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SANTRUMPOS

a — gardelés parametras

2D-H, — dvimacio periodiSkumo atvirkstin¢ heksagonine faze
3D-H, — trimacio periodiSkumo atvirkstiné heksagoniné fazé
ACN - acetonitrilas

AcOH - acto ruigstis

AR — aptikimo riba

APCI — atmosferos slégio cheminé jonizacija (angl. term.)
C8 — oktasilikagelis

C18 — oktadecilsilikagelis

d — tarpplokstuminis kartotinis atstumas

DGMO - diglicerolio monooleatas

DPPH’ - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas

ESCh — efektyvioji skys€iy chromatografija

EtOH — etanolis

Fd3m — atvirk§¢iy miceliy kubiné fazés erdviné grupé

GDO - glicerolio dioleatas

GME - glicerolio monooleato eteris

GMO-50 — glicerolio monooleatas

KDE - kietafaz¢ disperguojamoji ekstrakcija

Krio-TEM - kriogeniné transmisiné elektroniné mikroskopija
L, — atvirks$tiniy miceliy fazé

LSK — lipidy skystakristalis

LSKN - lipidy skystakristalés nanodalelés

L, — skystyju kristaly lameliné fazé

MeOH — metanolis

MS — masiy spektrometrija

NR — nustatymo riba

P63;/mmc — 3D heksagoninés fazés erdviné grupé



P80 — Polioksitileno (20) sorbitano monooleatas, Polisorbatas 80,
stabilizuojantis agentas, emulsiklis

PC — fosfatidilcholinas

PDA - skenuojantis fotodiodinés matricos detektorius

PPM — paliudyta pamatiné¢ medziaga

SAXD — mazojo kampo rentgeno spinduliy difrakcija

SCh — skys¢iu chromatografija

SK — skystasis kristalas, skystakristalis

SSN — santykinis standartinis nuokrypis

SPC — sojos fosfatidilcholinas

TE — Trolokso ekvivalentai

TEAC — Troloksui ekvivalentiSka antioksidantiné galia (angl. Trolox
equivalent antioxidant capacity)

Troloksas — (£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetra-metilchroman-2-karboksi riigstis
V- besitesianti atvirkstiné kubiné fazé

q — sklaidos vektorius

QU — kvercetinas (angl. Quercetin)

3FR — III frakcijos flavonoidai

4FR -1V frakcijos flavonoidai



IVADAS

Pastaruoju metu spanguolés kelia vis didesni visuomenés susidoméjima
kaip funkcinis maistas, skirtas sveikatos gerinimui. Siose uogose gausiai
kaupiasi flavonoidai, kurie labiausiai Zinomi kaip gamtiniai antioksidantai,
gebantys Zmogaus organizme suri$ti laisvuosius radikalus. Bioaktyvis
flavonoidai  taip  pat  pasizymi  prieSvézinémis,  antivirusinémis,
prieSuzdegiminémis savybémis, stabdo sen¢jimo procesus organizme. Kadangi
Sie junginiai yra paveikis iSoriniams faktoriams (deguonis, UV-spinduliuote,
temperatira, vanduo ir pan.), vartojant kaip funkcini maista ar nutraceutikus,
gali neturéti laukto teigiamo poveikio sveikatai. Todél Siuo metu svarbu ne tik
sukurti ir pritaikyti naujus analizés metodus augalinés kilmés medicininiams
preparatams tirti ir kontroliuoti, bet taip pat sukurti naujas stabilias pernasos
sistemas, kurios tarnauty kaip tikslinés medziagos nesikliai.

Siuo poziiiriu, nanoporétos lipidu skystakristalés fazés pasizymi dideliu
vidiniu pavirSiaus plotu ir tarnauja kaip matrica patalpinimui, apsaugai ir
reikiamam medziagos atpalaidavimui. PernaSos sistemy, sukurty lipidu
pagrindu, pagrindiné funkcija yra didinti transportuojamy biologiskai aktyviy
medziagy biologini prieinamuma. Tuo paciu lipidy savitvarkis nesiklis gali
maksimaliai padidinti veikliosios medziagos tirpuma, stabdyti agregacija ir
kristalizacija, uztikrinti ilgalaike iterpto junginio apsauga nuo degradacijos.

Darbas pagristas biologiskai aktyviy junginiy analiziniy charakteristiky
tyrimu, ju elgsenos lipidinése skystakristalése fazése jvertinimu bei potencialiu
pritaikymu biosistemy neSikliu maisto, kosmetikos ir (ar) farmacijos
pramong¢je. Atsizvelgus 1 tai, suformuluotas pagrindinis Sio darbo tikslas bei
darbo uZdaviniai Siam tikslui jgyvendinti.

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimy tikslas —
iSsamiai i8tirti ir pritaikyti kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos ir
efektyviosios skysCiy chromatografijos-masiy spektrometrijos metodus
flavonoliy nustatymui spanguolése ir ju produktuose. Taip pat lipidy
skystakristaliy sistemy, suformuoty sojos fosfatidilcholino (SPC), glicerolio



dioleato (GDO) ir vandens pagrindu, su iterptais mazamolekuliniais

biojunginiais — flavonoidais struktiiriniy savybiy ir cheminio stabilumo

tyrimai.

