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IVADAS

Karotinoidai — tai spalvoti riebaluose tirptis pigmentai, randami nattralioje gamtoje.
Sie pigmentai ne tik suteikia spalva tam tikriems gyviinams, augalams bei mikroorganizmams,
bet atlieka ir svarbias, kartais net kritines funkcijas biologinése sistemose (Young and Lowe,
2018). Vienas i8 svarbiausiy, Zmogaus organizme randamy, karotinoidy yra (3-karotenas.

Zmogaus organizme kepenyse p-karotenas yra Konvertuojamas j vitaming A, kuris
reikalingas palaikyti normalia metabolizmo, akiy, Sirdies ir kraujagysliy veikla. Taip pat
vartojant pakankamas B-karoteno dozes jis apsaugo lasteles nuo oksidacinio streso ir veikia kaip
potencialus profilaktinis bei terapinis agentas daugumos ligy (regéjimo, autoimuniniy sutrikimy,
odos ligy, diabeto, véziniy susirgimy ir kity) prevencijoje (Milani, Basirnejad, Shahbazi and
Bolhassani, 2016).

Nepaisant -karoteno privalumy jis pasizymi blogu tirpumu vandenyje, yra jautrus
Sviesai, temperatiirai ir deguoniui, todél yra chemiskai nestabilus. Taip pat dél B-karoteno-
baltymy kompleksy susidarymo, augaly lasteliy sieneliy atsparumo virSkinimui ir degradacijai
nepasiekiamas visiskas P-karoteno atpalaidavimas, todél maksimali jo absorbcija i$ natiiraliy
Saltiniy yra tik apie 65 % ir suvartojamo kiekio neuztenka pasiekti dienos normos (2—4 mg/mL).
Visos Sios savybés riboja jo pritaikyma maisto, farmacijos ir kosmetikos pramonéje, todel
kuriami ir tiriami jvairGs f-karoteno jkapsuliavimo budai (Moraes et al., 2013; Donhowe and
Kong, 2014).

Hidrofobiniy junginiy, tokiy kaip B-karotenas, jkapsuliavimui naudojami jvairlis
metodai, vienas i§ jy yra jtarpos kompleksy sintezé. Jtarpos kompleksy sintezei placiai
naudojami ciklodekstrinai ir modifikuoti jy dariniai, tokie kaip 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrinas, kurie pasizymi geresniu tirpumu vandenyje. p-Karoteng jterpus | 2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrino molekulés hidrofobing viding ertm¢ pagerinamas jo tirpumas,
cheminis stabilumas ir bioprieinamumas (Kaur, Bawa and Singh, 2016). Papildomas biidas
pagerinti -karoteno stabilumg ir praplésti jo panaudojimo galimybes gali buti p-karoteno-2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrino jtarpos kompleksy dengimas natiiraliai gamtoje egzistuojanéiu
anijoniniu polisacharidu — pektinu, kuris naudojamas kaip dengianti medziaga ir Kituose
kapsuliavimo metoduose, pavyzdziui, purskiamame dziovinime (Liu, 2014).

Darbo tikslas — susintetinti trikomponentes B-karotenu jkapsuliuotas daleles, atlikti
gauty daleliy bei jose esancio B-karoteno savybiy ir stabilumo tyrimus.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti optimalias [-karoteno-2-hidroksipropil-B-ciklodekstrino jtarpos kompleksy

sintezes salygas ir paruosti trikomponentes B-karotenu jkapsuliuotas daleles.
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ISmatuoti trikomponenciy PB-karotenu jkapsuliuoty daleliy dydzius bei zeta potencialus ir
jvertinti daleliy stabiluma.

Ivertinti B-karoteno stabilumg susintetintose trikomponentése dalelése, veikiamose UV
Sviesa arba karsciu.

Nustatyti trikomponenciy B-karotenu jkapsuliuoty daleliy antioksidacinj aktyvuma.

Nustatyti trikomponenciy daleliy spalvy poky¢ius saugojimo metu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. p-Karotenas

1.1.1. p-Karoteno prigimtis

Karotinoidai — tai organiniai geltonos, oranzinés ir raudonos spalvos pigmentai,
randami augaly chloroplastuose bei kituose fotosintetinan¢iuose organizmuose, pavyzdziui,
dumbliuose, kai kuriose bakterijose ir grybuose (Gul et al., 2015). Siai pigmenty grupei priklauso
daugiau nei 700 fitocheminiy medziagy, 1§ kuriy tik apie 24 yra randamos zmogaus
vartojamuose maisto produktuose (Prakash and Gupta, 2014). Karotinoidai yra klasifikuojami j
dvi pagrindines grupes:

a) karotenai, sudaryti tik i§ vandenilio ir anglies atomy (pavyzdziui, a-karotenas, [-
karotenas, likopenas);

b) oksikarotinoidai (arba ksantofilai), sudaryti i§ vandenilio, anglies ir deguonies atomy
(pavyzdziui, liuteinas ir zeaksantinas) (Gul et al., 2015).

Labiausiai iSnagrinéti karotinoidai yra a-karotenas (1 pav. A), B-karotenas (1 pav. B),
likopenas (1 pav. C), liuteinas (1 pav. D) ir zeaksantinas (1 pav. E). Maisto produktuose
daugiausia randami karotinoidai yra f-karotenas, likopenas, liuteinas bei B-kriptoksantinas (1
pav. F) (Prakash and Gupta, 2014).
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CH
HyO.  CHy ? GHs HiC.  CHy ! CHy
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HoC CH, H,C CHy
CH, CH, CHy CH, CH, CHy
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HiC H
HiC. OH CH, B
e oH, CH, CH, WE CHy s CHy,
N X Y
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HOY CH, CH, CH, ? : CHy Hy CH,

1 pav. A — a-karotenas; B — -karotenas; C — likopenas; D — liuteinas; E — zeaksantinas; F — -
kriptoksantinas (Prakash and Gupta, 2014)

Svarbiausiu karotinoidu zmogaus mityboje laikomas B-karotenas (BK), kuris i§ visy
karotinoidy pasiZymi didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu ir yra pagrindinis vitamino A Saltinis
7monéms (Gul et al., 2015). Sio karotinoido randama daugelyje darZoviy ir vaisiy: morkose,
molitiguose, saldziosiose bulvése, paprikose, brokoliuose ir kitose oranzinés bei tamsios Zalios

spalvos darzovése bei vaisiuose (Kaur et al., 2016; Gul et al., 2015).

15



1.1.2. Struktira ir pagrindinés savybés

B-Karotenas sudarytas 1§ aStuoniy ,,uodega-uodega™ arba ,galva-uodega®™ rysiais
sujungty izopreno (2-metil-1,3-butadieno) vienety, kurie abiejuose grandinés galuose yra
ciklizuoti ir sudaro B-jonono ziedus. Taip susijunge izoprenai formuoja simetriska konjuguoty
dvigubyjy rysiy grandine. Tokia B-karoteno struktira lemia fizikines, chemines bei biologines jo
savybes (Stoker, 2012). Pagrindinés BK savybés pateiktos 1 lenteléje.

1 lentelé. B-Karoteno savybés (Gul et al., 2015)

Nr. Savybé Apibudinimas
B-Karoteno struktiira
Molekulin¢ formule CaoHse
Molekuliné maseé 536,9 g/mol
! Dvigubieji rysiai 11
B-Jonono ziedas Yra
Tirpumas Blogas tirpumas vandenyje, pasizymi lipofiliskumu
Funkcijos
Antioksidacinés savybés Taip
Vitamino A aktyvumas Taip
2 | Imuniné funkcija Sustiprinta
Lastelés ciklo progresija Netiesiogiai slopina
Karcinogeny metabolizmas Gali moduliuoti
Gyviiny véZzio tyrimai Antivézinis
Saltiniai

] . Tamsiai zalios, geltonos ir oranzinés darzovés ir vaisiai,
3 | Maisto produktai _ o o
raudonyjy palmiy aliejus, maistiniai dazikliai ir kiti

Papildai Multivitaminali, viensaltiniai papildai, maistas ir gérimai

Metabolizmas

L Mazas prieinamumas i§ Zaliy darzoviy ir morky; gerina
Bioprieinamumas _ - o - , e
riebalai ir terminis apdorojimas; labai geras 1§ papildy

Izomerizacija Trans-izomerai

4 | Sankaupos Randamas visuose audiniuose, ypa¢ antinksé¢iy liaukose
Pagrindiné saugojimo vieta Riebalinis audinys ir kepenys
Cirkuliavimo pusamZis <12 dieny

. . Priklauso nuo jvairiy veiksniy: mitybos, lipoproteiny
Koncentracija plazmoje o o
koncentracijos, riebumo, riikymo ir kity
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BK Sviesos sugerties, stabilumo ir tirpumo, bioprieinamumo, vitamino A ir

antioksidacinio aktyvumo savybés plac¢iau aptartos 1.2.1.-1.2.5. skyriuose.

1.1.2.1. Sviesos sugertis

Dél konjuguoty dvigubyjy rysiy sistemos karotinoidai $viesa sugeria 400-500 nm
bangy ilgyje, todél jie yra geltonos, oranzinés arba raudonos spalvos. Maksimali sugertis
priklauso nuo dviguby rysiy kiekio molekuléje. Karotinoidy ultravioletinés-regimosios (UV-Vis)
Sviesos spektrai gali biiti naudojami specifiniy karotinoidy identifikavimui (Van den Berg et al.,
2000; Hurst, 2002). BK priklausomai nuo naudojamo tirpiklio $viesg absorbuoja 445-455 nm
bangy ilgyje (2 pav.) (Fuciman et al., 2010).

Bangos ilgis, nm

300 400 500 600
1- ' | N |
n-Heksanas :
------ Cikloheksanas
------------ Benzenas
-
@]
E 4
[=T}]
=
[7p]
0

2 pav. B-Karoteno, istirpinto n-heksane, cikloheksane arba benzene, UV-Vis spektrai (Fuciman
etal., 2010)

Sugertis UV-Vis $viesos srityje vyksta dél elektrony peréjimo i§ maZziausio energijos
lygmens j aukstesnius suzadinimo lygmenis. Sis mechanizmas susijes su PK antioksidacinémis

savybémis (Britton, 1995).

1.1.2.2. Stabilumas ir tirpumas

Is esmés PK sudaro trans-izomerai ir tik mazesnis kiekis cis-izomery (trans-p-
karotenas > 9-cis-B-karotenas > 13-cis-p-karotenas > 15-cis-p-karotenas). D¢l didelio dvigubyjy
ry$iy kiekio BK molekuléje trans-fB-karoteno izomerai yra labai nestabiliis ir jautriis degradacijai
bei oksidacijai, todél terminés ir cheminés oksidacijos, izomerizacijos bei fotosensibilizacijos
metu, kontaktuojant su deguonimi, Sviesa arba aukSta temperatira apdorojimo ir saugojimo
metu, jie lengvai izomerizuojasi | cis-izomerus arba oksiduojasi j epoksikarotinoidus ar

apokarotenalius. D¢l struktiros pokyciy stebimas BK spalvos intensyvumo pokytis ir
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antioksidacinio aktyvumo mazéjimas (D. Dutta, A. Dutta, Raychaudhuri and Chakraborty, 2006;
Penicaud, Achir, Dhuique-Mayer, Dornier and Philippe, 2011; Gul et al., 2015).

BK molekulés grandiné sudaryta tik i$ anglies ir vandenilio atomy, todél ji yra
nepoling ir pasizymi stipriu lipofiliSkumu. D¢l Siy grandinés savybiy BK netirpsta vandeninéje

terpéje ir jo panaudojimas yra ribotas (Latowski, Szymanska and Strzalka, 2014).

1.1.2.3. Bioprieinamumas

Bioprieinamumas — tai suvartotos maistinés medziagos dalis, kuri yra absorbuojama,
metabolizuojama ir patenka ] kraujotakos sistemg (Gul et al.,, 2015). Karotinoidy
bioprieinamumas nustatomas po suvartojimo matuojant jy koncentracija kraujo serume arba
plazmoje. Plazmoje esantys karotinoidai sudaro apie 1 % visy organizme esanc¢iy karotinoidy, o
didziausia jy koncentracija randama kepenyse (Schmitz, Poor, Wellman and Erdman, 1991).
Karotinoidy bioprieinamumo nustatymui taip pat gali bati naudojamas balanso metodas,
radioaktyvaus BK kiekio matavimas limfoje, Zyméto PBK panaudojimas ir Kiti metodai
(Castenmiller and West, 1998).

Galima i8skirti tris BK absorbavimo etapus. Pirmas etapas yra BK atpalaidavimas i$ maisto
matricos, vykstantis burnoje kramtymo metu veikiant fermentui amilazei, todél didziausig jtaka
bioprieinamumui turi maisto matrica ir jos apdorojimas (Haskell, 2012). Biopricinamuma
pagerina mechaninis maisto apdorojimas — sumazéjus daleliy dydziui padidéja pavirSiaus, kuris
gali kontaktuoti su skrandzio riigS§timis (pepsinu), plotas. PavyzdZiui, atlikus morky
homogenizavima BK atpalaidavimas in vitro padidéja 18 % lyginant su zaliomis gabaliukais
supjaustytomis morkomis (Hedren, Diaz and Svanberg, 2002). Terminis apdorojimas,
pavyzdziui, kepimas ar virimas, pagerina BK bioprieinamuma dél karoteno-baltymy kompleksy
degradacijos. Zalias morkas bei $pinatus termiskai apdorojus 121 °C temperatiiroje 40 minuéiy,
BK koncentracija kraujo plazmoje in vivo padidéja apie 3 kartus, lyginant su neapdorotomis
darzovémis (Rock et al.,, 1998). Taip pat atlikti tyrimai rodo, kad terminis apdorojimas
bioprieinamumg pagerina daugiau nei mechaninis. Po B-karoteno atpalaidavimo i§ maisto
matricos vyksta virSkinimo etapas, kurio metu jis istirpsta aliejaus faz¢je — tam reikalingas
tiesioginis kontaktas tarp aliejaus ir karoteno, todél svarbus pilnas BK atpalaidavimas i§ maisto
matricos. Tre€ias etapas yra misriy miceliy susidarymas. Aliejaus faz¢je esancio BK peréjimas |
plonaja zarng skatina tulZies drusky, kurios padeda susidaryti miSrioms miceléms, atpalaidavima.
Tulzies druskos elgiasi kaip pavir§inio aktyvumo medziagos (PAM) ir padeda i§ emulsijos
formuotis miceléms, kuriy vidutinis diametras yra 80 A. Sios micelés yra sudarytos i§ BK, laisvy
riebaly rigsciy, monogliceridy ir fosfolipidy. Vienas svarbiausiy faktoriy miceliy formavimusi
yra riebaly vartojimas kartu su maistu, nes lipidai reikalingi ne tik B-karoteno jterpimui j miceles,
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bet ir tulzies drusky atpalaidavimui. Paskutiniame etape PK kontaktuoja su zarny epitelio
lastelémis ir vyksta jo absorbavimas j citozolj arba plazmos membrang. Po absorbavimo, prie$
patenkant j limfing bei kraujotakos sistema, K yra jterpiamas i chilomikronus (Donhowe and
Kong, 2014; Rodriguez-Amaya, 2010).

