol/mol
KVR-CH 0,49 150 174 81,0 259 323 50,9
mol/mol

Pastabos: Tpr—terminés destrukcijos pradzios temperatiira; Tpp — terminés destrukcijos pabaigos temperatiira; mp, — masés

nuostoliai terminés destrukcijos pabaigoje

Kaip matyti i$ 3.9 paveiksle ir 3.4 lenteléje pateikty duomeny, didéjant KVR-CH komplekse
KVR kiekiui tiek antra (KVR pasiSalinimo i§ komplekso), tiek tre¢ia (komplekso destrukcijos)
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terminés destrukcijos stadijas prasideda vis zemesnéje temperatiroje. Tuo tarpu abiejy stadijy
pabaigos temperatiirai KVR kiekio didéjimas komplekse didesnés jtakos neturi. Masés nuostoliai
pasibaigus antrajai stadijai taip pat priklauso nuo j kompleksg sujungtos KVR kiekio, t. y. i§ daugiau
KVR turin¢iy kompleksy masés nuostoliai antrojoje stadijoje yra didesni. Jvertinus komplekse
esanc¢ios KVR kiekj bei masés nuostolius antrojoje stadijoje, atmetus pasalintg drégme, gauta, kad
nepriklausomai nuo KVR-CH sudéties antrojoje i§ komplekso pasalinama apie 25 % sujungtos KVR.
Likusi KVR nekei¢ia CH terminés destrukcijos eigos tik sumazina treciosios stadijos pradzios

temperaturg.

3.6. Vandens gary sugertis KVR-CH milteliais arba plévelémis

Adsorbuojantis CH milteliy pavirSiuje deél elektrostatinés sgveikos KVR molekuliy
karboksigrupés tampa nukreiptos j CH milteliy pavirSiy, o aromatinis ziedas su hidroksigrupémis j
iSore. D¢l tokio iSsidéstymo turéty keistis KVR-CH kompleksy pavirSiaus hidrofobiSkumas. Jam
jvertinti buvo iStirta drégmés sugertis skirtingos sudéties KVR-CH milteliais. Palyginimui buvo
jvertinta drégmés sugertis pradinio CH milteliais. Kaip matyti i§ 3.10 paveiksle pateikty duomeny,
net nedidelis adsorbuotos KVR kiekis Zenkliai sumazina komplekso milteliy giminskumg vandens
garams. Ypatingai maziau vandens gary adsorbavo KVR-CH milteliai, turintys 0,54 mol/mol
adsorbuotos KVR. Po 24 h laikymo eksikatoriuje su 92 % drégniu tokios sudéties kompleksas

adsorbavo du kartus maZziau drégmés nei chitozanas.
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3.10 pav. KVR-CH kompleksy milteliy masés prieaugio dél drégmés sugerties priklausomybé nuo trukmés ir

komplekso sudéties
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IS KVR-CH kompleksy, turin¢iy skirtingg adsorbuotos KVR kiekj buvo paruosti tirpalai arba
dispersijos 1 % acto rugsties tirpale ir iSlietos pléveles. Kaip ir KVR-CH kompleky milteliy, taip ir
pléveliy buvo nustatyta drégmés sugertis iSlaikant 92 % drégmés eksikatopriuje. Gausti duomenys
pateikti 3.11 paveiksle, i§ kurio matyti, kad kaip ir milteliy, taip ir i§ kompleksy gauty pléveliy
hidrofobiskumas didéja didéjant KVR kiekiui. Be to, skirtumas tarp sugertos drégmés kiekio
skirtingos sudéties KVR-CH kompleksy plévelémis didéjant ilgéjant iSlaikymo eksikatoriuje trukmei.
Todél galima galvoti, kad tokiy kompleksy panaudojimas maisto ar farmacijos produktuose leisty

sumazinti juose drégmeés kiekj ir dél to prailginti produkto galiojimo trukme.
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3.11 pav. KVR-CH kompleksy pléveliy masés pricaugio dél drégmés sugerties priklausomybé nuo trukmés ir