Darbo uzdaviniai:

1.

Optimizuoti flavonoliy (miricetino, kvercetino ir kaempferolio)

atskyrima ir identifikavima ESCh-MS metodu salygas.

. Istirti ir optimizuoti KDE metoda flavonoliy iSskyrimui 18

liofilizuoty nattiraliy spanguoliy milteliy.

. Ivertinti KDE-ESCh metodo analizines charakteristikas ir pritaikyti

naujas sistemas realiy méginiy analizei.

. Ivertinti ivairiy lipidy miSiniy tirpinamaja geba modeliniam

junginiui — flavonoliui kvercetinui ir KDE metodu iSskirtiems

nattraliems spanguoliy ekstraktams.

. Nustatyti modelinio junginio — kvercetino ir spanguoliy ekstrakte

esanCiy flavonoidy poveiki pilnai hidratuoty lipidy SPC/GDO

skystakristaliy sistemy faziy virsmams.

. Istirti kvercetino ir spanguoliy ekstrakte esanciy flavonoidy itaka

disperguoty lipidyu SPC/GDO skystakristaliy faziy nanodaleliy

dydZiui ir jy stabilumui.

. I8tirti iterpto kvercetino chemini stabiluma trijose lipidu SPC/GDO

pagrindu sukurtose sistemose (pirmtakuose, SK fazése ir

disperguotose LSK nanodalelése).

. Palyginti antioksidacini aktyvuma skirtingose lipidinése pernasos

sistemose su jterptais flavonoidais.

Ginamieji teiginiai

1.

Flavonoliy ekstrakcijos procedura i§ augalinés kilmés matricos KDE
metodu yra greitesné, efektyvesné ir paprastesné uz iki Siol taikytus

skystafazes ir kietafazés ekstrakcijos metodus.
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2. Pritaikytas KDE metodas leidzia atlikti greitesni flavonoidy
chromatografini atskyrima ir (ar) kiekybing analizg.

3. [ lipidy savitvarkes skystakristales sistemas galima iterpti didelius
kiekius flavonoidy.

4. Lipidu savitvarkés skystakristalés sistemos apsaugo bioaktyvias

medziagas nuo degradacijos.
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1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 Fenoliniai junginiai

1.1.1 Funkcinis maistas ir nutraceutikai

Ilga laika augalinés kilmés produktus Zzmogus naudojo kaip profilakting
priemong nuo jvairiy ligy. Hipokratas (460-370 pr. m. e.) yra pasakes: ,,Leisk
maistui tapti vaistu ir vaistas taps maistu® (angl. ,,Let food the medicine and
medicine be the food“). Prie§ 20 mety pradétas naudoti terminas
,hutraceutikai®, siekiant apibiidinti sasaja tarp maisto ir vaistiniy preparatuy,
kurie turi teigiama poveiki Zmogaus sveikatai [1]. Mokslinéje aplinkoje
pastaruoju metu smarkiai iSaugo publikaciju skaiCius, kuriose pateikiami
tvairlis tyrimai, susij¢ su funkciniu maistu ir nutraceutikais [2]. Jie abu
priskiriami prie sveikatinimosi produkty. Juose esantys biologiskai aktyvis
junginiai didina atsparuma susirgimams bei gerina daugeli Zmogaus organizmo
fiziologiniy procesy. Tarp nutraceutiky ir funkcinio maisto néra aiskios ribos, o
pagrindinis skirtumas yra tik forma, kuria jie vartojami. Kai fitochemininiai
junginiai yra jtraukiami | mityba ir vartojami kaip maisto produktai — tuomet
tai laitkoma funkciniu maistu, o jei pateikiami maisto papildy forma
(kapsulémis, piliulémis, tabletémis ir pn.) — nutraceutikais [3]. Pasteb¢jus, kad
kai kurie augalinés kilmés maisto produktai sumazina létiniy ligy rizika,
nustatyta, jog tai susij¢ su tuose produktuose esanciais antriniais metabolitais
(fitocheminiais junginiais). Nepaisant to, kad Sie metabolitai néra tokie
biologiskai aktyviis kaip farmaciniai vaistai, vartojant juos reguliarai ir gausiai
(kaip mitybos daly), pastebétas ilgalaikis fiziologinis poveikis. Yra visa eilé
biologiniy mechanizmy, kuriy déka nutraceutikai itakoja patofiziologinius
mechanizmus [3]. Sie produktai yra gerokai saugesni ir turi maZzesnj $alutinj
poveiki, nei daugelis sintetiniy medikamenty, be to jie yra gerai toleruojami.
Taciau daznai yra brangs, néra vykdoma farmacijos lygio gamybos kontrolé ir
kartais gali biiti net neveiksmingi ar net pavojingi sveikatai.