[B-karoteno bioprieinamumui jtaka taip pat daro tokie veiksniai, kaip BK izomeriné forma
(trans-p-karotenas zmogaus organizme jsisavinamas grei¢iau), BK kiekis suvartojamuose maisto
produktuose, kity karotinoidy kiekis, suvartojamy riebaly kiekis, alkoholio vartojimas, papildy
vartojimas, riukymas, taip pat genetiniai faktoriai, lytis, amzius ir visy Siy veiksniy tarpusavio

sgveika (Castenmiller and West, 1998; Haskell, 2012; Gul et al., 2015).

1.1.2.4. Vitamino A aktyvumas

Vitamino A aktyvumu pasizymi karotinoidai, kurie turi bent vieng ne hidroksilinta -
jonono zieda (Bogacz-Radomsk and Harasym, 2018). IS daugiau nei 700 karotinoidy vitamino A
aktyvumu pasizymi tik apie 50. DidZiausig vitamino A aktyvuma turi trans-fB-karotenas, nes
vykstant centriniam fermentiniam jo molekulés skilimui teoriSkai gaunamos dvi vitamino A
molekulés (Hurst, 2002). Taciau, atlikti tyrimai rodo, kad net BK konversija j vitaming A
nevyksta taip efektyviai — konversijos santykis yra 6:1, o tai reiSkia, kad 6 mg PBK yra
ekvivalentiski 1 mg retinolio (Bogacz-Radomsk and Harasym, 2018; Eitenmiller, Landen and
Ye, 2007). Nekonvertuoto BK dalis yra jterpiama j chilomikronus. Pagrindiniai veiksniali,
darantys jtaka PK biokonversijai | vitaming A, yra maisto matricos savybés, apdorojimas ir
riebaly kiekis mityboje. Taip pat atlikti tyrimai rodo, kad vartojant mazesne BK dozg (6 mg K
turinCias aliejines kapsules) gaunamas apie 14,5 karto didesnis biokonversijos j vitaming A
santykis (3,8:1), nei vartojant apie 20 karty didesn¢ dozg¢ (55:1) (Tang, 2010).

Karotinoidy konversija j vitaming A gali vykti dviem budais: vykstant centriniam arba
ekscentriniam molekulés skilimui. Dazniausiai BK j vitaming A konvertuojamas vykstant
centriniam skilimui, katalizuojamam citozolinio fermento -karoteno-15,15¢-dioksigenazés (EC
1.13.11.21), esancio plonosios zarnos gleivingje. Reakcijos metu skyla centrinis 15,15° -
karoteno dvigubasis rySys ir gaunamas retinalis — tiesioginis retinolio (vitamino A) arba

retinoinés ragsties pirmtakas (3 pav.) (Harrison, 2012; Olson, 1989).
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p-Karoteno-15,15-dioksigenaze

p-Karotenas

Retinalis

CH,OH

R
Retinolis (vitaminas A)

3 pav. B-Karoteno konversija j dvi retinolio molekules (Hurst, 2002)

Zmogaus organizmas pats nesintetina vitamino A, todél karotinoidai yra pagrindinis jo
Saltinis Zmonéms (Tee, 1995). Vitaminas A reikalingas palaikyti normalig augimo ir regos
funkcija, embrioninj vystymasi, epiteliniy lgsteliy diferenciacija, stiprina imuning sistema,
palaiko normalig zarnyno ir reprodukcinés sistemos veiklg (Gul et al., 2015). I$sivysciusiose
Salyse darzovése ir vaisiuose esantys karotinoidai, tokie kaip BK, sudaro apie 70 % per dieng

gaunamo vitamino A (Tang, 2010).

1.1.2.5. Antioksidacinis aktyvumas

Dél savo labai reaktyvios elektronais praturtintos konjuguoty dvigubyjy rysiy sistemos
BK pasizymi antioksidacinémis savybémis — gali veikti kaip laisvyjy peroksilo radikaly arba
vienetinio molekulinio deguonies gaudyklé (Kiokias and Gordon, 2004; Stahl and Sies, 2004;
Tee, 1995). Antioksidantai Zmogaus organizme sudaro sudétingg daugiakomponenting gynybing
sistemg, kuri uztikrina reaktyvios deguonies formos (ROS), reaktyvios azoto formos (RNS)
radikaly ir neradikaly sujungima, modifikacija, slopinimg arba ardyma. Nepakankamas kiekis
antioksidanty gali sukelti oksidacinj stresa, pazeisti lastelés struktiirg ir funkcijas (Salkauskas,
2015). Antioksidacinio aktyvumo nustatymui naudojami 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH),
geleZies jony redukcijos antioksidacinés galios tyrimo (FRAP), standartinio antioksidanto
trolokso ekivalento (TEAC), 2,2°-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfono ragsties (ABTS),
deguonies radikaly absorbcijos pajégumo nustatymo (ORAC) ir kiti metodai (Moharram and
Youssef, 2014).

A) Radikaly gaudyklé

Peroksilo radikalas (ROO®) jungiasi prie BK dvigubojo rysio (1 reakcija), o susidares

centrinés anglies radikalas (ROO-BK®) greitai grjztamai reaguoja su deguonimi ir
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suformuojamas naujas, granding neSantis peroksilo radikalas (ROO-BK-OQO°®) (2 reakcija).
Sumazéjus deguonies slégiui 2 reakcijos pusiausvyra persikelia j kair¢ puse, kad bity
sumazinama peroksilo radikaly koncentracija ir autooksidacijos apimtis sistemoje. Be to,
karoteno-radikalo aduktas taip pat gali biiti suardomas jam reaguojant su kitu peroksilo radikalu.
Si reakcija vyksta esant maZiems deguonies slégiams (Kiokias and Gordon, 2004; Stahl and Sies,
2004; Terao, 1989). Atlikti tyrimai rodo, kad deguonies slégj pakélus iki 8 mm Hg BK
antioksidacinés savybés (lipidy oksidacijos slopinimas) sumazéja apie 20 %, lyginant su Zemais
slégiais. Panasus efektas stebimas esant dideléms PK koncentracijoms (> 5 mM) — tada jis
pasizymi labiau prooksidacinémis nei antioksidacinémis savybémis (Kiokias and Gordon, 2004;
Stahl and Sies, 2004; Van den Berg et al., 2000).

B) Vienetinio deguonies gaudyklé

Vienetinis deguonis pirmiau perneSa mainy energija, kad BK molekulé pasiekty
tripletine biisena (*B-karotenas*), o tada grjzta | pagrinding energijos biiseng ir yra
inaktyvuojamas. Energijos pernasa i§ vienetinio deguonies karotenui vyksta pagal elektrony
pernasos mainy mechanizma. Tripletingje biisenoje esantis K atpalaiduoja energija Silumos
pavidalu ir grjzta j savo pagrinding energijos buiseng. Tokiu btadu BK veikia taip efektyviai, kad
viena jo molekulé geba sugaudyti net iki 1000 vienetinio deguonies molekuliy (Kiokias and
Gordon, 2004).

C) Saveika su Kkitais antioksidantais

Tiriant antioksidanty tarpusavio sgveikas ir jy poveiki nustatyta, kad tam tikry
antioksidanty kombinacijos nuo oksidacinio streso apsaugo stipriau nei atskiri antioksidantai. In
vitro tyrimy metu nustatyta, kad p-karotenas ne tik sugeba sugaudyti oksiradikalus, bet ir
regeneruoti a-tokoferolj i§ jo radikalo (Kiokias and Gordon, 2004; Stahl and Sies, 2004).
Jrodyma, kad B-karotenas gali sinergetiSkai sgveikauti su a-tokoferoliu, pirmg kartg pateiké
Palozza ir jo komanda. Tyrimams naudojant membranos modelj nustatyta, kad lipofiliniy BK ir
a-tokoferolio antioksidanty kombinacija lipidy peroksidacija slopina efektyviau nei atskiri
antioksidantai (Palozza and Krinsky, 1992). Naudojant antioksidanty kombinacijas zmogaus
fibroblasty kultiiroje pastebétas sinergetinis poveikis prie§ ultravioletinés Sviesos sukelta
fotooksidacinj stresa (Bohm, Edge, Lange and Truscott, 1998%). In vivo ir in vitro tyrimy metu
nustatyta, kad naudojant BK, vitaminy E ir C kombinacijg lgstelés apie 5 kartus labiau
apsaugomos nuo NO- sukelto oksidacinio streso, lyginant su vieno BK poveikiu (Bohm, Edge,
McGarvey and Truscott, 19985).
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1.1.3. p-Karoteno nauda sveikatai

I§ BK konversijos budu gaunamas vitaminas A, kuris svarbus embrioniniam
vystymuisi, normalioms augimo ir regos funkcijoms. BK taip pat laikomas keliy tam tikry geny
slopintoju ir netgi pasizymi prieSvézinémis savybémis bei apsaugo lasteles nuo oksidacinio
streso. Taip pat, PK yra vertingas priedas dél savo spalviniy savybiy, naudojamas maisto,
farmacijos ir kosmetikos pramon¢je (Bogacz-Radomsk and Harasym, 2018). BK vartojimas
pakankamais kiekiais padeda iSvengti vézio (slopina piktybiniy lgsteliy proliferacija), Sirdies ir
kraujagysliy ligy, aterosklerozés, diabeto, kataraktos ir kity, dazniausiai su amziumi susijusiy,
ligy. Taip pat jis pasizymi imunomoduliaciniu aktyvumu — padeda sustiprinti imuning sistemg ir
lengviau jveikti infekcijas bei uzdegimus (Kaur et al., 2016). B-Karoteno pagrindinés biologinés

funkcijos bei tam tikry ligy rizikg mazinantis poveikis pateiktas 4 paveiksle.

| BIOLOGINIS POVEIKIS |
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4 pav. B-Karoteno biologinés funkcijos ir 1étiniy ligy rizika mazinantis poveikis (A. Rao and L.
G. Rao, 2004)

Atlikti tyrimai in vivo rodo, kad PK mazina ultravioletinés Sviesos sukeliamo odos
vézio bei dimetilbenzatraceno sukeliamy burnos karcinomy rizika (Gul et al., 2015). Taip pat in
vitro tyrimy metu nustatyta, kad K slopina MCF-7 ir Hs578T zmogaus kriities vézio lasteliy
augimg (Chew and Park, 2004).

B-Karoteno geb¢jimas sugauti laisvuosius radikalus padidina maZo tankio lipoproteiny
(LDL) atsparumg oksidacijai, taip sumaZinant aterosklerozés ir vainikiniy arterijy ligy rizika.
Nustatyta, kad pacientams, kasdien tris savaites vartojusiems po 15 mg BK, LDL-B-karoteno
kompleksy kiekis padidéja apie 11-12 karty bei stebimas stiprus LDL oksidacijos slopinimas
(Dugas, Morel and Harrison, 1999).

Pool-Zobel‘is ir jo komanda atlikto tyrimg, kurio metu 23 sveiki nertikantys vyrai nuo

27 iki 40 mety amziaus pirmas dvi savaites laikési zarnyno valymo dietos. Po 2 savaiéiy jie

22



kasdien gaudavo 40 mg likopeno (3—4 savaité), 22,3 mg BK ir 15,7 mg a-karoteno (5-6 savaité)
ir 11,3 mg liuteino (7-8 savaité). Kickvieng savaite i§ pacienty buvo imamas kraujas ir
jvertinamos DNR pazaidos vienos Iastelés gelio elektroforezés metodu. Nustatyta, kad
karotinoidy vartojimas stipriai sumazina endogeniniy limfocity DNR grandinés pazaidy lygi
(Pool-Zobel, Bulb, Muller, Wollowski and Rechkemmer, 1997).

Karotinodai taip pat apsaugo nuo Zzalingy saulés spinduliy ir ultravioletinés $viesos
indukuotos eritemos formavimosi. Atliktame tyrime lygintas BK (24 mg per dieng) ir karotinoidy
misinio (BK, liuteino ir likopeno, 8 mg per dieng kiekvieno) apsauginis poveikis nuo eritemos.
12 savaiéiy trukusiame tyrime dalyvavo trys grupés savanoriy, turin¢iy sausg oda — placebo
grupe, B-karoteng vartojanti grupé ir karotinoidy misSinj vartojanti grupé. 24 valandas pries ir po
apsvietimo dirbtine saulés Sviesa bei po 6 ir 12 savai¢iy gydymo jvertintas eritemos
intensyvumas. Gauti rezultatai rodo, kad kontrolingje grupéje nejvyko jokie poky¢iai, 0 abejose
pacienty, vartojanciy karotinoidus, grupése po 24 valandy pastebétas eritemos intensyvumo
sumazé¢jimas (Heinrich et al., 2003).

Tirtas antioksidanty (vitamino C, vitamino E ir BK) ir jy kombinacijos su cinku
poveikis amzinés makulos degeneracijai (AMD). I$ viso tyrime dalyvavo 3640 Zzmoniy nuo 55
iki 80 mety amziaus. Gauti rezultatai rodo, kad antioksidanty ir cinko vartojimas stipriai
sumazina AMD rizika (AEDSRG, 2001).

B-Karotenas pasiZymi jvairiomis, Zmogaus sveikatai naudingomis savybémis, taciau
stiprus jo hidrofobiSkumas, jautrumas kar$¢iui, drégmei, deguoniui ir prastas tirpumas vandenyje
smarkiai apriboja jo pritaikyma maisto, kosmetikos ir farmacijos pramonése. Siy savybiy
gerinimui ir panaudojimo galimybiy praplétimui gali bati taikomi jvairis p-karoteno

ikapsuliavimo metodai.

1.2. B-Karoteno jkapsuliavimo metodai

Ikapsuliavimas — tai technologija, kurios metu kieta, dujiné arba skysta medziaga yra
jterpiama j matricg arba padengiama polimeriniu apvalkalu. Pagrindinis jkapsuliavimo tikslas yra
apsaugoti jautrias medziagas nuo drégmés, oksidacijos, temperatiiros, Sviesos arba kity
ekstremaliy salygy gamybos ir saugojimo metu, kad biity prailgintas produkty galiojimo laikas,
arba biity uzslépti nenorimi kvapai ar skoniai. Taip pat, parinkus tinkama jkapsuliavimo metoda
ir salygas, galima pasiekti kontroliuojama aktyviy junginiy atpalaidavimg. Paskutiniu metu
jkapsuliavimas yra labai placiai tiriamas, todél auga jo pritaikymas pramonéje, agrokulttiroje,
medicinoje, farmacijoje ir biotechnologijoje. BK jkapsuliavimui naudojami jtarpos kompleksy,
kiety lipidy nanodaleliy, purSkiamo dZiovinimo bei emulsijy metodai. Taip pat gali biti taikomi

ir Kiti tradiciniai bei modifikuoti metodai, tokie kaip koacervacija, liposomos, geliacija,
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emulsijos fazés atskyrimas, liofilizavimas, superkritiniai skys¢iai ir kiti (Santos and Meireles,

2010).