o
o

komplekso sudéties

3.7. Kavos riigsties desorbcija i§ KVR-CH kompleksu milteliy

Norint panaudoti KVR-CH kompleksus praktiniams tikslams svarbus yra ne tik adsorbuotas
KVR kiekis, bet ir galimybé atpalaiduoti KVR i§ KVR-CH kompleksy tam j tam tikras terpes. Buvo
iStirtas KVR atpalaidavimas i§ kompleksy 1 keturias terpes: distiliuota vandenj, 0,1 M fosfatinio
buferio, kurio pH verté yra 6,8 (modeliné Zarnyno terpé), ir 0,1 M HCI (modeliné skrandzio terpé)
tirpalus bei etanolis. Desorbuotas KVR kiekis pateiktas 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Desorbuotas KVR kiekis j komplekso, turin¢io 0,21 mol/mol adsorbuotos KVR, j skirtingas terpes

Terpé Atpalaiduotas KVR kiekis, %
Distiliuotas vanduo 12,4
0,1 N HCI 92,9
Fosfatinis buferis, pH=6,8 98,2
Etanolis 5,0
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IS pateikty rezultaty matyti, kad daugiausiai i§ kompleksy KVR buvo desorbuotg j fosfatinio
buferio tirpala. 0,1 M HCI tirpale kompleksai istirpo, taciau ne visas su komplekso milteliais jdétas
KVR kiekis buvo rastas desorbcijos tirpale. Galimas galvoti, kad i$ tirpaus KVR-CH komplekso KVR
taip pat ne visada gali biiti atpalaiduota. Labai nedaug tik 5 % KVR buvo desorbuota j distiliuota
vanden] ir kiek vir§ 12 % — i etanolj.

3.6 lentel¢je yra pateikti duomenis apie KVR atpalaidavima j fosfatinio buferio tirpala, kurio
pH verté yra 6,8, i skirtingg adsorbuotos KVR kiekj turin¢iy KVR-CH kompleksy. Kaip matyti i$
pateikty desorbuotos KVR kiekis priklauso nuo komplekso sudéties. Did¢jant ; kompleksg su CH
sujungtam KVR kiekiui, pradzioje j fosfatinj buferj yra atpalaiduojama vis daugiau KVR. Kai KVR
kiekis komplekse tampa didesnis kaip 0,21, atpalaiduotos j terp¢ KVR kiekis pradeda mazéti.

3.6 lentelé. Desorbuoto i fosfatinj buferji KVR kiekio priklausomybé nuo KVR-CH komplekso sudéties

KVR-CH sudétis, mol/mol Atpalaiduotas KVR kiekis, %
0,03 83,3
0,07 85,8
0,12 90,8
0,16 93,4
0,21 94,5
0,4 91,3
0,55 87,2
0,67 74,9

3.8. KVR-CH kompleksy ir jais apdoroty arbatzoliy antioksidacinis efektyvumas

KVR pasizymi stipriomis antioksidacinémis savybémis, del dviejy hidroksigrupiy benzeno
ziede. Antioksidacinémis savybémis turéty pasizymeéti ir KVR-CH kompleksai. Antioksidacinés
KVR-CH kompleksy savybés jvertintos ABTS metodu ir palygintos su vieno CH antoksidacinémis
savybémis. 3.12 paveiksle pateikta po 7, 15, 20 min nustatyto antioksidacinio efektyvumo (AOEF,
%) priklausomybé nuo prijungto KVR kiekio KVR-CH komplekse.

IS gauty duomeny matyti, kad nedideliu antioksidaciniu efektyvumo pasizymi ir vienas CH.
Adsorbuota CH milteliais KVR zenkliai padidina Ch antioksidacinj efektyvuma, kuris didéja didéjant
adsorbuotos KVR kiekiui KVR-CH komplekse iki 0,46 mol/mol. Padidinus KVR kiekj iki 0,54
mol/mol antioksidacinis komplekso efektyvumas praktiskai nepasikeité

KVR-CH kompleksai galéty biiti panaudoti arbatZoliy antioksidaciniy savybiy praturtinimui.
Pasirinktos Zaliosios arbatos arbatzoles. Jy apdorojimui buvo pasirinkti KVR-CH kompleksai turintys