Dar viena problema, su kuria susiduria nutraceutiky gamintojai yra tai,

kad veikliosios medziagos cheminé sudétis ir kiekis augaluose priklauso nuo
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klimato, mety laiko, temperatiiros, drégmeés ir kity iSoriniy faktoriu. Augalinés
zaliavos surinkimas, identifikavimas ir joje esanciy junginiy kokybiné ir
kiekybiné¢ kontrolé yra esminiai faktoriai, uZztikrinantys sauguy ir efektyvy
nutraceutiky vartojima. Pazangiy analiziniy metody pritaikymas nutraceutiky
tyrimuose yra bitinas. Tai taip pat svarbu naujy nutraceutiky identifikavimui,
juose esanciy junginiy cheminés struktiiros ir biologinio aktyvumo nustatymui,
kiekybinei junginiy analizei pradinéje zaliavoje, produkto gamybos eigoje ir
galutiniame produkte.

Turint omenyje Siuos paminétus aspektus, aptarsime bioaktyviems
junginiams priklausanc¢ios fenoliniy junginiy Seimos savybes, ekstrakcijos ir
nustatymo metodus augalinése matricose, didziausia démesi skiriant

flavonoidams, kurie gausiai kaupiasi spanguolése.

1.1.2 Flavonoidai

Fenoliniy junginiy klas¢ apima daugiau kaip 5000 junginiy, kurie
skirstomi i 12 poklasiy. Sie junginiai susidaro darzovése, vaisiuose, grybuose ir
kai kuriose bakterijose, kaip vykstan¢iy biocheminiy procesy antriniai
metabolitai. Vieni 1§ ju yra svarbiis augaly fiziologinéms funkcijoms, kiti
naudojami savisaugai stresinése situacijose, taip pat privilioti ar apsiginti nuo
kity organizmy [4]. Maiste Sie junginiai veikia kaip pigmentai, antioksidantai,
skonio/aromato pirmtakai [4, 5]. Siomis dienomis jie siejami su dietinémis
savybémis, nuo kuriy mazéja cukraus kiekis kraujuje, krinta kiino svoris [6],
taip pat pasiZzymi prieSveéZinémis [7, 8], antitrombogeninémis [9, 10],
prieSuzdegiminémis savybémis, stabdo senéjimo procesus organizme [11].
Taciau pagrindiné ir svarbiausia fenoliniy junginiy funkcija isSlieka ju
antioksidacinés savybés.

Pagrindinis skirtumas tarp bioaktyviy fenoliniy junginiy, kurie gali veikti
kaip nutraceutikai, ir kity fenoliniy junginiy, nepasizyminciy bioaktyvumu, yra
ju metaboliniai keliai. Pirmieji junginiai susidaro dviem biidais: Sikimato

rugsties budu (septyniy zingsniy sintez€) ir (arba) acetato/malonato sintezés
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biidu [12]. Dazniausiai fenoliniai junginiai susijungia tarpusavyje arba
prisijungia glikozidus. Fenolinius junginius paprastai galima suskirstyti i Sias 4
grupes [4]: 1) benzendioliai (paprasCiausios struktiiros, kuriy pagrindas yra
hidroksifenolis); 2) fenolinés rtigstys (gaunamos i§ benzoinés (C6-C1) arba
cinamono (C6-C3) riigsciy, kai fenolinés riigStys susijungia i ilgus polimerus);
3) kumarinai (ju struktiiros pagrinda sudaro 2H-1-benzopiran-2-onas); 4)
flavonoidai (ju struktiiros pagrinda sudaro 2-fenilbenzo-y-pirono ziedas (C6-
C3-Co)).
Flavonoidy klasifikacija, funkcijos, teigiamos savybés

Flavonoidai yra gausiausia fenoliniy junginiy grupé. Siuos junginius
sudaro 15 anglies atomuy, iSsidésciusiy C6-C3-C6 struktiira. Flavonoidai
skirtomi 1 tris dideles klases: chalkony, aurony ir flavonoidy [13, 14].
Kiekvienu atveju du benzeno Ziedai yra sujungti trijy anglies atomy grupe. Sis
C3 grupés iSsidéstymas ir nulemia, kaip junginiai yra klasifikuojami (1.1
lentelé).

Flavonoidy poklasiy junginius sudaro SeSianariy heterociklas: du
aromatiniai ziedai A ir B yra sujungti trimis anglies atomais, kurie daznai

sudaro deguonimi prisotinta heterocikla C (pirano arba pirono darinys) (1.1

pav.).

3
27 N4

| B
7 2 0 Z

c 2 6

6 3
5 4

1.1 pav. Bendra flavonoidy struktirinée formulé [14]

Pagal tai, ar yra ketono grupé C ziedo 4 padétyje, ar yra dvigubas rySys
tarp 2 ir 3 anglies atomy, ar 3 padétyje yra prijungta hidroksi grupé ir
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priklausomai nuo hidroksi grupiy iSsidéstymo ir ju skai¢iaus B ziede,

flavonoidai skirstomi i atskirus poklasius (1.1 lentelé).