1.2.1. Jtarpos kompleksuy sintezé

Itarpos kompleksy sintezé — tai procesas, kurio metu branduolio (,,sve¢io*) medziaga
Jjterpiama ] neSancios (,,Seimininkés‘) molekulés vidine ertme. Kaip molekulés ,,Seimininkés*
jtarpos kompleksy sintezei gali biiti naudojami kaliksarenai, amilozé, dendrimerai ir
ciklodekstrinai.

Amilozés ir BK jtarpos kompleksai pirmg kartg susintetinti prie§ kelis metus. Prie§ 2
metus atliktame tyrime jtarpos kompleksy sintezei panaudotas amilozés-askorbilo palmitato
(AscP) misinys. Gauti amilozés-AscP-BK jtarpos kompleksai buvo saugomi 20 ir 30 °C
temperatiirose 6 savaites. Lyginant su kontrole (komponenty fiziniu misiniu) BK islaikymas
saugant 20 °C ir 30°C temperatiirose buvo pagerintas atitinkamai 1,98 % ir 6,82 % (Kong,
Bhosale and Ziegler, 2017). Taip pat kuriami galimi BK ir kaliksareny (sulfonato-kaliks[n]areno,
sulfoninto p-benzil- arba p-fenil-kaliks[5,6]areno) jtarpos kompleksy modeliai (Makha,
McKinnon and Raston, 2002; Anantachoke et al., 2006). Vis délto, dazniausiai BK jtarpos
kompleksy sintezei yra naudojami ciklodekstrinai (5 pav.).

5 pav. Ciklodekstrino jtarpos kompleksy formavimosi schema (Mura, 2014)

Ciklodekstrinai (CD) — tai cikliniai oligosacharidai, sudaryti i§ a(1->4) glikozidiniais
rySiais sujungty D-gliukopiranozés vienety (Mura, 2014; Singh, 2016). Placiausiai kompleksy
sintezei naudojami a-, B- ir y-ciklodekstrinai, sudaryti atitinkamai i§ 6, 7 ir 8 gliukopiranozés
vienety (Zaibunnisa, Aini-Marhanna and Ainun-Atirah, 2011). Egzistuoja net iki 19
gliukopiranozés vienety turintys ciklodekstrinai, tac¢iau deél mazy iSeigy, sunkaus gryninimo,
didelés kainos bei siauro vidinés ertmés diametro jy panaudojimas yra labai ribotas (Mura,

2014). Pagrindiniy CD savybés pateiktos 2 lenteléje.
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2 lentelé. a-, B- ir y-ciklodekstriny savybés (Mura, 2014)

Savybés a-CD B-CD v-CD
Gliukopiranozés vienetai 6 7 8
Molekulinis svoris, g/mol 972 1135 1297
Tirpumas vandenyje (25 °C), % w/v 14,5 1,85 23,2
Vidinés ertmés diametras, nm 0,47-0,53 0,60-0,65 0,75-0,83
ISorés diametras, nm 1,46 1,54 1,75
Ertmés aukstis, nm 0,79 0,79 0,79
Ertmés tiris, nm® 0,174 0,262 0,472
H>0 skaicius ertméje 6 11 17
Lydymosi temperatiira, °C 255-260 255-265 240-245

Dél molekuléje esanciy gliukopiranozés vienety, kurie jgyja ,.kédés* konformacija,
CD budinga nupjauto-kiigio forma. Placiajame molekulés kraste yra iSsidésCiusios antrinés
hidroksilo grupés (C2 ir C3), o siaurajame — pirminés hidroksilo grupés (C6). D¢l laisvy
hidroksilo grupiy molekulés iSoré yra hidrofiliné. Glikozidiniai ryS$iai tarp gliukopiranozés
vienety formuojasi per deguonies atomus (C1 ir C4), kurie molekulés vidinei ertmei suteikia
hidrofobines savybes. Déka vidinés ertmés hidrofobiskumo | jg gali biiti jterpiamos hidrofobinés
medziagos, tokios kaip BK. Tarp ,,svecio® ir ,,Seimininko* molekuliy susidaro nekovalentiniai
ry$iai, tokie kaip van der Vals‘o jégos, hidrofobiniai rySiai, elektrostatinés sgveikos ir/arba
vandeniliniai rySiai. Kompleksavimo mechanizmas yra paremtas vandens molekuliy pakeitimu
maziau polinémis medziagomis (De Oliveira et al., 2011; Singh, 2016). Jtarpos kompleksy
sintezé gali buti atliekama naudojant ko-nusodinimo, griidimo, malimo, fizinio sumaiSymo
metodus bei ultragarsg (Zaibunnisa et al., 2011; Mele, Mendichi and Selva, 1998; Zhou, Jiang,
Zhang and Li, 2012).

D¢l stipriy vidumolekuliniy vandeniliniy rySiy tarp antriniy hidroksilo grupiy
naturaliai egzistuojantys a-, B- ir y-ciklodekstrinai pasizymi ribotu tirpumu vandenyje, nes Sie
ry$iai mazina galimybe formuoti vandenilinius ry$ius su aplinkinémis vandens molekulémis.
Norint gauti geresniu tirpumu vandenyje ir geresnémis kompleksavimosi su hidrofobinémis
medziagomis savybémis pasizymincius CD jie yra chemiSkai modifikuojami (Lima Petito, Silvia

Dias, Costa, Falcao and Lima Araujo, 2016; Karangwa et al., 2011; Mura, 2014).
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BK jkapsuliavus j CD ertme¢ pagerinamas jo tirpumas vandenyje, apsauga nuo $viesos,
deguonios ir terminio poveikio, tod¢l pagerinamas jo stabilumas ir bioprieinamumas. Pavyzdziui,
BK jkapsuliavus j a- ir B-ciklodekstrinus ir méginius veikiant ultravioletine Sviesa 20 °C
temperatiiros salygomis po 10 valandy veikimo, priklausomai nuo naudojamy medZziagy
santykio, B-karotenas a- ir B-ciklodekstrinuose atitinkamai iSlaikomas 80-90 % ir 90 %. Tuo
tarpu kontroléje po 10 valandy veikimo UV S$viesa prarandamas visas BK. Po 30 valandy
veikimo UV S§viesa, priklausomai nuo santykio, BK o- ir B-ciklodekstrinuose atitinkamai
iSlaikomas 50-70 % ir 65-75 % (Rudometova, Kulishova and Kim, 2018).

1.2.2. Kiety lipidu nanodalelés

Kiety lipidy nanodalelées (KLN) — tai koloidinés pernasos sistema, apjungianti
liposomy (membranos pralaidumo), polimeriniy nanodaleliy (kontroliuojamo atpalaidavimo) bei
emulsijy (auk$to bioprieinamumo ir biosuderinamumo) privalumus, naudojama lipofiliniy
medziagy, tokiy kaip BK, jkapsuliavimui, pernaSai ir apsaugai nuo zalingy aplinkos veiksniy
(Helgason et al., 2009; Hejri, Khosravi, Gharanjig and Hejazi, 2013).

KLN sudarytos i§ kiety lipidy ir aktyvios medziagos branduolio, apsupto
stabilizuojan¢iu vienos PAM arba jy misinio sluoksniu (6 pav.). Siy daleliy dydis gali svyruoti
nuo 4 iki 1000 nm (Gutierrez et al., 2013; Weiss et al., 2008). Dazniausiai kaip lipidai naudojami
jvairts triacilgliceridai (pavyzdZziui, kakavos sviestas, hidrintas palmiy aliejus), riebiosios rtigstys
(pavyzdziui, stearino rtgstis) bei vaskai ar jy miSiniai (Triplet 1l and Rathman, 2009; Qian,
Decker, Xiao and McClements, 2013). Daugiausia $iy nanodaleliy chemines ir fizikines savybes
nulemia sintezei pasirinkti lipidai ir PAM.
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6 pav. KLN, kurioje jkapsuliuota lipofiliné bioaktyvi medziaga, stabilizuota PAM sluoksniu
(Weiss et al., 2008)

Kiety lipidy nanodaleliy sintezé gali buti atliekama naudojant karSta arba Saltg auksto
slégio homogenizavima, ultragarsa, tirpiklio nugarinimo, mikroemulsifikacijos ir kitus metodus
(Ekambaram, Sathali and Priyanka, 2012). Dazniausiai sintezei taikomas auks$to slégio
homogenizavimas, kur aktyvus ingredientas (BK) tirpinamas arba disperguojamas iSlydytame

kietame lipide. Naudojant Salto homogenizavimo metoda lydalas su aktyvia medziaga
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atvésinamas iki kambario temperatiros, susmulkinamas iki mikrodaleliy, disperguoty Saltame
PAM tirpale, ir homogenizuojamas — mikrodalelés dél kavitacijos jégy skyla iki nanodaleliy.
Naudojant kar§to homogenizavimo metoda lydalas yra disperguojamas karStame PAM
vandeniniame tirpale, homogenizuojamas auk$tu slégiu ir atvésinamas iki kambario
temperatiiros, ZzemesnésS uz neSancio lipido kristalizacijos temperatiirg, todél formuojasi kietos
dalelés (Gutierrez et al., 2013).

Norint iSvengti trukumy, susijusiy su KLN jkapsuliuotos aktyvios medziagos
idleidimu j aplinka saugojimo metu, sintetinami nanostruktiirizuoti lipidy nes¢jai (NLN). Siy
daleliy sintezei naudojamas kiety ir skysty lipidy miSinys vandeniniame PAM tirpale — taip
gaunama maziau orientuota vidiné struktura, todél padidéja jkrovos galimybés ir sumaZinama
aktyvios medziagos isleidimo | aplinkg rizika (Hentschel, Gramdof, Muller and Kurz, 2008;
Hejri et al., 2013).

Iterpus PK j KLN pagerinamas bioprieinamumas, nes papildomas lipidy vartojimas
pagerina jo absorbcija. Taip pat PK apsaugomas nuo oksidacinio poveikio, cheminés
degradacijos, pagerinamas kontroliuojamas atpalaidavimas. Kiek pagerinamas stabilumas
priklauso nuo to, ar aktyvi medziaga sintezés metu jkapsuliuojama kietos matricos viduje, ar
prisijungia prie lipido nanodalelés pavirSiaus — tokiu atveju medZiaga nebus apsaugota nuo
supancios aplinkos ir stabilumas nebus pagerintas (Helgason et al., 2009). Pavyzdziui, K KLN
daleles sintetinant emulsifikavimo metodu, kur kaip lipidas naudojama stearino rugstis, 0 kaip
PAM — natrio taurocholatas, pasiekiamas 40 % B-karoteno jterpimo efektyvumas. Po ménésio
neuzfiksuoti jokie BK koncentracijos poky¢iai, vadinasi nevyksta jokios degradacijos reakcijos ir
B-karotenas islieka stabilus (Triplet 1l and Rathman, 2009). Kitame tyrime [-karoteno
jkapsuliavimui panaudotos stearilo ferulato KLN. Po 3 ménesiy méginiy saugojimo kambario
temperatiiroje atlikti daleliy dydzio bei jkapsuliavimo efektyvumo matavimai rodo, kad daleliy
dydis kinta nuo 169,8 iki 188,4 nm, o jkapsuliavimo efektyvumas nuo 49,2 iki 48,4 % — poky¢iai
minimaliis, vadinasi [B-karotenas sékmingai apsaugomas nuo oksidacijos bei degradacijos

(Trombino et al., 2009).

1.2.3. Purskiamas dziovinimas

Purskiamas dziovinimas — tai aktyvios medziagos jkapsuliavimo procesas, vykstantis
skystos medziagos dziovinimo ] miltelius biidu. Tai viena seniausiy ir populiariausiy techniky,
naudojamy karotinoidy jkapsuliavimui, pasiZyminti maza kaina, pla¢iu branduolio ir dengiancios
medziagos pasirinkimu, geru jrangos prieinamumu, geru efektyvumu ir gauto produkto
stabilumu (Correa-Filho, Lourenco, Moldao-Martis and Alves, 2019; Liang, Huang, Ma,
Shoemaker and Zhong, 2013).
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Dengianti medziaga turi pasizyméti geromis emulsifikacijos savybémis ir geromis
plévele formuojanciomis savybémis. Kaip dengianti medziaga gali biti naudojami
angliavandeniai (modifikuotas krakmolas, maltodekstrinas, pektinas, celiuliozé, gumiarabikas,
agaras, karagenanas, ciklodekstrinas), baltymai (Zelatina, kazeinas, pieno arba sojos baltymai),
lipidai (stearino riigtis ir mono- arba digliceridai) ir jy miSiniai. Dazniausiai dengimui
naudojami modifikuoti krakmolai, kurie be minéty pageidaujamy savybiy taip pat pasizymi maza
klampa, didele jkrovos galia ir deguonies barjero savybémis, arba krakmolo, maltodekstrino ir
gumiarabiko kombinacija. Gauty daleliy savybés (dydis, pasiskirstymas, drégmés kiekis,
terminis stabilumas) priklauso nuo dengiancios medziagos savybiy ir dZiovinimo salygy (srauto
greidio, atomizavimo greiéio, temperatiiros, slégio ir kity) (Correa-Filho et al., 2019; Liang et al.,
2013).

Pirmas jkapsuliavimo proceso etapas yra Kkietos matricos, j kurig bus jterpiama
branduolio medziaga, tirpalo paruoSimas. AKtyvi medziaga turi buti netirpi (kieta) arba
nesimaisanti (skysta) su matricos tirpalu. Tada j matricos tirpalg pridedama branduolio medziaga
ir vykdomas energingas maiSymas, kurio metu susidaro dispersija arba emulsija. MiSinys yra
atomizuojamas j smulkius laselius ir leidziamas per karSto oro kamera. Dél sgveikos tarp laseliy
ir kar§to oro per kelias sekundes yra nugarinama apie 95 % laseliuose esan¢io vandens ir
dengianti medziaga suformuoja kietg apvalkalg ant branduolio medZiagos (7 pav.) (Santos and
Meireles, 2010; Re, 2007).

Purskimas Drékinimas Pasiskirstymas Padengta dalele

")
")

7 pav. Purskiamu dengimu gaunama kapsulé (Naz and Sulaiman, 2016)

BK dengimui purskiamo dziovinimo budu naudojant modifikuoto krakmolo (MK),
gumiarabiko (GA) ir maltodekstrino (MA) kombinacija pagerinamas [-karoteno stabilumas
saugojimo metu. Priklausomai nuo naudojamy dengian¢iy medziagy santykio, BK i§saugojimas
pagerinamas apie 23-42 %. Geriausi rezultatai gaunami dengimui naudojant MK, GA ir MA
medziagas santykiu 1:3:2. BK dengiant Siy medziagy mi$iniu skilimo konstanta sumazéja apie
12,5 karto, o gyvavimo pusperiodis padidéja nuo 53 iki 288 dieny (Przybysz, Onacik-Gur,
Majtczak and Dluzewska, 2016). Kitame tyrime BK turin¢ios D. salina biomasés dengimui
panaudoti skirtingi MA / GA, GA / zelatinos ir MA / Zelatinos santykiai (90:10 arba 50:50).