0,05 ir 0,16 mol/mol adsorbuotos KVVR. Tokios sudéties kompleksai pasirinkti dél didesnio jy tirpumo
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1 % acto rugsties tirpale. KVR-CH kompleksais arbatZolés buvo apdorotos dviem biidais: jmirkant
zoleles paruoStuose tirpaluose arba paruostus tirpalu uZzpurskiant ant Zoleliy. Palyginimui Zolelés
buvo apdorotos distiliuotu vandeniniu arba CH tirpalu 1 % acto rugstyje. Gauti rezultatai pateikti 3.13
ir 3.14 paveiksle. IS paveiksluose pateikty duomeny galima padaryti tokias iSvadas. Didesniu
antioksidaciniu efektyvumu pasizyméjo arbatzolés, ant kuriy apdorojimo tirpalai buvo uzpurksti. To
priezastimi gali biiti dalies paciose arbatZolése esanciy bioaktyviy junginiy pasiSalinimu jmirkimo
metu. Tod¢l geresnis biidas apdoroti arbatzoles biity, jas apipurksti KVR-CH kompleksy tirpalais.
Apdorojus arbatzoles bet kuriuo biidu KVR-CH tirpalais, jy antioksidacinis efektyvumas buvo kiek

didesnis nei apdoroty distiliuotu vandeniu ar tik CH turin¢iu tirpalu.
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3.12 pav. KVR-CH kompleksy antioksidacinio efektyvumo (AOEF) priklausomybé nuo KVR kiekio komplekse
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CH 0,05 mol/mol 0,16 mol/mol Vanduo

3.13 pav. Imirkyty zaliosios arbatos antioksidacinio aktyvumo (AOEF) priklausomybé nuo apdorojimui naudoto tirpalo

sudéties
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3.14 pav. Uzpurskiant apdoroty zaliosios arbatos antioksidacinio aktyvumo (AOEF) priklausomybé nuo apdorojimui

naudoto tirpalo sudéties
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ISvados

1. Netirpis milteliy pavidalo kavos riigsties ir chitozano kompleksai (KVR-CH) gauti adsorbuojant
kavos rtgst] (KVR) 1S tirpaly pradiniais chitozano (CH) milteliais. Imobilizuotos komplekse KVR
kiekis priklauso nuo KVR ir CH molinio santykio pradiniame tirpale. Esant optimaliam santyKkiui
(1, 4-1,6 mol/mol) | kompleksa yra sujungiama 70-75 % tirpale esan¢ios KVR, ir gaunami KVR-
CH kompleksai, turintys 0,47-0,49 mol/mol imobilizuotos KVR. CH molekuliné masé neturi
jtakos gaunamy kompleksy sudéciai. Kompleksy sudétis patvirtinta FT-IR spektroskopija.

2. Istirta pusiausviroji KVR adsorbcija CH milteliais skirtingose temperatiirose. Gautoms
adsorbcijos izoterméms aprasSyti pritaikyti dviejy kintamyjy adsorbcijos modeliai bei apskaiciuoti
termodinaminiai rodikliai:

2.1. Su didziausia tikimybe KVR adsorbcija CH milteliais apraSo Lengmiuro
adsorbcijos modelis, kuris patvirtina, kad adsorbcija vyksta dél elektrostatines
sgveikos tarp ragStingje terpéje jonizuoty CH aminogrupiy ir KVR
karboksigrupiy.

2.2. Neigiamos Gibso laisvosios energijos pokycio vertés parodé, kad KVR adsorbcija
CH milteliais vyksta spontaniskai, taCiau giminiSkumas maz¢ja didéjant
temperatirai. Adsorbcija yra egzoterminis procesas ir sistemos tvarka adsorbcijos
metu didéja.

3. Daugiausia KVR 1§ KVR-CH kompleksy desorbuojama i fosfatinj buferinj tirpala, kurio pH verte
yra 6,8, taciau atpalaiduotos KVR kiekis priklauso nuo komplekso sudéties.

4. KVR-CH kompleksy destrukcija vyksta trimis stadijomis: pirmojoje i§ komplekso pasisalina
drégmé, antrojoje atskyla apie 25 % komplekse sujungtos KVR ir treciojoje vyksta polimero
destrukcija. Ore esantis deguonis neinicijuoja terminés KVR-CH kompleksy destrukcijos.
Dide¢jant adsorbuotos KVR kiekiui, did¢ja kompleksy antioksidacinis efektyvumas.

5. Zaliosios arbatzolés antioksidacines savybes galima pagerinti uzpurskus KVR-CH kompleksy

tirpalus.
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