1.1 lentelé. Flavonoidy klasiy ir poklasiy pavadinimai ir jiems biidinga bendra
cheminé struktiira [14].

Pavadinimas Struktira Pavadinimas Struktira
Flavonas ED Flavanonas - (3
Flavonolis O:‘F‘G Flavanolis . :
Dihidroflavonolis Leukoantocianidinai
(flavanonolis) (flavandiolis)
(o] . OoH
Izoflavonoidas % Antocianidinas E 3
Biflavonoidas
Proantocianidinas
(kondensuoti
taninai)
Auronai
Chalkonai

: . : Dihidrochalkonai WD
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Gamtoje flavonoidai daznai yra randami glikozidy pavidalu (tokia ju
forma yra atsparesné laisvyjuy radikaly poveikiui). Cukriné dalis sudaryta i$
heksoziu: gliukozés, galaktozés, ksilozés ar arabinozés, arba disacharidy.

Flavonoidy esama visose augaly dalyse, bet gausiausiai ju sukaupiama
zieduose, lapuose, vaisiuose. Biitent Sie biologiSkai aktyviis junginiai atlieka
apsaugines funkcijas stresinése situacijose (pvz., sausros metas, UV
spinduliuoté), veikia kaip priviliojimo ar atgrasymo priemoné. Apskritai,
flavonoidai atlieka svarby vaidmeni didinant augalo atsparuma [15].

Sie fenoliniai junginiai labiausiai Zinomi kaip gamtiniai antioksidantai [4,
16-18]. Jie Zmogaus organizme geba tiesiogiai suriSti laisvuosius radikalus,
tokiu biudu apsaugodami ji nuo Zalingo radikaly poveikio. Be stipriy
antioksidaciniy savybiy, flavonoidai taip pat pasiZymi prieSuzdegiminiu [11],
priesvéziniu [7, 8, 16], antitrombogeniniu [9, 10], antivirusiniu, priesgrybeliniu

ir antibakteriniu [19, 20] poveikiu.

1.1.3 Spanguolés — natiralus flavonoidy Saltinis

Spanguolé — klasifikacija, morfologiniai pozymiai ir paplitimas

Spanguolé (lot. Oxycoccus) — Silauogiu (Vaccinium) genties, erikiniy
(Ericaceae) Seimos atstovas. Tai daugiametis, viszalis, Sliauziantis pazeme
kriimoksnio ar vijoklio tipo (iki 2 metry ilgio ir nuo 5 iki 20 cm aukscio)
augalas. Stiebai — ploni, pusiau sumedéje, lapai — smulkis, mazi, ovaliniai,
trumpakociai. Mazi rausvi ziedai iSauga ant koteliy. Vaisiai — rutuliSkos, i$
pradziy gelsvos, prinokus — intensyvios raudonos spalvos uogos (1.2 pav.). Yra
skiriamos keturios S$iy uogu rasys: smulkiauogé spanguolé (Oxycoccus
microcarpus), stambiauogé spanguolé (Oxycoccus macrocarpus, auganti
Siaurés Amerikoje, §iauringje dalyje, pelkése; taip pat auginama ir Lietuvoje),
Hagerupo spanguolé (Oxycoccus gigas Hagerup, retai sutinkama ir mazai
istirta) ir paprastoji spanguolé (Oxycoccus palustis, auga Euroazijoje ir Siaurés
Amerikoje Salto ir vidutinio Saltumo klimato zonose, taip pat ir Lietuvoje,

pelkése ir supelkéjusiuose miskuose) [21].
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1.2 pav. Paprastosios spanguolés (Oxycoccus palustis) Ziedai ir vaisiai [22,
23]
Spanguoliy kaupiamos biologiskai aktyvios medZiagos

IS daugelio uogy spanguolé¢ iSsiskiria savo gydomosiomis savybémis. Tai
siejama su tuo, kad Siose uogose sukaupiamas didelis kiekis fenoliniy junginiy,
o0 1§ ju dominuojantys yra fenolinés riigStys ir flavonoidai [24]. Nustatyta, kad
bendras fenoliniy junginiy kiekis yra lygus 158,8 &+ 3,2 umol/g (sausos mases)
ir yra didZiausias 1S tirty 20 uogy ir vaisiy raSiy [25]. Spanguolése gausu ivairiy
poklasiy flavonoidy: fenoliniy rigsciy [26], antocianiny, flavonoliy, flavan-3-
oliy, proantocianidiny, triterpenoidy, vasky [27-30], taip pat randama
mineraliniy medziagy (K, Ca, Mg, Fe, P), vitaminy (A, C, E, K, Blir B2),
skaiduliniy ir kity medziagy [21, 31].

Antocianinai yra rausvos, mélynos, raudonos ar purpurinés spalvos
pigmentai, paprastai kaupiami glikozidy pavidalu. Kadangi antocianiny
aglikonai, antocianidinai yra labai nestabills, spanguolése randami tik du —
cianidinas ir peonidinas [32]. Ka tik nuskintose uogose antocianiny kiekis gali
svyruoti nuo 25 iki 65 mg/100 g [28].