Gautos dalelés saugotos Sviesoje arba tamsoje skirtingose temperatiirose 7 savaites. Didziausias
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BK stabilumas (93,22 %) islaikytas dengimui naudojant MA / GA medziagas santykiu 90:10,

méginius saugant 4 °C temperatiiroje tamsoje (Morowvat and Ghasemi, 2016).

1.2.4. Mikro- ir nanoemulsijos

Mikroemulsija — tai termodinamiskai stabili dispersiné sistema, sudaryta i$ aliejaus ir
vandens faziy, PAM ir dazniausiai jos veikimg gerinan¢ios medziagos (ko-PAM). Nanoemulsija
— tai termodinamiSkai nestabili, bet kinetiSkai stabili dispersin¢ sistema, taip pat sudaryta i$
aliejaus ir vandens faziy, PAM ir ko-PAM (8 pav.) (McClements, 2012). Sios emulsijos dél savo
mazo laseliy dydzio ir skaidrumo naudojamos BK jkapsuliavimui (bioprieinamumo, tirpumo

gerinimui bei apsaugai nuo degradacijos) (Roohinejad et al., 2015; Silva et al., 2011).
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8 pav. Mikroemulsijos ir nanoemulsijos laseliai (McClements, 2012)

B-Karoteno jkapsuliavimui dazniausiai naudojamos aliejaus vandenyje tipo emulsijos.
Didziausig jtaka emulsijy formavimuisi turi emulsikliai, kurie sumaZzina tarpfazing jtampa tarp
aliejaus ir vandens faziy, taip sumazinant energijos kiekj, reikalingg mazy laSeliy gavimui. Taip
pat jie sukuria apsauging plévele aplink laselius ir juos apsaugo nuo koalescencijos (Silva et al.,
2011). Dazniausiai $iy emulsijy gamybai naudojamos PAM yra nejoninés medziagos (Tween 40,
Tween 80). Nors naudojant vieng PAM jmanoma pakankamai sumazinti tarpfazinj jtempima,
ta¢iau papildomai naudojant ko-PAM padidinama kritiné miceliy susidarymo koncentracija ir dar
labiau sumazinamas jtempimas. Kaip ko-PAM dazniausiai naudojami trumpo ar vidutinio
grandinés ilgio alkoholiai (Santos, Watkinson, Hadgraft amd Lane, 2008). Aliejinés fazés
gavimui dazniausiai naudojami jvairas lipidai — ilgy grandiniy trigliceridai (sojy pupeliy aliejus),
vidutinio grandinés ilgio trigliceridai (frakcijonuotas kokosy aliejus), riebiyjy rtigs¢iy propileno
glikolio esteriai (mono- ir digliceridai), riebiosios riigstys (oleino ragstis, palimitino ragstis) ir
lipidy miSiniai. Maisto pramongje placiausiai naudojami nesotieji ilgy grandiniy trigliceridai.
Vandeninei fazei dazniausiai naudojamas distiliuotas vanduo (Roohinejad et al., 2015).

Mikroemulsijy ir nanoemulsijy gamybai naudojamos tos pacios medziagos ir gaunama
panasi strukttra: nepolinés PAM uodeg¢lés nukreiptos ] hidrofobing aliejaus suformuotg Serdj, o

polinés galvutés — j vandens faz¢. Pagrindinis skirtumas tarp Siy emulsijy yra jy termodinaminis
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stabilumas. Nanoemulsijos pasiZzymi termodinaminiu nestabilumu, nes jos nepasiekia
pusiausvyros bisenos, taciau jy destablizacijos kinetika yra labai 1éta (ménesiai) ir jos laikomos
kinetiSkai stabiliomis (Anton and Vandamme, 2010). Be to, mikroemulsijy gamybai yra
naudojami mazos energijos metodai (spontaniné emulsifikacija, faziy inversija), o nanoemulsijy
gamybai gali biiti naudojami tiek didelés (tirpiklio pakeitimas, ultragarsas, emulsifikacija-
nugarinimas, auksto slégio homogenizacija, mikroskysciy technologijos), tiek mazos energijos
metodai. Gaunamy mikroemulsijy daleliy dydis siekia 10-100 nm, tuo tarpu nanoemulsijy
laseliai yra didesni — dydis gali svyruoti nuo 20 iki 500 nm (Gupta, Eral, Hatton and Doyle,
2016; Jo and Kwon, 2014; Troncoso, Aquilera and McClements, 2011). Naudojant tas pacias
medziagas ir tuos pacius metodus galima gauti tiek mikro-, tiek nanoemulsijas, taciau turi biiti
naudojami skirtingi medziagy santykiai — mikroemulsijoms gauti naudojamas didesnis PAM
perteklius (McClements, 2012).

Atlikti tyrimai rodo, kad BK nanoemulsijy gamybai galima panaudoti emulsifikavimo-
nugarinimo ir homogenizavimo (naudojant mikroskyséiy prietaisg) metody kombinacija. Gauty
nanoemulsijy fizikinis stabilumas jvertintas stebint daleliy dydzio pasiskirstymo pokycius —
méginiai buvo saugomi 4 °C temperatiiroje 12 savaiciy ir kas 4 savaites atlikti dydzio matavimai.
Gauti rezultatai rodo, kad per 12 savaiciy daleliy dydis nekito — tai reiskia, kad dalelés fiziskai
yra stabilios, taciau Sios emulsijos pasizyméjo cheminiu nestabilumu, nes saugojimo metu per 12
savai¢iy PK koncentracija dalelése sumazéjo apie 44,0-74,8 % (Tan and Nakajima, 2005).
Kitame tyrime B-karoteno mikroemulsija paruosta spontaninio emulsifikavimo biidu, naudojant
nejonines PAM (Span 80, Span 40 ir Tween 80, 10:5:85, w/w) ir kokosy arba palmiy aliejy kaip
aliejaus fazg, bei istirtos emulsijoje esanciy daleliy fizikocheminés savybés. Tyrimo rezultatai
rodo, kad BK 1éc¢iau ir maziau degradavo emulsijoje, kurios gamybai panaudotas palmiy aliejus —
naudojant palmiy aliejy per 4 savaites BK koncentracija emulsijoje sumazéjo tik apie 20 %, 0
naudojant gryng kokosy aliejy — net apie 90 %. Tai rodo, kad B-karoteno mikroemulsijy gamybai
palmiy aliejus yra tinkamesnis (Ariviani, Raharjo and Anggrahini, 2015).

1.2.5. Kiti jkapsuliavimo metodai

Be aptarty metody PK jkapsuliavimui naudojami ir kiti metodai, kuriy principai,
pagrindiniai privalumai ir trokumai, svarbiis tinkamo jkapsuliavimo metodo pasirinkimui,

apibendrinti 3 lenteléje.
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3 lentelé. Jkapsuliavimo metodai (Santos and Mereiles, 2010)

Ikapsuliavimo
metodas

Principas

Privalumai

Triakumai

Purskiamas

auSinimas

Kaip aprasyto pur§skiamo dziovinimo, tik kameroje

paduodamas Saltas oras.

Gali buti jkapsuliuojami

temperatiirai jautriis junginiai.

Sunku kontroliuoti daleliy dydj;
vidutiné iSeiga; reikalingos
specialios salygos produkto

saugojimui.

Paprastoji
ekstruzija

Branduolio medZziagos dengimas vykdomas naudojant
sriegtuvus. Srautas paduodamas j skysto dzioviklio
vonelg - kontakto metu apvalkalas sukietéja.

Pilnas padengimas; atliekama

ganétinai zemose temperattirose.

Kapsulé turi biiti atskirta nuo

skysc€io ir dZziovinama; sunku

gauti kapsules, kai nesiklis yra
labai klampus.

Centrifuginé
ekstruzija

Panasus j paprastosios ekstruzijos, bet branduolio ir
dengiancioji medZiagos sudaro vientisg srautg tik
paciam gale iStekant pro antgalj su koaksialine anga dél

centrifuginés jégos.

Tokie pat kaip paprastosios
ekstruzijos.

Tokie pat kaip paprastosios
ekstruzijos.

Joniné geliacija

Dengiancioji medZiaga su iStirpinta branduolio
medZziaga yra laSinamos ] joninj tirpalg. Kapsulés

suformuojamos dél joninés sgveikos.

Organiniy tirpikliy ir ekstremaliy

temperatiiry iSvengimas.

Naudojama mazos apimties
gamybai; gautos kapsulés
pasizymi dideliu poringumu,
todel gali staigiai plysti.

Terminé

geliacija

Principas panasus j joninés geliacijos, taciau nebitinas

joninis tirpalas, nes geliacija vyksta dél terminiy salygy.

Tokie pat kaip joninés geliacijos.

Tokie pat Kaip joninés
geliacijos.

Pseudoverdancéio
sluoksnio

dengimas

Paremtas dengianciosios medziagos purSkimu j
pseudoverdantj branduolio medziagos sluoksnj.

Zema proceso kaina; leidzia gauti
specifinj kapsuliy daleliy
pasiskirstymg ir maza poringuma.

Temperatiirai jautriy junginiy
degradacija.
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3 lentelés tesinys

Liofilizavimas

Iterpimas gaunamas liofilizuojant emulsinj tirpala, kurj

sudaro branduolio ir dengiancioji medziagos.

Naudojant §] metoda galima
efektyviai jkapsuliuoti temperattirai
jautrias medziagas, nestabilias

vandeningje terpéje.

Ilgas proceso laikas ir didelé
kaina; brangus kapsuliy
saugojimas ir transportavimas.

Emulsiné
polimerizacija

Branduolio medziaga tirpinama vandeniniame
monomery tirpale, kurie polimerizuojami ir

suformuojamos kapsulés.

Gaunamos mikro- arba
nanokapsulés, pasizymincios siauru

dydzio pasiskirstymu.

Sunku kontroliuoti kapsulés

formavimasi (polimerizacija).

Koacervacija

Ikapsuliavimas pagristas skystos dengianciosios
medziagos nusodinimu ant branduolio medziagos dél

elektrostatiniy jégy.

Gali biiti naudojama jkapsuliuoti

temperatiirai jautrias medZiagas.

Naudojamos toksiSkos cheminés
medziagos; ant kapsuliy
pavirSiaus lieka tirpikliy ir
koacervacijos agenty likuciy;

sudétingas ir brangus metodas.

Emulsijos fazés

Branduolio medZiaga pridedama j polinj arba nepolinj
aliejaus vandenyje arba vandens aliejuje emulsijos

Gali biiti jterpti poliniai, nepoliniai
ir amfifiliniai junginiai; emulsijos

Kapsulés jautrios aplinkos
veiksniams, tokiems kaip

atskyrimas ) . .. . gali biiti naudojamos tiesiogiai savo karstis, dziovinimas ir kiti;
sluoksnj. Emulsijos paruosiamos naudojant PAM. o ) ) L
skystoje biisenoje. ribotas emulsikliy tinkamumas.
Fosfolipidai tirpinami vandeninéje fazéje dél L L )
L ) L . . Galima jkapsuliuoti tiek vandenyje, L i
. spontaninés saviorganizacijos susidaro 1iposomos. R o .. Dazniausiai naudojama
Liposomos tiek lipiduose tirpias medZiagas;

Branduoliné medZiaga yra ,,jkalinama‘ liposomos
viduje.

efektyviai kontroliuojama pernasa.

laboratorinéje skaléje.
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Norint sumazinti esamy metody trikumus jie yra tobulinami ir kuriamos jvairios
alternatyvios technologijos. Viena naujesniy technologijy, naudojamy jkapsuliavimui, yra
superkritiniais skysciais paremti metodai, kuriuose organiniai tirpikliai keiiami j draugiskus
aplinkai, jkapsuliavimas vykdomas $velnesnémis sglygomis ir gaunamos homogeniskos mikro-
arba nanokapsulés. Sie metodai gali apsaugoti karotinoidus nuo greitos degradacijos (Santos and
Meireles, 2010).

Norint pasiekti geresnj jkapsuliavimo efektyvuma, aktyvaus ingrediento stabiluma,
tirpumg ir pagerinti kitas savybes, dalelés taip pat gali biiti sintetinamos naudojant jvairias
1Svardinty metody kombinacijas arba atliekant daugiasluoksniy arba daugiafunkciy nanodaleliy

sintezg.
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2. METODINE DALIS
2.1. Medziagos ir prietaisai

2.1.1. Medziagos

Pavadinimas Gamintojas

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH laisvasis
radikalas), 95 %

Alfa Aesar

2-Hidroksipropil-B-ciklodekstrinas ,,Cavasol™ W7 HP )
Ashland Industries Europe GmbH

PHARMA*

Acetonas UAB ,,Eurochemicals*
Acetonitrilas Roth

Amonio acetatas Reachim

Auksto esterifikacijos laipsnio pektinas, galakturoninés )
o Fluka Chemie AG
rugsties kiekis <34 %

Cikloheksanas UAB ,,Eurochemicals*
Dichlormetanas Roth
Dimetilsufoksidas Honeywell Riedel-de Haén™
Druskos riigstis Merck

Etanolis 96,3 % Vilniaus degtiné
Metanolis Roth

Natrio Sarmas Reachim
n-Heksanas UAB ,,Eurochemicals*
Pektino rugstis Serva
Tetrahidrofuranas Roth

Zemo esterifikacijos laipsnio pektinas, galakturoninés ) )
o Sigma-Aldrich®
rugsties kiekis > 74 %

B-Karotenas, > 97 % Sigma-Aldrich®

2.1.2. Prietaisai

Pavadinimas Gamintojas

Analitinés svarstyklés ,,ABJ-NM / ABS-N“ (Max 220 g,
d=0,1 mg)

KERN

Atvirksciy faziy Cig HPLC kolonélé (250 mm x 4,6 mm) Biorad




Automatinés pipetés

Eppendorf

Centrifuga ,,Eppendorf™ Eppendorf
Centrifuga ,,Rotina 35R* Hettich
Dvigubo bangos ilgio absorbcijos detektorius Waters
Dvilypée HPLC pompa Waters
Frontier FT-IR spektrofotometras PERKIN-ELMER
Kaitinanti magnetiné maisyklé ,,MSH 300* BIOSAN
Koncentratorius Eppendorf
Liofilizatorius ,,Alpha 2—4 LSC* Martin Christ
Magnetiné maisykle ,,MS 3000* BIOSAN
Magnetiné maisyklé ,,REO Basic C* IKA®
Peristaltinis siurblys ,,2115* LKB Bromma
pH-metras METTLER TOLEDO

RamanStation 400F spektrofotometras

PERKIN-ELMER

Rankinis spektrofotometras ,,CM-700d*

Konica Minolta

Rotacinis vakuuminis garintuvas ,,RV 10 basic*

IKA®

Auksto galingumo ploksteliy spektrofometras ,,Eon™

Biotek

Spektrofotometras ,,Ultrospec 4000

Pharmacia Biotech

Steriltis 0,45 pm pory PES filtrai Roth
Svarstyklés ,,SPO 61 (Max 3100 g, d=0,1 g) SCALTEC
Saldiklis Snaigé
Saldytuvas Snaige
Termomikseris ,,Eppendorf Thermo Mixer C* Eppendorf
Termomikseris ,,Eppendorf Thermo Mixer Comfort* Eppendorf
Termostatuojama purtyklé ,,IST-3075R* Jeio Tech
Ultragarsiné vonelé Unitra
Ultragarsinis dezintegratorius ,,Vibracell” SONICS, VCX 750
UV lempa (30 W) Philips
Vakuuminio filtravimo sistema Sartorius
Vienkartiniai Svirkstai Eurovaistiné

Zetasizer Nano ZS

Malvern Panalytical
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2.1.3. Kompiuterinés programos

Nr. Pavadinimas
1. | Microsoft Office programiné jranga

2. | SWIFT II Wavescan programing jranga

3. | Gen5 2.01 programiné jranga

4. | Breeze programing jranga

5. | Malvern Zetasizer 7.03 programiné jranga

2.2. Metodai

2.2.1. p-Karoteno-2-hidroksipropil-p-ciklodekstrino jtarpos kompleksy sintezé

Vandenyje tirpis kompleksai ruoSiami ko-nusodinimo metodu. Pirmiausia
paruoSiamas 25 % 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrino tirpalas — 1,75 g HCD milteliy tirpinama 7
mL distiliuoto vandens, tirpala maiSant ant magnetinés maisyklés. Atskirai paruoSiamas 0,33
mg/mL koncentracijos BK acetoninis tirpalas — atsveriama 10 mg BK milteliy ir tirpinama 30 mL
acetono. Tirpalas 45 minutes maiSomas ant magnetinés maisyklés, po to filtruojamas naudojant
vakuuming filtravimo sistema su stikliniu filtru (pory dydis yra 100 pm). Paruostas BK
acetoninis tirpalas automatine pipete létai laSinamas j maiSoma ir kaitinama (65 °C temperatiira)
vandeninj HCD tirpalg. Tirpaly sgly¢io metu acetonas nugaruoja, 0 BK pereina j vandeninj
tirpalg ir formuojasi jtarpos kompleksai. Visiskai nugaravus acetonui, nesureagaves ir vandenyje
neistirpes K nufiltruojamas naudojant vienkartinj Svirkstg bei sterily polieterio sulfono (PES)
filtra (pory dydis yra 0,45 um). Gautas vandeninis jtarpos kompleksy tirpalas (7 mL)
naudojamas tolimesniems eksperimentams.