Siek tiek mazesnis kiekis (nuo 20 iki 48 mg/100 g) nustatomas kito
flavonoidy poklasio junginiy — flavonoliy [27, 28]. Daugiausiai §iy junginiy
sukaupiama uogos luobel¢je [27]. Paprastai tik miricetinas, kvercetinas ir

kaempferolis yra aglikonai. Kaip ir antocianinai, flavonoliai kaupiami
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glikozidy forma [32]. Spanguolése net 75 % flavonoliy sudaro kvercetino
glikozidai: gliukozidai, galaktozidai, ramnozidai [27, 28, 32].

Prinokusiose spanguolése flavan-3-oliy nustatyta tik 7-11 mg/100 g.
Skirtingai nei kity flavonoidy, $iy junginiy dominuojanti forma — katechino ir
epikatechino aglikonai [27].

Kaip poklasis, proantocianidinai yra sudétingos struktiiros ir sudéties
junginiai, kuriy pagrinda sudaro tarpusavyje skirtingais budais susijunge
flavan-3-oliai (katechinas, epikatechinas ir ju galatai). Dominuojantys
spanguoliy proantocianidinai yra epikatechino dimerai, trimerai ir Kkiti
oligomerai [28]. SvieZiose uogose ju koncentracija svyruoja nuo 410 iki 505
mg/100 g [27].

Apie flavonoliy, flavanoliy ir fenoliniy rigsciy stabiluma randama mazai
informacijos. Greiciausiai tai yra susij¢ su tuo, kad mokslininkai siekia atlikti
biologing atranka ir junginiy identifikavima, o ne iStirti $iy junginiy
degradacija funkciniame maiste ar nutraceutikuose. Taciau remiantis tuo, kad
flavonoidai yra nattrallis antioksidantai, o kaip Zinoma, antioksidantai yra
lengvai paveikiami iSoriniy faktoriy (pvz,. deguonies, UV-spinduliuotés,
temperatiros, vandens ir pan.), flavonoidai priskiriami prie nestabiliy junginiy
[33].

Farmakologinis spanguoliy poveikis

Spanguolés pasizymi didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu (177,0 + 4,3
umol/g) i§ tirty 20 uogu ir vaisiy rasiy [25, 34]. Yan Sun su bendraautoriais
pazymi, kad 100 gramy spanguoliy bendras antioksidacinis aktyvumas
ekvivalentiSkas 3120 mg vitamino C [34]. Kaip jau buvo minéta, auksta
antioksidacinj aktyvuma nulemia tai, kad $is augalas geba kaupti dideli kieki
flavonoidy ir fenoliniy rigsciy. Pastebeta, kad spanguoliy ekstraktai, kuriuose
gausu Siy junginiy, slopina oksidacinius procesus, pvz., mazo tankio
lipoproteiny oksidacija [35], stabdo uzdegiminiy procesy sukelta kraujagysliy
endotelio pazeidima [36]. Spanguoliy antioksidantai atlieka svarby vaidmeni,
stabdant Sirdies ir kraujagysliy ligas, tokias kaip aterosklerozg, miokardo

infarkta, taip pat su amziumi susijusiy neurodegeneraciniy ligy atsiradima [29].
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Mokslininkai kelia prielaida, kad spanguoliy antioksidacinés savybeés gali
itakoti $iy uogu priesvézines savybes (nors veikimo mechanizmas néra aiskus)
[28]. Atlikti in vitro tyrimai pagrindé, kad spanguolése esantys junginiai
slopina plauciy, prostatos, kepenu, piktybiniu navikuy (adenokarcinomos),
leukemijos bei kity véziniy lasteliuy vystymasi [37-39].

Labiausiai spanguolés zinomos kaip priemoné geram Slapimo puslés ir
Slapimo taky funkcijos palaikymui. Atlikti tyrimai jrodé, kad spanguoléms
buidingas stiprus antibakterinis aktyvumas prie§ Slapimo taky infekcijy

sukéléjus [27, 40].

1.2 Flavonoidy ir kity fenoliniy junginiy ekstrakcijos ir nustatymo

metodai augalinéje matricoje

1.2.1 Flavonoidy ir kity fenoliniy junginiy ekstrakcija iS uogy

Fenoliniy junginiy gausa, o biitent flavonoidy, pasizymi daugelis uogu:
mélynés, spanguolés, bruknés, avietés, zemuogés, gervuogeés, vynuoges ir
kadagio uogos. RuoSiant méginius analizei yra labai svarbu, kad viso Sio
proceso metu biity iSvengta nustatomy flavonoidy ir kity fenoliniy junginiy
degradacijos. Meyer su bendraautoriais [17] pasitlé papildomai pridéti
antioksidaciniy agenty, kurie eliminuoty fenoliniy junginiy oksidacija. Taciau,
jei bus matuojamas S$iy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas, tai tiesiogiai
iSkreipty rezultatus. Dar vienas budas iSvengti autooksidacijos méginio
paruo§imo metu — uogy uzsaldymas ir smulkinimas skystame azote [41, 42],
tuo tarpu ta pati Meyer tyréjy grupé pasitulé procediira anaerobinése salygose
[17]. Darbuose pazymima, kad reikéty vengti dirbti su méginiais t. y. uogomis,
kurios yra uzsaldytos daugiau kaip keleta ménesiy. Dirbant su liofilizuotomis
uogomis [17, 18, 43, 44], prieS ekstrakcija jos yra smulkiai sumalamos.
Zinoma, yra labai patogu ir greita, jei galima atlikti tiesioging ekstrakcija i3
susmulkinty Svieziy uoguy.

Flavonoidy ir fenoliniy rugsciy ekstrakcija 1§ uogy dazniausiai atlieckama

acetono-vandens [18, 41, 42, 45, 46], metanolio-vandens [17, 46] ar etanolio-
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vandens miSiniais [43], procediira kartojant keleta kartu iki visiSko méginio
matricos spalvos iSblukimo. Po filtravimo ar centrifugavimo, ekstraktai yra
sumaiSomi ir sukoncentruojami. Acetono pagrindu gauti ekstraktai gali buti
papildomai ekstrahuojami chloroformu, i kuri pereina karotenoidai ir lipidai
[42, 45]. Taip pat galima atlikti ekstrakcija heksanu, kurios metu pasalinami
lipidai ir lipiduose tirpiis junginiai [43]. Galutinis ekstraktas yra
sukoncentruojamas vakuume, zemoje temperatiroje, siekiant iSvengti
polifenoliniy junginiy oksidacijos. Galutinis méginys tirpinamas partig§tintame
vandenyje arba organiniame tirpiklyje — priklausomai kokia iranga bus
atliekama analiz¢. Kai kuriuose darbuose prie§ analiz¢ ekstraktai papildomai
iSvalomi su kietafazés ekstrakcijos kolonélémis. IS pirminiy ekstrakty
pasalinami cukris ir riigStys naudojant C18 sorbentu uzpildytas kolon¢les [18,
42]. Pastaraji deSimtmeti dazniausiai taikoma nuosekli ekstrakcija su keliais
skirtingo poliSkumo organiniais tirpikliais, kurios pagalba jmanoma atskirti
skirtingas junginiy grupes. 1.3 paveiksle pateikta flavonoidy ekstrakcijos
schema 1§ spanguoliy [44]. Daugelis publikacijy autoriy savo darbuose naudoja
toki pat arba Siek tiek modifikuota dr. 1. Vvedenskaya su bendraautoriais
paskelbta ekstrakcijos metodika [32, 37, 44, 47-50]. Sios ekstrakcijos esmé yra
ta, kad naudojant ijvairiy tirpikliy seka t. y. acetona, heksana, etilacetata,
metanoli ir (arba) ju vandeninius tirpalus, iSfrakcionuojami spanguolése
esantys antocianinai, procianidinai, flavonoliai ir kiti vandenyje tirpis ar
dalinai tirpiis fenoliniai junginiai | atskiras frakcijas. Véliau ekstraktai
papildomai koncentruojami, valomi ir frakcionuojami, taikant Sephadex LH-20
sorbentu uzpildyta kolonélg ir (arba) preparatyving skys¢iy chromatografijos
aparatiira. Visos Sios minétos procediros reikalauja ne tik daug laiko, bet ir
specifinés laboratorinés irangos, pvz., Sephadex LH-20 sorbentu uZzpildytos
kolonéleés, kuri yra brangi, taip pat sunaudojami dideli kiekiai organiniy

tirpikliy [32, 37, 44, 47-50].
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I Ekstrakeijos Zingsnis

1 kg dZiovintu spanguoliu +
10 L 80% acetono/vandens
(1:1, v/iv)

3

IT Ekstrakcijos Zingsnis
0.5 L ekstrakto {I) + 0.5 L heksano
1:1,viv)

7

IIT Ekstrakcijos zZingsnis

Ekstrakcijos vandeniné fazé + 0.3 L etilacetato
(procedura kartojame 3 kartus)

.4

Etilacetatinés fazés
sukoncentravimag
vakuumeir likucio
tirpinimas
60 % MeOH (~10 mL)

3

IV zingsnis

Fenoliniu junginiy frakcionavimas
Sephadex LH-20 sorbentu uzpildyta kolonéle

(100 mm ~ 45 min)

I

1 frakcija - 1.5 LH20
2 frakcija - 2.4 L 60% MeOH
3 frakcija - 100% MeOH

4 frakcija - 70% Acetonas

4

Fenoliniu junginiu identifikavimas
ESCh/MS metodais

1.3 pav. Vieno is dazniausiai taikomy skysciy-skysciy ekstrakcijos
modelio schema flavonoidy isskyrimui is spanguoliy [44]