Analogiskai atliekama sintezé ir kitomis saglygomis: BK tirpinant kitame organiniame
tirpiklyje (dichlormetane, etanolyje, heksane) arba naudojant kitos koncentracijos vandeninj

ciklodekstrino tirpalg (0,5; 5; 50 %), arba kaitinimo temperatiirg (80 °C).

2.2.2. Itarpos kompleksy papildomas dengimas pektinu

Tyrime naudojami trys skirtingo esterifikacijos laipsnio pektinai — pektino rugstis,
zemo esterifikacijos laipsnio pektinas (galakturoninés rtgsties kiekis = 74 %) ir auksto
esterifikacijos laipsnio pektinas (galakturoninés riigsties Kiekis < 34 %). Pirmiausia paruoSiami
pradiniai 2 mg/mL koncentracijos pektiny vandeniniai tirpalai — atsveriama 100 mg pektino ir
tirpinama 50 mL vandens maiSant magnetine maiSykle 24 valandas kambario temperatiroje.
Pradiniai pektiny tirpalai skiedziami ir paruoSiami 0,5 mg/mL koncentracijos tirpalai. Pektiny
tirpaly pH koregavimui iki 4, 5, 6 arba 7 naudojamas 0,1 M koncentracijos NaOH arba HCI
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vandeninis tirpalas. Gauti tirpalai filtruojami $virkstu su steriliu PES filtru ir naudojami
papildomam B-karoteno-2-hidroksipropil-p-ciklodekstrino jtarpos kompleksy dengimui.

Itarpos kompleksy dengimas atliekamas j 2,4 mL ant magnetinés maiSyklés maiSomo
pektino (riigsties, zemo arba auksto esterifikacijos laipsnio) vandeninj tirpala 0,25 mL/min
grei¢iu peristaltiniu siurbliu laSinant 0,2; 0,4 arba 0,6 mL kompleksy vandeninio tirpalo.
Galutinis susintetinty trikomponenéiy daleliy vandeniniy tirpaly taris turi bati 3 mL, todél
lasinant 0,2 ir 0,4 mL kompleksy tirpalo pries tai j pektino tirpala papildomai jpilama atitinkamai
0,4 arba 0,2 mL distiliuoto vandens. Paruosti méginiai purtomi purtykléje per naktj tamsoje 100

rpm greiciu, 20 °C temperatiiros saglygomis.

2.2.3. B-Karoteno koncentracijos nustatymas

Norint nustatyti BK koncentracija susintetintuose jtarpos kompleksuose bei
trikomponentése dalelése jie turi buti suardyti. Tam 1 mL vandeninio tiriamojo tirpalo
sumaiSoma su 2 mL etanolio ir 3 mL heksano. Gautas misinys veikiamas ultragarsu 5 minutes
(prietaiso rezimas: 15 s jjungta, 15 s i§jungta, 80 % amplitudé). Ekstrakcija kartojama tris kartus
ir gautos heksano fazés su iStirpusiu 3-karotenu apjungiamos. 3-Karoteno koncentracija heksano
tirpale nustatoma naudojant ultravioletinés-regimosios $viesos (UV-Vis) spektroskopijos arba
atvirksciy faziy auksto slégio skysé¢iy chromatografijos (RP-HPLC) metoda.

Kompleksy ardymui taip pat iSbandyti kiti metodai, placiau apraSyti 3.1.1. skyriuje.

2.2.3.1. Ultravioletinés-regimosios Sviesos spektroskopija

BK koncentracija (mg/mL) nustatoma matuojant po ekstrakcijos gautos heksano fazés

su B-karotenu sugertj 450 nm bangos ilgyje ir taikant Beer’o-Lambert’o désn;j:
AbS,gy - PF

=—

Cia A, Yra BK sugerties maksimumas 450 nm bangos ilgyje, | — kiuvetés plotis

(cm), A'™- BK masés ekstinkcijos koeficientas heksane (2590 g 100 mL cm™), PF —

X 10 (1)

praskiedimo faktorius.
Visi matavimai yra kartojami bent po tris kartus, apskaiCiuojamas vidurkis ir

standartinis nuokrypis.

2.2.3.2. Atvirksciy faziy auksto slégio skys¢iy chromatografija

Norint pasirinkti tinkama mobilig faz¢ pradzioje naudoti du skirtingi tirpaly miSiniai:
acetonitrilo, dichlormetano, metanolio (70:20:10) miSinys arba acetonitrilo, metanolio,
tetrahidrofurano ir vandeninio amonio acetato (20 mmol/L) tirpaly miSinys (68:22:7:1). Pries$

naudojimg mobilios fazés nuorinamos jas 10 minuciy veikiant ultragarsu ir 0,4 bar slégiu.
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Prie§ leidziant mobilig faz¢ per RP-HPLC sistemg A ir B pompos nuorinamos
rankiniu biudu ($virkstu), 0 tada naudojant Breeze programa (5 min, siurbimo greitj palaipsniui
keliant nuo 1 iki 5 mL/min). Tirpalas A: distiliuotas vanduo, tirpalas B: mobili fazé. Naudojama
C1s kolonélé (0,46x25 cm). Sistema lygsvarinima 40 minuciy mobilia faze 1 mL/min grei¢iu.

Tiriamojo tirpalo analizé atlickama kelias etapais. Po ekstrakcijos gauto tirpalo
tirpiklis nugarinamas naudojant rotacinj vakuuminj garintuva (85 rpm, 50 °C), gautos nuosédos
sveriamos ir istirpinamos mobilioje fazéje (be amonio acetato). Tada | sistemg Svirkstu jvedama
20 pL tiriamojo tirpalo ir naudojamas izokratinis mobilios fazés rezimas (1 mL/min greiciu).
Pries leidziant nauja méginj atlickamas kolonos praplovimas. Gauta chromatograma
integruojama taikant Breeze programg. PK koncentracija tiriamuosiuose tirpaluose
apskai¢iuojama naudojant pries tai paruostos kalibracinés kreives lygtj:

y = 352704 x )

Cia y yra smailés plotas, o X — B-karoteno koncentracija pg/mL.
2.2.4. Stabilumo tyrimai

2.2.4.1. Dinaminés Sviesos sklaidos ir zeta potencialo matavimai

Susintetinty trikomponenciy daleliy dydziy ir zeta potencialy matavimai atliekami
naudojant Zetasizer Nano ZS analizatoriy su 4 mV HeNe lazeriu (633 nm). I$sklaidytos $viesos
intensyvumo matavimai atlickami 20 °C temperatiiroje, 173° kampu. Daleliy dydzio
pasiskirstymas gaunamas i§ koreliacijos funkcijy. Gauti duomenys konvertuojami naudojant
Malvern Zetasizer 7.03 programing jrangg. Tirpale esanc¢iy daleliy dydis yra nustatomas taikant
Stoks‘o-Enstein‘o lygtj:

D= kT
"~ 6mnR,

@)

Cia D — difuzijos koeficientas, k — Bolcmano konstanta, T — temperatiira (°C), 7 -
tirpiklio klampa, o0 Ry — daleliy, esanciy tirpale, hidrodinaminis spindulys.

Elektroforetinis mobilumas matuojamas 20 °C temperatiiroje, taikant 80 mV jtampa,
naudojant vienkartines kapiliarines kiuvetes. Tai yra santykis tarp nanodaleliy judéjimo greicio ir

iSorinio lauko, kuris konvertuojamas j zetg potencialg, taikant Henr‘io lygtj:
_ 2ezf (ka)
e — 377
Cia u, - elektroforetinis judrumas, z — zeta potencialas, € — dielektriné konstanta, 1 -

(4)

absoliutaus nulinio poslinkio tirpalo klampa, f(k-a) — Henr‘io funkcija, kur o — dalelés spindulys,

k — Debye parametras.
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Pries kiekvieno méginio matavimg atlickamas 60 sekundziy prietaiso kalibravimas.
Visi matavimai yra kartojami bent po tris kartus, apskai¢iuojamas vidurkis ir standartinis

nuokrypis.

2.2.4.2. Poveikis ultravioletine Sviesa

Norint nustatyti BK, esantio susintetintuose jtarpos kompleksuose arba
trikomponentése dalelése, atsparumg UV Sviesai | 96 Sulinéliy plokstele automatine pipete
pilama 250 pL BK-HCD jtarpos kompleksy arba BK-HCD-pektino (trikomponenciy daleliy)
vandeniniy tirpaly. Ploksteléje esantys tiriamieji tirpalai veikiami UV $viesa, kaip Sviesos $altinj
naudojant 30 W UV-C lempg. Méginiy atstumas nuo Sviesos Saltinio yra 15 cm. Tam tikrais
laiko intervalais (15, 30, 60, 120 ir 180 minuéiy poveikio UV §viesa) matuojama tiriamyjy
tirpaly sugertis 450 nm bangos ilgyje. Trikomponentése dalelése arba jtarpos kompleksuose

esancio BK santykinis stabilumas (%) apskaic¢iuojamas pagal formule:

A
Santykinis stabilumas (%) = A—O- 100 % (5)
t

Cia Aog — méginio sugertis nuliniu laiko momentu, o A; — méginio sugertis atitinkamo
laiko momentu.
Visi matavimai yra kartojami bent po tris kartus, apskaifiuojamas vidurkis ir

standartinis nuokrypis.

2.2.4.3. Terminis stabilumas

Norint jvertinti terminj BK, esanéio susintetintuose jtarpos kompleksuose arba
trikomponentése dalelése, stabilumg j 5 mL talpos mégintuvélius automatine pipete pilama po 2
mL BK-HCD ijtarpos kompleksy arba BK-HCD-pektino vandeniniy tirpaly. Mégintuvéliai su
tirlamaisiais tirpalais dedami j termomikserj ir kaitinami 60 arba 95 °C temperatiiroje. Tam
tikrais laiko intervalais (15, 30, 60, 120 ir 180 minuciy terminio poveikio) matuojama tiriamyjy
tirpaly sugertis 450 nm bangos ilgyje. Trikomponentése dalelése arba jtarpos kompleksuose
esancio BK santykinis stabilumas (%) apskaiciuojamas pagal 5 formulg.

Visi matavimai yra kartojami bent po tris kartus, apskai¢iuojamas vidurkis ir

standartinis nuokrypis.

2.2.5. Spalvos matavimas

Méginiy spalva matuojama naudojant rankinj spektrofotometrg (kolorimetrg), kuris
prie§ matavimus kalibruojamas naudojant baltos spalvos standartg. Prietaisas gautus rezultatus

pateikia CIE Lab spalvy sistemos koordinatése L*, a* ir b*, kur L* — Sviesumo / tamsumo
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rodiklis (svyruoja nuo 0 (juodos) iki 100 (baltos)), b* — zalumo / raudonumo rodiklis (svyruoja
nuo -80 iki +100), 0 a* — mélynumo / geltonumo rodiklis (svyruoja nuo -50 iki +70).

BK-HCD ijtarpos kompleksy ir kompleksy, padengty pektiny tirpalais, kuriy pH yra 4,
vandeniniai tirpalai (2 mL) dZiovinami koncentratoriuje 30 °C temperatiiroje apie 6 valandas.
Gauti milteliai sveriami ir tolygiai paskirstomi ant 4 cm skersmens apvaliy stikliniy ploksteliy.
Matuojama Svieziai paruo$ty méginiy bei méginiy, saugomy tamsoje 4 °C temperatiroje, spalva
po tam tikro laiko (4 ir 6 savaiCiy). Visi matavimai yra kartojami bent po tris kartus,
apskaiciuojamas vidurkis ir standartinis nuokrypis.

Bendras spalvy skirtumas (AE*) apskaic¢iuojamas naudojant Hunter‘io-Skotield‘o lygt;:

AE* = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (12)
Spalvos prisotinimas (C*) apskai¢iuojamas naudojant a* ir b* koordinates:
¢ =@+ "2 (13)
Spalvos prisotinimas apibtidina produkto blankumg / rySkumag ir jo reik§Smés gali

svyruoti nuo 0 iki 60.

2.2.6. Antioksidacinis aktyvumas

Antioksidaciniam aktyvumui nustatyti naudojamas 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo
(DPPH) laisvojo radikalo metodas. Pirmiausia paruosiamas 0,1 mM DPPH-etanolio tirpalas,
kuris maiSomas su méginiais santykiu 1:1 (v/v) ir miSinys inkubuojamas tamsoje 300 minuciy.
Palyginamieji tirpalai ruoS$iami taip pat tik vietoj DPPH-etanolio tirpalo su tiriamaisiais
méginiais maiSomas etanolis arba vietoj tiriamyjy méginiy su DPPH-etanolio tirpalu masomas
vanduo. | 96 Sulinéliy plokstele automatine pipete supilama po 250 puL méginiy ir matuojama

sugertis 517 nm bangos ilgyje. Antioksidacinis aktyvumas (RSA) skai¢iuojamas naudojant lygtj:

Ao — (A — 4))

RSA =
sa = (=

) =100 % (14)

Cia Ao — DPPH etanolio tirpalo ir méginio tirpiklio (vandens) misinio sugertis, Aj —
DPPH etanolio tirpalo ir méginio tirpalo misinio sugertis, Aj — méginio tirpalo ir etanolio miSinio
sugertis 517 nm bangos ilgyje.