1.2.2 Flavonoidy ir Kity fenoliniy junginiy nustatymas
Fenoliniy junginiy nustatymui ir kiekybiniam jvertinimui {vairiuose
biologinés kilmés objektuose literatiroje apraSomi S§ie metodai: dujuy
chromatografija — fenoliniams junginiams pipiruose [51] ir spanguoliy

produktuose [50], katechinams zaliojoje arbatoje [52], fenolinéms riigstims
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mangostaninéje garcinijoje [53], kapiliarin¢ elektroforezé — fenoliniams
junginiams vynuogeése ir ju odelése [54, 55], resveratroliui maisto papilduose
[56], ivairlis spektrometriniai metodai — flavonams apelsiny aliejuje [57],
karnozino rugs¢iai rozmarine [58], bet, nepriklausomai nuo didelio spektro
objekty ivairovés, plaCiausiai taikomas analizinis metodas yra skysciy
chromatografija.

Sioje dalyje apzvelgsime ESCh metodo analizines charakteristikas, kai
yra analizuojami bitent spanguoliy uogy ar i§ $iy uogy pagaminty produkty
ekstraktai. Reikéty pazyméti, kad fenoliniy junginiy kompozicijos yra
sudétingos ir iki Siol néra atliktas pilnas $iy junginiy identifikavimas ne tik
spanguolése, bet ir daugelyje uogu [33]. DaZnai junginiai yra apibiidinami juos
priskiriant tam tikroms junginiy, pvz., flavonoidy, klaséms. Be to, néra visy
junginiy etaloniniy junginiy ir pamatiniy paliudyty medziagy (PPM). Todél
kiekybinis jvertinimas gali biiti atlickamas remiantis kitu etaloniniu junginiu,
priklausanciu tai paciai junginiy klasei.

Efektyvioji skys¢iy chromatografija — lankstus analizinis metodas, kurio
pagalba galima atlikti flavonoidy, fenoliniy riig§¢iy ir ju dariniy atskyrima ir
kiekybini jvertinima. Kaip jau buvo minéta, retai yra zZinomi tikslis kiekvieno
augalinés kilmés junginio identifikavimo parametrai. DaZnai junginiai
sugrupuojami pagal charakteringuosius absorbcijos maksimumus: fenolio
rugstys ir flavanoliai — 280 nm, flavonoliai — 260 arba 365 nm ir antocianai —
520 nm [17, 42]. Kiekvieno chromatografiskai atskirto junginio UV spektra
galime iSmatuoti su fotodiody matricos UV detektoriumi — ji galima palyginti
su etaloninio junginio spektru ir taip identifikuoti junginj arba priskirti tam
tikrai junginiy grupei.

Daugelyje publikaciju pateikiama, kad spanguolése esantys {jvairQs
flavonoidy poklasiy junginiai analizuojami taikant atvirks¢iy faziy
chromatografija [24, 32, 37, 39, 44, 47-49, 59, 60]. Fenoliniy junginiy
atskyrimui naudojamos kolonélés, uZzpildytos nepoliniais sorbentais —
oktasilikageliu (C8) ar oktadecilsilikageliu (C18) (kolonélés su pastaragja

nejudria faze yra populiariausios). Anali¢iy atskyrimas atlieckamas su dvieju
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eliuenty — partigStinty dejonizuoto vandens (eliuentas A) ir organinio tirpiklio
(eliuentas B) sistema. Eliuentu B daugelis tyréju naudoja metanoli arba
acetonitrila, ar Siy dviejy tirpikliy miSini. Abu eliuentai riigStinami pridedant
acto (AcOH) arba skruzdziy (FrOH) riigsties. DidZiojoje dalyje darby tyréjai
taiko ESCh su masiy spektrometriniu (MS) detektoriumi. Siy dvieju analiziniy
metody sujungimas, kuomet analités atskiriamos chromatografinéje koloné¢l¢je,
o MS detektoriumi iSmatuojamos ju molekulinés masés, prapléte ir
supaprastino junginiy identifikavimo galimybes.

Y. Zuo su kolegomis [24] pasidlé taikyti ESCh flavonoidy ir kity
fenoliniy junginiy identifikavimui spanguoliy sultyse. Méginio paruo$imo
procediira uZtrunka net 16 val. — atliekama riigStiniais katalizatoriais inicijuota
hidrolizé. Méginys prie§ analizg tirpinamas metanolyje ir analizuojamas.
Atskyrimas vyksta gradientiniu rezimu, judria faze naudojamas 3 % (v/v)
vandeninis AcOH tirpalas ir 100 % MeOH. Junginiai identifikuojami pagal
sulaikymo trukmes ir absorbcijos spektrus, kurie lyginami su etaloniniy
junginiy spektrais. Analiz¢ uZtrunka 45 min., o tirlama junginiy grupé
fiksuojama nuo 15 min. iki 36 min. — autoriai pateikia tik Siuo periodu
uzfiksuota chromatograma.