Visi matavimai yra kartojami bent po tris kartus, apskaiCiuojamas vidurkis ir

standartinis nuokrypis.
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2.2.7. Spektroskopiné analizé

Liofilizuoty méginiy (-20 °C temperatiiroje, 74 valandas) FT-IR spektrai buvo
uzraSyti PERKIN-ELMER Frontier spektrometru, naudojant universaly atspindzio (UATR)
prieda. Skenavimo diapazonas 500-3500 cm™, 500 skeny, 4 cm™ skiriamoji geba.

Liofilizuoty méginiy Ramano spektrai uZzraSyti naudojant PERKIN-ELMER
RamanStation 400F spektrometrg. Suzadinimo S$altinis — 100 mW artimosios infraraudonosios

spinduliutés (. = 875 nm) lazeris. Dazniy intervalas 300-3500 cm™, rezoliucija — 2 cm™.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Itarpos kompleksu sintezés salygu optimizavimas

Trikomponentés dalelés gaunamos BC-HCD jtarpos kompleksus dengiant pektinu (9
pav.), todél pirmiausia optimizuojamos [-karoteno (BK) ir 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrino
(HCD) itarpos kompleksy (BK-HCD) sintezés salygos (B-karoteno tirpiklio, sintezés

temperatiiros bei ciklodekstrino koncentracijos vandeniniame tirpale parinkimas).

p.“}_ £ m r.%
A
LN

pektinas f’ v%‘\ o

M @ =@ V% Ba
o o «i&‘?’é’@) ;E_g

-hidroksipropil- B-karotenas jtarpos kompleksas 5 [ PN
E-Eikludekziril:as : SR P I" B‘_‘ 3 _.-

9 pav. Galima trikomponenciy daleliy sintezés schema

Sis etapas reikalingas tam, kad B-karotenas bty kuo efektyviau jkapsuliuojamas j 2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrino molekulés viding ertme.

3.1.1. pB-Karoteno koncentracijos nustatymas jtarpos kompleksuose

Itarpos kompleksy sintezés salygos optimizuojamos remiantis jkapsuliavimo
efektyvumu, t. y. BK koncentracija jtarpos kompleksuose. Tam, kad biity galima nustatyti K
koncentracija jtarpos kompleksuose, pirmiausia kompleksai turi bati suardomi, kad BK pereity j
organine faze, o tada atlickama RP-HPLC analizé. Atlikus literatiros apzvalgg i§ viso iSbandyti 8
ekstrakcijos budai (4 lentel¢). Ardymui naudoti jtarpos kompleksai, gauti j 5 % HCD vandenin;j

tirpalg laSinant acetoninj BK tirpalg ir sinteze atliekant 65 °C temperatiiroje.
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4 lentelé. BK ekstrakcijos budai

\[3 Principas Saltinis
Komplekso vandeninis tirpalas maiSomas su etanoliu ir heksanu
. santykiu 1:2:3, tada miSinys purtomas purtykléje (15 min, 30 °C, (Kaur et al.,
650 rpm), arba veikiamas ultragarsu (10 min) ir purtomas 2016)
purtykléje (60 min, 30 °C, 650 rpm arba 120 min, 30 °C, 650 rpm).
Komplekso vandeninis tirpalas maiSomas su etanoliu ir heksanu (Kaur et al,
2 | santykiu 1:2:3, tada veikiamas ultragarasu (2 min). Ekstrakcija 2016)
kartojama 3 kartus ir fazés apjungiamos.
Komplekso vandeninis tirpalas Sildomas (15 min, 70 °C), tada
3 maiSomas su cikloheksanu santykiu 1:1, maiSomas ir purtomas (3 | (Kim, Seo and
min), o tada veikiamas ultragarsu (2 min). Ekstrakcija kartojama 3 Lim, 2013)
kartus ir fazés apjungiamos.
Komplekso vandeninis tirpalas Sildomas (15 min, 70 °C), tada
4 | maiSomas su cikloheksanu santykiu 1:1 ir maiSomas bei purtomas | (Kim et al., 2013)
(3 min).
Komplekso vandeninis tirpalas maiSomas su dichlormetanu (Lockwood,
5 |santykiu 1:2, tada miSinys maiSomas ir purtomas (1 min) ir O‘malley and
centrifuguojamas (10 min, 1500 rpm). Mosher, 2003)
6 Komplekso vandeninis tirpalas maiSomas su acetonu ir heksanu (Basu and
santykiu 1:2:2. Vecchio, 2001)
Komplekso vandeninis tirpalas maiSomas su dimetilsulfoksidu
. santykiu 1:9, miSinys maiSomas ir purtomas (3 min), pridedamas (Liang et al.,
heksano ir dichlormetano (1:4) miSinys, purtoma purtykléje (10 2013)
min, 25 °C, 650 rpm) ir centrifuguojama (10 min, 3000 rcf).
(De Limo, Silva
Kompleksas tirpinamas acetonitrilo ir etanolio misinyje (1:5), tada Dias, Costa,
8 | veikiama ultragarsu (10 min), centrifuguojama (5 min, 18 °C, 9000 Falcao and de
rpm) ir nusiurbiamas nereikalingas supernatantas. Lima Araujo,
2016)

Didziausia BK koncentracija (t.y. didziausias jkapsuliavimo efektyvumas) nustatyta
jtarpos kompleksuose, kurie suardyti naudojant buda nr. 2 (4 lentelé), todel PK koncentracijos
nustatymui toliau naudojamas Sis BK-HCD suardymo buidas.

Atlikus literatiros apzvalgg pradzioje buvo pasirinktos dvi RP-HPLC sistemos

mobilios fazés — acetonitrilo, dichlormetano ir metanolio (70:20:10) miSinys (Stutz, Bresgen and
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Eckl, 2015) arba acetonitrilo, metanolio, tetrahidrofurano ir vandeninio amonio acetato tirpalo
(20 mmol/L) (68:22:7:1) misinys (Varzakas and Kiokias, 2016). Atlikus gryno bei i§ kompleksy
iSekstrahuoto BK RP-HPLC analiz¢ naudojant abi mobilias fazes ir atsizvelgus | gauty
chromotogramy tiksluma, reikalinga plovimy skaiciy, laika bei kalibraciniy kreiviy tiksluma,
tolimesniems tyrimams pasirinkta naudoti antrg mobilig faze.

Atlikus gryno ir iSekstrahuoto i$ jtarpos kompleksy BK RP-HPLC analize, naudojant
antrg mobilig faze, gautos chromatogramos, kuriose matoma, kad méginiuose esancio PK

sulaikymo laikas bei bendras vaizdas sutampa (10 pav.).
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10 pav. A —gryno BK, B — BK, iSekstrahuoto i$ jtarpos kompleksy, susintetinty naudojant 5 %
HCD tirpalg ir acetoninj BK tirpalg, chromatogramos

Sie rezultatai rodo, kad pavyksta PK ijterpti j 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrino
molekule, efektyviai suardyti gautus kompleksus ir nustatyti K koncentracijg. ISekstrahuoto i$
jtarpos kompleksy BK chromatogramoje iSryskéja antra smailé — remiantis literatira, galima
teigti, kad padaugéja 9-cis-p-karoteno izomero (Gomes, Petito, Costa, Falcao and de Limo
Araujo, 2014; Stutz et al., 2015). Sio izomero gali daugéti tiek dél méginio saly¢io su oru

(oksidacijos), tiek dél pacio kapsuliavimo ar ekstrakcijos proceso.
3.1.2. B-Karoteno tirpiklio ir sintezés temperatiiros parinkimas jtarpos kompleksy
sintezei

Nustacius optimalias BK koncentracijos nustatymo salygas buvo renkamas
tinkamiausias BK tirpiklis ir kompleksy sintezés temperatiira. PK-HCD jtarpos kompleksai

sintetinami ko-nusodinimo metodu, BK tirpalg laSinant j kaitinamg HCD vandeninj tirpalg, todél
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tam, kad vykty efektyvus BK jterpimas | HCD molekulés ertmg, svarbu pasirinkti tinkama tirpiklj
BK tirpinti. Tirpinant BK isbandyti keturi skirtingi tirpikliai — acetonas, dichlormetanas, heksanas
ir etanolis. [tarpos kompleksy sintezei naudotas 5 % HCD vandeninis tirpalas, o procesas atliktas
temperatiirose, aukstesnése nei atitinkamo tirpiklio virimo temperatara. Jtarpos kompleksai, gauti
naudojant skirtingus PBK tirpiklius, suardyti ir nustatyta BK koncentracija vandeniniuose
kompleksy tirpaluose (5 lentelé).

5 lentelé. BK koncentracija BK-HCD, sintezei naudojant skirtingus BK tirpiklius. Jtarpos
kompleksy sintezei naudotas 5 % HCD tirpalas

NI Tirpiklis [-Karoteno tirpumas tirpiklyje, BK koncentracija jtarpos
mg/mL (Craft, 1992) kompleksy tirpale, pg/mL

1 Acetonas 200 0,15095

2 Dichlormetanas 6000 0,00165

3 Heksanas 600 0,00309

4 Etanolis 30 0,00104

RP-HPLC metodu nustatyta, kad didziausia BK koncentracija yra kompleksuose,
gautuose ; HCD tirpalg lasinant acetoninj BK tirpala, todél BK tirpinti pasirinktas $is tirpiklis.

Tada buvo renkama optimali sintezés temperatira. Naudojant tokj kompleksavimo
metoda reikalinga temperatiira, kuriai esant kuo efektyviau biity nugarinamas tirpiklis ir vykty
kompleksacija. Acetono virimo temperatira yra 56 °C, todél kompleksavimas turi bati
atlickamas artimoje temperatiiroje. Bandymas buvo atlieckamas jtarpos kompleksy sintezei
naudojant 5 % HCD koncentracijos vandeninj tirpalg ir kompleksavimo procesg atlickant 65 arba
80 °C temperatiiroje (6 lentele).

6 lentelé. PK koncentracija BK-HCD tirpaluose, sinteze atlickant skirtingose temperatiirose.
Itarpos kompleksy sintezei naudotas 5 % HCD tirpalas ir acetoninis BK tirpalas

Nr. Temperatiira Koncentracija, pg/mL
1 65 °C 0,19422
2 80 °C 0,01581

RP-HPLC metodu nustatyta, kad jtarpos kompleksy sintez¢ atlieckant 65 °C
temperatiiroje BK koncentracija jtarpos kompleksuose yra apie 12 karty didesné, nei sinteze
atliekant 80 °C temperatiiroje. Buvo pastebéta, kad procesa atliekant aukstesnéje temperatiiroje
tirpalo pavirSiuje susidaro PK agregatai — manoma, kad butent dél agregaty susidarymo
kapsuliavimas vyksta ne taip efektyviai. Auksta temperatira gali sukelti K degradacijg, todél

jitarpos kompleksy sintezei buvo pasirinkta naudoti Zemesné temperatiira.

3.1.3. Ciklodekstrino koncentracijos vandeniniame tirpale jtaka jtarpos kompleksy

sintezei

I$ literatiiros zinoma, kad nuo ciklodekstrino koncentracijos priklauso BK tirpumas,
todél jtarpos kompleksy sintezei iSbandytos skirtingos HCD koncentracijos (Singh, 2016).
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Jtarpos kompleksy sintezei naudoti 0,5; 5; 25 arba 50 % koncentracijos vandeniniai HCD

tirpalai. Kompleksy vandeniniy tirpaly UV-Vis spektrai pavaizduoti 11 paveiksle.
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11 pav. BK-HCD, susintetinty naudojant 0,5; 5; 25 arba 50 % HCD tirpalus, UV-Vis spektrai ir
kompleksy vandeniniy tirpaly spalvos

Didziausiu spalvos intensyvumu pasizyméjo jtarpos kompleksai, gauti sintezei
naudojant 25 % HCD tirpalg, o maziausiu — naudojant 0,5 % HCD tirpala. BK-HCD kompleksy
vandeniniai tirpalai laikyti 4 °C temperatiiroje ir stebéti spalvy intensyvumo poky¢iai saugojimo
metu. Per 30 dieny maziausiai kito BK-HCD kompleksy tirpaly, gauty sintezei naudojant 25 arba
50 % HCD tirpalus, spalvos intensyvumas, todél Sios dvi HCD koncentracijos naudotos
tolimesniems tyrimams.

Atrinkus dvi HCD koncentracijas jtarpos kompleksy sintezei, vandeniniai kompleksy
tirpalai saugoti trejose temperatiirose: 4 °C, kambario ir 37 °C temperatiiroje. Po tam tikro laiko
(1, 4, 8, 14 ir 28 dieny) jtarpos kompleksai suardyti, nustatyta BK koncentracija ir apskaiciuotas
santykinis BK stabilumas (12 pav.).
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12 pav. BK, esancio BK-HCD, gautuose naudojant 25 arba 50 % HCD tirpala, santykinis
stabilumas saugojimo metu 4 °C, kambario ir 37 °C temperattroje po 1, 4, 8, 14 ir 28 dieny

B-Karotenas geriau stabilumg islaiké jtarpos kompleksuose, susintetintuose naudojant
25 % HCD tirpala. Temperatiira, kurioje buvo saugomi jtarpos kompleksy vandeniniai tirpalai,
didelés jtakos stabilumui netur¢jo, taciau dél P-karoteno jautrumo temperatiirai bei Sviesai,

tolimesniuose tyrimuose méginiai yra saugomi 4 °C temperatiiroje tamsioje aplinkoje.
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3.1.4. Itarpos kompleksuy charakterizavimas

Norint jsitikinti, kad BK tikrai pavyksta jterpti j 2-hidroksipropil-p-ciklodesktrino
molekulés viding ertme, atlikta Ramano spektroskopiné analizé. Liofilizuoty HCD, gryno BK ir
itarpos kompleksy Ramano spektrai palyginti 13 paveiksle.
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13 pav. HCD (A), gryno BK (B) ir BK-HCD (C) Ramano spektrai’
BK biidingos trys intensyvios absorbcijos juostos ties, 1106 cm™ (C-CHs rysiy virpesiai),
1156 cm™ (C-C rysiy virpesiai) ir 1513 cm™ (C=C rysiy virpesiai) (Tschirner, 2009). Jtarpos
kompleksy Ramano spektruose matoma HCD biidinga absorbcijos juosta ties 1460 cm™, 0o BK
biidinga absorbcijos juosta ties 1513 cm™ jtarpos kompleksy spektre pasislinkusi j ilgyjy bangy
puse (ties 1525 cm™) — §ie rezultatai rodo, kad BK-HCD sintezé vyksta sékmingai.

3.2. Trikomponenciy daleliy tyrimai

Nustacius optimalias jtarpos kompleksy sintezés salygas ir jsitikinus, kad sékmingai
pavyksta susintetinti PK-HCD kompleksus, jie papildomai dengti pla¢iai maisto pramonéje

naudojamu pektinu (14 pav.).

! Uz uzrasytus Ramano spektrus dékoju dr. Tatjanai Krivorotovai
47



HO

14 pav. Pektino molekulé (Raj et al., 2012)

Pektinas — nattiralioje aplinkoje egzistuojantis kompleksinis anijoninis polisacharidas,
sudarytas i§ a-(1,4)-D-galakturoninés ragsties ir metilo esterio radikaly. Esterifikuoty ir
neesterifikuoty galakturoniniy riigsciy santykis nulemia pektino pritaikyma. Pektinas yra
atsparus zemoms pH ir proteziy bei amilaziy skaidymui skrandyje, taciau jautrus pektinazéms
gaubtinéje zarnoje, todé¢l jis visiSkai suskaidomas virSkinamgjame trakte. D¢l Siy savybiy
pektinas naudojamas jvairiy daleliy dengimui, kad biity gautas kontroliuojamas aktyvios
medziagos atpalaidavimas. Taip pat dengimas pektinu papildomai apsaugo jkapsuliuoty
medZziagg nuo oksidacijos ir degradacijos reakcijy (Raj, Rubila, Jayabalan and Ranganathan,
2012).

Jtarpos kompleksai dengiami trijy tipy pektiny (pektino riigsties, Zemo arba auksto
esterifikacijos laipsnio pektino) tirpalais, esant skirtingiems pH (4, 5, 6 arba 7). Atitinkamai
gaunamos trikomponentés BK-HCD-pektino riigSties (RG), BK-HCD-zemo esterifikacijos
laipsnio pektino (ZEL) ir PK-HCD-auksto esterifikacijos laipsnio pektino (AEL) dalelés.
Tyrimams ruosiamos trikomponentés dalelés, kuriy tirpale pektino koncentracija yra pastovi (0,4
mg/mL), o jtarpos kompleksy koncentracija yra 20, 30 arba 50 mg/mL. Tiriama, kokia jtaka
trikomponenciy daleliy dydziui, stabilimui, trikomponentése dalelése esancio PK
antioksidaciniam aktyvumui ir stabilimui (daleles veikiant UV Sviesa arba kar$¢iu) turi dengimui

naudoto pektino tipas, tirpalo pH ir BK-HCD koncentracija galutiniame daleliy tirpale.

3.2.1. Ciklodekstrino koncentracijos jtaka daleliy dydzZiui ir p-karoteno, esancio

trikomponentése dalelése, stabilumui

Norint sumazinti méginiy skaiciy ir nuspresti, kurie jtarpos kompleksai yra tinkamesni
trikomponenciy daleliy sintezei, jtarpos kompleksai, gauti sintezei naudojant 25 arba 50 % HCD
tirpalg, dengti skirtingo pH Zemo esterifikacijos laipsnio pektino tirpalais ir nustatytas gauty
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daleliy dydis bei jose esancio PK stabilumas, veikiant UV S§viesa arba kar$¢iu. ParuoStos
trikomponentés dalelés, kuriose BK-HCD koncentracija yra 20, 30 arba 50 mg/mL.
Dinaminés $viesos sklaidos (DLS) metodu nustatyti gauty trikomponenciy p-karotenu

ikapsuliuoty daleliy dydziai (15 pav.).
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15 pav. Trikomponenciy daleliy, gauty zemo esterifikacijos laipsnio pektino tirpalu (pH 4, 5, 6,
7) dengiant BK-HCD, susintetintus naudojant 25 arba 50 % HCD tirpalus, dydziai. BK-HCD
koncentracija galutiniame tirpale yra 20, 30 arba 50 mg/mL

Didesnés dalelés gautos pektinu dengiant jtarpos kompleksus, kuriy sintezei naudotas
50 % HCD tirpalas. Taip pat pastebéta, kad didesniu dydziu pasizymi dalelés, kuriy tirpale yra
didesné BK-HCD koncentracija. Tuo tarpu zemo esterifikacijos laipsnio pektinu dengiant jtarpos
kompleksus, kuriy sintezei naudotas 25 % HCD tirpalas, didesniu dydziu pasizymi dalelés, kuriy
tirpale yra mazesné BK-HCD koncentracija.

Trikomponentés dalelés, kuriose BK-HCD koncentracija yra 20 mg/mL, taip pat buvo
veikiamos UV 8viesa ir po tam tikro laiko (15, 30, 60, 120, 180 ir 240 minuciy) iSmatuota PK
sugertis 450 nm bangos ilgyje bei apskaiciuotas trikomponentése dalelése esancio K santykinis

stabilumas (16 pav.).
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16 pav. BK, esancio trikomponentése dalelése, gautose Zemo esterifikacijos laipsnio pektino
tirpalu (pH 4, 5, 6, 7) dengiant K-HCD, susintetintus naudojant 25 (mélyna spalva) arba 50 %
(raudona) HCD tirpala, santykinis stabilumas veikiant UV $viesa. BK-HCD koncentracija
galutiniame tirpale yra 20 mg/mL

Gauti rezultatai rodo, kad nepriklausomai nuo dengimui naudojamo pektino tirpalo pH
[B-karotenas yra stabilesnis trikomponentése dalelése, gautose BK-HCD sintezei naudojant 25 %
HCD tirpala. Didziausias skirtumas matomas tada, kai jtarpos kompleksy dengimui naudojamas
Zzemo esterifikacijos laipsnio pektino tirpalas, kurio pH yra 4 — po 3 valandy veikimo UV $viesa
dalelése, gautose jtarpos kompleksy sintezei naudojant 25 % HCD tirpala, B-karoteno santykinis
stabilumas yra apie 5 kartus didesnis nei dalelése, gautose BK-HCD sintezei naudojant 50 %
HCD tirpala.

Tikslas yra gauti kuo mazesnes ir didesniu B-karoteno stabilumu pasiZymincias
trikomponentes daleles, todél, remiantis jtarpos kompleksuose esancio BK santykiniu stabilumu
saugojimo metu (12 pav.), B-karoteno, esancio trikomponentése dalelése, santykiniu stabilumu
veikiant UV S$viesa (16 pav.) ir trikomponenciy daleliy dydziy matavimais (15 pav.),
iSsamesniems trikomponenciy daleliy tyrimams ruoSiamos dalelés, kur jtarpos kompleksy

sintezei naudojamas 25 % HCD tirpalas.
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3.2.2. Trikomponenciy daleliy stabilumas ir charakterizavimas

Norint jsitikinti, kad jtarpos kompleksai sékmingai padengiami pektinu, atliktas
jtarpos kompleksy ir trikomponenciy daleliy, gauty jtarpos kompleksus dengiant pektino
rugstimi, zemo ar auks$to esterifikacijos laipsnio pektinu, kuriy tirpaly pH yra 4 arba 6,
centrifugavimas, naudojant 10 kDa koncentravimo mégintuvélius (12000 rcf, 15 min, 20 °C).
Sékmingo padengimo atveju po centrifugavimo meégintuvelio apacioje BK neturi biiti, nes
trikomponenciy daleliy svoris turi biiti didesnis nei 10 kDa, todél jos turi buti sulaikomos virSuje.
Tuo tarpu jeigu likty pektinu nepadengto komplekso arba laisvo BK, po centrifugavimo jie
pereity 1 mégintuvelio apacia. Po centrifugavimo atlikus virSutiniy ir apatiniy tirpaly ekstrakcija,
uzrasius UV-Vis spektrus ir apskai¢iavus BK koncentracijg paaiskéjo, kad mégintuvélio apacioje
BK néra, vadinasi jtarpos kompleksy dengimas pektinu vyksta sékmingai.

Taip pat norint jrodyti, kad BK-HCD tikrai padengiami pektinu, atlikta Furje
transformacijos infraraudonyjy spinduliy (FT-IR) spektroskopiné analizé. Liofilizuoty jtarpos
kompleksy, trikomponenéiy daleliy, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrino, pektino rugsties ir p-
karoteno FT-IR spektrai palyginti 17 paveiksle.

M
2926

3344

o

=
= 2929
- e
4 3318
£ \,/—\f_
_g c 3385
= 2929
=
=
|
a

T ' T T . 1
3500 3000 1500 1000 500

Bangos skaicius, cm™

17 pav. HCD (A), pektino riigsties (B), liofilizuoty BK-HCD (C), trikomponenciy daleliy (D) ir
BK FT-IR spektrai?

BK FT-IR analizé anksciau atlikta Celik‘o ir jo komandos (17 pav. BK) (Celik, Bekdeser,
Tufan and Apak, 2017). BK FT-IR spektrui biidingos absorbcijos juostos ties 2928 cm™ (C-H
ry$iy virpesiai), 1479 cm™ (C-C rysiy virpesiai), 1381 cm™ (CHs virpesiai) ir 965 cm™ (-

2 Uz uzraSytus FT-IR spektrus dékoju dr. Tatjanai Krivorotovai
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HC=CH- ry8iy virpesiai). PK molekulei budinga konjuguoty C=C rySiy virpesiy didelio
intensyvumo juosta ties 965 cm™ BK-HCD kompleksy bei trikomponenéiy daleliy FT-IR
spektruose neidentifikuota — tai rodo, kad BK jkapsuliuojamas j HCD ertm¢. Kompleksavimasi
taip pat jrodo tai, kad kompleksy ir trikomponenciy daleliy spektruose matomos HCD ir
pektinui biidingos absorbcijos juostos ties 10201021 cm™ (C-O-C rysio virpesiai). Komplekso
ir trikomponenciy daleliy spektruose matomas grynam HCD ir pektinui biidingy absorbcijos
juosty ties 944 ir 948 cm™, 1330 ir 1370 cm™ ir 3318 ir 3334 cm® (O-H rysiy virpesiai)
pasistimimas ] ilgyjy bangy puse. Tiek kompleksy, tiek trikomponenciy daleliy spektruose
absorbcijos juosta ties 2929 cm™ sutampa su PK, HCD ir pektino absorbcijos juotomis, nes
kompleksavimosi metu C-H rysiai yra paveikiami maziausiai.

Trikomponenéiy BK jkapsuliuoty daleliy formavimuisi pagristi taip pat panaudotas
dinaminés $viesos sklaidos (DLS) metodas. Jtarpos kompleksy, trikomponenciy daleliy ir auksto
esterifikacijos laipsnio pektino dydziai palyginti 18 paveiksle. Tyrimui naudotos trikomponentés

dalelés, kurios gautos K-HCD dengiant auksto esterifikacijos laipsnio pektino tirpalu, kurio pH

yra 4.
40

) —— BK-HCD
S 30 , b
0 > %
£ Y 1
S 20 N - = -BK-HCD-
2 N U pektinas
£ 10 N |

} : ---=-- Pektinas

\ Y
0 P USSR % . .
0 100 200 300 400 500
Daleliy spindulys, nm

18 pav. BK-HCD, trikomponenciy daleliy (AEL) ir auksto esterifikacijos laipsnio pektino dydziy
pasiskirstymas. PK-HCD koncentracija galutiniame trikomponenciy daleliy tirpale yra 20
mg/mL

Trikomponenciy B-karotenu jkapsuliuoty daleliy dydis yra mazZesnis nei aukSto
esterifikacijos laipsnio pektino, taciau didesnis nei jtarpos komplekso — tai rodo, kad jtarpos
kompleksai yra sékmingai padengiami pektinu.

Naudojant DLS metoda taip pat nustatyti trikomponenciy daleliy dydziai ir jy
stabilumas, jvertinta, kokig jtakg jy dydZziui turi dengimui naudojamo pektino tipas, pH bei

jtarpos komplekso koncentracija galutiniame tirpale (19 pav.).
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daleliy tirpale yra 20 (A), 30 (B) arba 50 (C) mg/mL
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Visais atvejais

kompleksus dengiant pektino ragstimi. Pektino

dalelés gautos jtarpos

maziausios

tirpaly pH,

¢iy daleliy tirpale jtaka daleliy dydziui

tirpalo pH bei BK-HCD koncentracijos trikomponen

pastebéta tik tuo atveju, kai BK-HCD dengti pektino tirpalais, kuriy pH yra 4. Didziausias

skirtumas matomas jtarpos kompleksus dengiant pektino raigsties tirpalu, kurio pH yra 4 —
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didéjant jtarpos kompleksy koncentracijai galutiniame trikomponenciy daleliy tirpale nuo 20 iki
50 mg/mL, daleliy dydis taip pat didéja (nuo 110 iki 184 nm). Pakartotinai atlikus daleliy dydzio
matavimus po ménesio pastebéta, kad nepriklausomai nuo dengimui naudojamo pektino
esterifikacijos laipsnio bei jtarpos komplekso koncentracijos didziausiu stabilumu pasizymi
dalelés, gautos jtarpos kompleksus dengiant pektiny tirpalais, kuriy pH yra 7.

Taip pat atlikti kg tik paruosty ir ménesj tamsoje 4 °C temperatiroje saugoty
trikomponenciy daleliy tirpaly zeta potencialo matavimai (20 pav.).

pH4 pHS5 pH6 pH7
0 W e e ] 7] o
>
4 o 58] %]
S < s % 58] %]
- -10 ] S ) o
%] 4 e 5] %]
< 4 s 5] %]
- [+, o I ] ] [ =
< 5 [ 45 sl
= 4 % Nk 1) %]
o -20 <) bl 1) %)
< ] [t [ ’,"‘
) %]
o) 5%
o -30 §
©
)
(5]
N -40
-50
BRG EBERG mén BMZEL EZEL mén ®mAEL & AEL mén

20 pav. Trikomponenc¢iy BK jkapsuliuoty daleliy, gauty BK-HCD dengiant pektiny tirpalais (pH
4,5, 6, 7), zeta potencialai pradinio matavimo metu ir po ménesio. BK-HCD koncentracija
galutiniame trikomponenciy daleliy tirpale yra 20 mg/mL

Dél jtarpos kompleksy ir pektino kompleksavimosi, kurio metu mazéja pavirSiuje
esanCiy laisvy neigiamy kriviy, trikomponenciy daleliy zeta potencialai yra teigiamesni nei
laisvo pektino, pavyzdziui, pH 4 pektino riigsties, zemo ir auksto esterifikacijos laipsnio pektiny
zeta potencialai atitinkamai yra -36,5; -34,4 ir -37,7, o trikomponenéiy daleliy, gauty jtarpos
kompleksus dengiant Siais pektinais, atitinkamai -21,5; -18,4 ir -23,3. Teigiamiausiu bei
maziausiai kintanCiu zeta potencialu pasizyméjo méginiai Su trikomponentémis dalelémis,

gautomis jtarpos kompleksus dengiant pektiny tirpalais, kuriy pH yra 4.

3.2.3. Veikimas ultravioletine $viesa

Norint palyginti B-karoteno, esancio trikomponentése dalelése ir jtarpos kompleksuose
stabilumg, méginiai buvo veikiami UV S§viesa ir po tam tikro laiko (15, 30, 60, 120 ir 180
minuciy) UV-Vis metodu iSmatuota sugertis 450 nm bangos ilgyje ir apskaiCiuotas -karoteno
santykinis stabilumas (21 pav.). Kompleksai dengti skirtingo tipo pektinais, kuriy tirpaly pH yra
6.
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trikomponentése dalelése, gautose BK-HCD dengiant skirtingo tipo ir pH (4,

5, 6, 7) pektino tirpalais, santykinis stabilumas, daleles veikiant UV §viesa. BK-HCD

, esancio

22 pav. BK

koncentracija galutiniame tirpale yra 20 (A), 30 (B) arba 50 (C) mg/mL

Gauti rezultatai rodo, kad BK, esantis trikomponentése dalelése, kuriy tirpale BK-HCD

Sviesai nei dalelése, kuriy tirpale BK-HCD

yra atsparesnis UV

7esne,

koncentracija ma

koncentracija yra didesné. UV Sviesa veikiamose trikomponentése dalelése, kuriose jtarpos

kompleksy koncentracija yra 50 mg/mL, esan¢io BK stabilimui pektiny tirpaly pH neturi — Siuos

rezultatus patvirtino ir atlikta ANOVA analizé (p > 0,05). Tuo tarpu dalelése, kuriose jtarpos

karotenas geriau stabilumg iSlaiko tada, kai

kompleksy koncentracija yra 20 ir 30 mg/mL, B-

kompleksai dengiami pektiny tirpalais, kuriy pH atitinkamai yra 5 ir 4. I$ literatiros

jtarpos

, kad Zemesnio esterifikacijos laipsnio pektinai yra grei¢iau degraduojami nei aukstesnio

v

Zinoma

(Raj et al., 2012). Gauti rezultatai rodo, kad visais atvejais B-karotenas stabilumg maziau islaiko
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timi, o daugumoje atvejy geriausiai

rags

dalelése, gautose jtarpos kompleksus dengiant pektino

iSlaiko dalelése, gautose jtarpos kompleksus dengiant auksto esterifikacijos laipsnio pektinu (7 i$

12 atvejy, kitais — zemo esterifikacijos laipsnio pektinuy).

3.2.4. Terminis poveikis

Nustatyta dengimui naudojamo pektino tipo, pH ir jtarpos komplekso koncentracijos

galutiniame tirpale jtaka BK, esancio trikomponentése dalelése, kurios veikiamos 60 ir 95 °C

temperatira, stabilumui (23 ir 24 pav.).
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23 pav. BK, esancio trikomponentése dalelése, gautose BK-HCD dengiant skirtingo tipo ir pH (4,
5, 6, 7) pektino tirpalais, santykinis stabilumas, daleles veikiant 60 °C temperatira. BK-HCD
koncentracija galutiniame tirpale yra 20 (A), 30 (B) arba 50 (C) mg/mL

Pektino tipo, pH bei BK-HCD koncentracijos jtaka BK, esan¢io trikomponentése
dalelése, kurios veikiamos 60 ir 95 °C temperatiira, santykiniam stabilumui yra panasi kaip ir
UV poveikio atveju. Gauti rezultatai rodo, kad BK-HCD koncentracija trikomponentése dalelése,
kurios veikiamos 60 °C temperatiira, neturi reiskmingos jtakos dalelése esancio BK stabilumui —
Siuos rezultatus patvirtino ir atlikta ANOVA analizé (p > 0,05). Dengimui naudojamy pektiny
tirpaly pH jtaka BK, esancio trikomponentése dalelése, kuriy tirpale jtarpos kompleksy
koncentracija yra 50 mg/mL ir kurios yra veikiamos 60 °C temperatiira, stabilumui nepastebéta,
tuo tarpu dalelése, kuriose jtarpos kompleksy koncentracija yra 20 ir 30 mg/mL, B-karotenas
geriau stabilumg islaiko, kai jtarpos kompleksai dengiami pektiny tirplais, kuriy pH atitinkamai
yra 5 ir 4. Gauti rezultatai rodo, kad visais atvejais Pf-karotenas stabilumg maziausiai iSlaiko
dalelése, gautose jtarpos kompleksus dengiant pektino rtgstimi, o daugumoje atvejy geriausiai
iSlaiko dalelése, gautose jtarpos kompleksus dengiant auksto esterifikacijos laipsnio pektinu (10

1§ 12 atvejy, kitais — Zemo esterifikacijos laipsnio pektinu).
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v

, esancio
koncentracija galutiniame tirpale yra 20 (A), 30 (B) arba 50 (C) mg/mL

7) pektino tirpalais, santykinis stabilumas, daleles veikiant 95 °C temperat

24 pav. BK
5,6
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Gauti rezultatai rodo, kad BK, esantis trikomponentése dalelése, kuriy tirpale BK-HCD
koncentracija yra mazesné, yra Siek tiek atsparesnis 95 °C temperatiirai nei dalelése, kuriy tirpale
BK-HCD koncentracija yra didesné. Trikomponentése dalelése, kurios veikiamos 95 °C
temperatiira, esan¢io PK stabilumui jtarpos kompleksy dengimui naudoto pektino pH
reikSmingos jtakos neturi — §iuos rezultatus patvirtino ir atlikta ANOVA analizé (p > 0,05). Gauti
rezultatai rodo, kad visais atvejais [-karotenas stabilumg maziausiai iSlaiko dalelése, gautose
jtarpos kompleksus dengiant pektino riigstimi, o geriausiai iSlaiko dalelése, gautose jtarpos

kompleksus dengiant zemo arba auksto esterifikacijos laipsnio pektinu.

3.3. Antioksidacinio aktyvumo tyrimai

Dél savo labai reaktyvios elektronais praturtintos konjuguoty dvigubyjy rysiy sistemos
B-karotenas pasizymi antioksidacinémis savybémis - gali veikti kaip laisvyjy peroksilo radikaly
arba vienetinio molekulinio deguonies gaudyklé. Antioksidaciniam aktyvumui nustatyti
naudojamas 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH) laisvojo radikalo metodas. Antioksidacinio
aktyvumo tyrimams atlikti naudotos trikomponentés dalelés, kuriose jtarpos kompleksy
koncentracija yra 50 mg/mL.

Pirmiausia atlikti tyrimai norint nustatyti laika, reikalingg PBK, esanciam
trikomponentése dalelése pasiekti maksimaly antioksidacinj aktyvumg. Tyrimui naudotos
dalelés, gautos jtarpos kompleksus dengiant skirtingo pH zemo esterifikacijos laipsnio pektino
tirpalais. Po tam tikro laiko (po 5, 10, 15, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 180, 240, 300 minuciy
ir 24 valandy) iSmatuotos trikomponenéiy daleliy vandeniniy tirpaly sugertys 517 nm bangos
ilgyje ir apskai¢iuotas antioksidacinis aktyvumas. Maksimaly antioksidacinj aktyvumg BK
pasieké po 300 minuciy, todél Sis laikas pasirinktas tolimesniems antioksidacinio aktyvumo
tyrimams.

Taip pat buvo tiriama ar trikomponentése dalelése esancio BK antioksidaciniam
aktyvumui jtakos turi jtarpos kompleksy dengimui naudojamy pektiny tirpaly pH (25 pav.).
Tyrimui naudotos dalelés, kurios gautos jtarpos kompleksy dengiant skirtingo pH Zemo
esterifikacijos laipsnio pektino tirpalais.
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25 pav. BK, esancio trikomponentése dalelése (ZEL), gautose PK-HCD dengiant skirtingo pH (4,
5, 6, 7) pektino tirpalais, antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo trikomponenciy daleliy
koncentracijos tiriamajame tirpale

Gauti rezultatai rodo, kad pektino tirpaly pH jtakos [-karoteno, esancio
trikomponentése dalelése, antioksidaciniam aktyvumui neturi. Remiantis Siais ir anks¢iau gautais
B-karoteno santykinio stabilumo rezultatais, tolimesni antioksidacinio aktyvumo tyrimai
atliekami su trikomponentémis dalelémis, Kurios gaunamos jtarpos kompleksus dengiant
skirtingais pektinais, kuriy tirpaly pH yra 4.

Tada atlikti tyrimai, kuriy metu nustatyta p-karoteno, esancio trikomponentése
dalelése ir jtarpos kompleksuose, antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo trikomponenciy

daleliy arba jtarpos kompleksy koncentracijos tiriamajame tirpale (26 pav.).
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26 pav. BK, esancio trikomponentése dalelése, gautose PK-HCD dengiant skirtingo tipo pektino
tirpalais (pH 4), arba BK-HCD kompleksuose, antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo
tiksliniy daleliy koncentracijos tiriamajame tirpale

Trikomponentése dalelése, gautose BK-HCD dengimui naudojant Zemo esterifikacijos

laipsnio pekting, esantis BK pasizymi Siek tiek geresniu stabilumu nei dalelése, gautose jtarpos
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kompleksus dengiant pektino rugstimi arba auksto esterifikacijos laipsnio pektinu. Taip pat
pastebéta, kad jtarpos kompleksuose esantis BK pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei
trikomponentése dalelése — esant didziausiai (50 mg/mL) daleliy koncentracijai tirpale,
kompleksuose esantis BK pasizymi net apie 15-19 % didesniu antioksidaciniu aktyvumu, nei
esantis trikomponentése dalelése. Trikomponentése dalelése esantis PK pasizymi mazesniu
antioksidaciniu aktyvumu dél to, kad jtarpos kompleksus papildomai dengiant pektinu, sumazéja
BK galimybé sgveikauti su laisvaisiais radikalais.

Taip pat atlikti tyrimai, kuriy metu nustatytas B-karoteno, esancio trikomponentése

dalelése ir jtarpos kompleksuose, antioksidacinio aktyvumo kitimas daleliy saugojimo metu (27

pav.).
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27 pav. BK, esancio trikomponentése dalelése, gautose PK-HCD dengiant skirtingo tipo pektino
tirpalais (pH 4), arba BK-HCD kompleksuose, antioksidacinio aktyvumo kitimas saugojimo metu

Nustatyta, kad antioksidacinis aktyvumas labiausiai sumaz&jo po 1 savaités saugojimo
— B-karotenas, esantis trikomponentése dalelése, praranda apie 8,9-10,9 % aktyvumo, o esantis
jtarpos kompleksuose — net 27,7 % aktyvumo. Per kitas tris savaites [B-karoteno, esancio
trikomponentése dalelése, antioksidacinis aktyvumas sumazéja tik 1,1-4,0 %, 0 jtarpos
kompleksuose — dar 155 %. Tai rodo, kad jtarpos kompleksus dengiant pektinu,
trikomponentése dalelése esantis B-karotenas papildomai apsaugomas nuo zalingos aplinkos,

todél jis geriau iSlaiko savo antioksidacinj aktyvuma ir kitas naudingas savybes.

3.4. Spalvos matavimai

Naudojant rankinj spektrofotometra iSmatuoti sausy jtarpos kompleksy ir
trikomponenciy pB-karotenu jkapsuliuoty daleliy, gauty jtarpos kompleksus dengiant pektino

tirpalais, kuriy pH yra 4, L*, a* ir b* spalvy parametrai. Nustatytos reikSmés panaudotos
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apskaiciuoti spalvos prisotinimui (C) ir bendram spalvy skirtumui (AE*) bei jvertinti poky¢ius

saugojimo metu (28 pav.).
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28 pav. Trikomponenciy daleliy, gauty BK-HCD dengiant skirtingo tipo pektino tirpalais (pH 4),
arba BK-HCD kompleksy spalvos prisotinimo ir spalvy skirtumo Kitimas saugojimo metu

Trikomponenéiy daleliy, gauty jtarpos kompleksus dengiant pektino riig§timi, zemo
arba auksto esterifikacijos laipsnio pektinu, bei jtarpos kompleksy milteliy spalvos prisotinimas
(C*) per 4 savaites sumaz¢jo atitinkamai 9,6; 14,7; 11,5 ir 14,9 vienetais, o dar po 2 savaiéiy —
2,2; 2,7; 7,0 ir 7,3 vienetais. Spalvos prisotinimo vertés mazéjimas rodo, kad méginiai praranda
spalvos rySkuma — per 6 savaites labiausiai spalvos rySkumas sumazéjo jtarpos kompleksy
méginiuose (22,1 vienetais). MazZesnis spalvos prisotinimo pokytis matomas trikomponenciy
daleliy, kurios gauti jtarpos kompleksus dengiant pektino rtgstimi (11,8 vienetais), zemo (17,4)
arba auksto esterifikacijos laipsnio (18,5) pektinu, méginiuose.

Esminiy skirtumy tarp jtarpos kompleksy ir trikomponenciy daleliy spalvy skirtumo
(AE*) rezultatuose néra, taciau tarp 0 ir 6 savaités kiek didesnis spalvy skirtumas matomas
itarpos kompleksy méginiuose.

Apibendrinant galima teigti, kad siekiant gauti stabilesnes ir mazesniu dydziu
pasizymincias trikomponentes PBK ikapsuliuotas daleles itarpos kompleksus reikéty dengti
pektino ragsties tirpalu, kurio pH yra 7. Tuo tarpu norint gauti didesniu BK stabilumu
pasizymincias daleles, jtarpos kompleksus reikéty dengti auksto esterifikacijos laipsnio pektino
tirpalu, kurio pH yra 4. Atlikti tyrimai taip pat rodo, kad jtarpos kompleksus papildomai dengiant
pektinu pagerinama BK apsauga nuo aplinkos poveikio (UV §viesos, karscio) ir antioksidacinio

aktyvumo i§laikymas saugojimo metu.
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1)

2)

3)

4)

ISVADOS

Pirmg karta susintetintos ir iStirtos vandenyje tirpios trikomponentés [3-karoteno-2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrino-pektino nanodalelés, kurios skiriasi jtarpos kompleksy
koncentracija bei jtarpos kompleksy dengimui naudoto pektino tipu ir tirpalo pH.
Nustatyta, kad maziausio dydzio buvo tos trikomponentés dalelés, kurios gautos jtarpos
kompleksus dengiant pektino riigsties tirpalu, kurio pH yra 7. DidZiausiu stabilumu,
nepriklausomai nuo pektino tipo ir kompleksy koncentracijos, pasizyméjo tos dalelés,
kurios gautos jtarpos kompleksus dengiant pektiny tirpalais, kuriy pH yra 7. ReikSminga
itarpos kompleksy koncentracijos jtaka daleliy dydziui nenustatyta.

Visais atvejais mazesniu stabilumu (veikiant UV S$viesa arba kar$Ciu) pasizyméjo f-
karotenas, esantis trikomponentése dalelése, gautose jtarpos kompleksus dengiant pektino
rigstimi. Pastebéta, kad tam tikrais atvejais -karotenas didesniu stabilumu pasizyméjo
dalelése, gautose jtarpos kompleksus dengiant pektiny tirpalais, kuriy pH yra mazesnis (4—
5), ir kuriose yra mazesné jtarpos kompleksy koncentracija.

Atlikus antioksidacinio aktyvumo ir UV §viesos poveikio tyrimus bei spalvos matavimus
matoma, kad jtarpos kompleksus papildomai dengiant pektinu yra pagerinami [3-karoteno

stabilumo ir antioksidacinio aktyvumo iSlaikymo rezultatai.
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