Daug detalesnes identifikavimo studijas atliko X. Yan su kolegomis [39].
Reikéty pazyméti, kad meéginio paruoSimui naudojami sveikatai ir aplinkai
kenksmingi organiniai tirpikliai: petroleteris, heksanas, chloroformas,
metanolis, etilacetatas. Flavonoliy gliukozidy atskyrimas atleikamas su C18
kolon¢le, naudojant dvieju eliuenty sistema — dejonizuoto vandens ir
metanolio, partgstinty 2 % (v/v) AcOH. Junginiai detektuojami PDA
detektoriumi intervale nuo 250 iki 700 nm, o molekulinés masés
apskaiCiuojamos su tandeminiu MS detektoriumi, esant elektroiSpurskimo
jonizacijai. Visos analizés trukmé — 60 min.

2004 metais pasirod¢ 1. O. Vvedenskaya ir N. Vorsa paruostos
publikacijos [44, 47], kurios ine$¢ naujumo | flavonoliy ekstrakcijos
procediiras — pradétos taikyti Sephadex LH-20 sorbentu uzpildytos kolonélés.

Sios kolonélés leido frakcionuoti ekstrakta j skirtingas junginiy grupes, nors
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sunaudojamy  organiniy  tirpikliy  kiekiai nesumazéjo (1.3 pav.).
Chromatografiniam anali¢iy atskyrimui naudojamas gradientinis rezimas, judri
fazé — vanduo ir metanolis, su 2 % (v/v) skruzdziy rugsties priedu. ESCh
sistema sujungta su MS detektoriumi. MS detekcija atlieckama atmosferos
slegio cheminés jonizacijos (MS-APCI) salygomis, 150-1100 m/z verciy
intervale. Identifikuoti 22 spanguolése esantys flavonoliai. Analizuojamy
junginiy grupé atskiriama nuo 28 iki 48 min.

Kaip jau buvo rasyta anksCiau, i§ visy uogu spanguolés pasizymi
stipriausiomis antioksidacinémis savybémis. Tai lemia jose esantys flavonoliai,
antocianinai ir proantocianidinai. C. C. Neto su mokslininky grupe [37] atliko
tyrima, kurio metu i$ natiiraliy spanguoliy i$skyré proantociadininus ir stebéjo
Siy junginiy pajéguma slopinti véZines lasteles. Proantocianidinai i§plaunami 1§
Sephadex LH-20 kolonélés su acetono ir vandens misiniu, 70/30 % (v/v). Pries
tai i§ uzneSto spanguoliy ekstrakto iSplaunami mazamolekuliniai fenoliniai
junginiai (gryno vandens frakcija), fenolinés rugstys (H,O/MeOH, 85/15 %,
v/v), flavonoliai ir antocianinai (H,O/MeOH/FrOH, 25/70/5 %, v/v/v).
Chromatografinis proantocianidiny atskyrimas vyksta gradientiniu reZimu,
judria faze naudojant vandeni ir metanoli su 2 % AcOH priedu, kolon¢lé — RP-
C8. Po Sio atskyrimo seka dar viena procediira, kurios metu atskiriamos
proantocianidiny subklasés. Véliau jos analizuojamos MALDI-TOF (angl.
term.) masiy spektrometru.

A. P. Singh su bendraautoriais [48] Siek tiek modifikavo 1. O.
Vvedenskaya publikuota [44] flavonoidy ekstrakcijos metoda. Bioaktyviu
junginiy identifikavima ir kiekybing analizg atliko ESCh-MS metodais.
Anali¢iy atskyrimui naudojo Hypersil Gold C18 kolon¢lg, o flavonoliy ir
proantocianidiny signalai buvo detektuojami PDA spektrometru 280 nm ir 366
nm bangos ilgiuose, MS detekcija atlikta elektrony srauto jonizacijos Saltiniu.
Minéti junginiai buvo atskirti gradientiniu reZimu, eliuentas A — 10 % MeOH
(pH = 3,5), eliuentas B — MeOH/H,0O/ACN, 20/20/60 % (v/v/v). Analizés

trukmé — 45 min., kurios metu nustatyti trys proantocianidinai (mono-, di- ir
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trimerai) ir $esi flavonoliai — kvercetino ir miricetino galaktozidai, ramnozidai
ir gliukozidai.

Arkanzaso universiteto tyréju grupé [32] detaliai iStyré polifenoliniy
junginiy sudéti spanguoliy iSspaudose. IS atlieky, likusiy po pirminio
perdirbimo, buvo iSekstrahuotos trys fenoliniy junginiy grupés: antocianinai,
flavonoliai ir proantocianidinai. Sioms flavonoidy subklaséms frakcionuoti
buvo naudojama Sephadex LH-20 sorbentu uzpildyta kolon¢lé, eliuentai —
MeOH/H,0 (30/70 %, v/v), kuriuo atskiriami antocianinai ir flavonoliai, o
70 % acetono vandeninis tirpalas — atskiriami proantocianidinai. Antocianiny ir
flavonoliy chromatografinis atskyrimas atlickamas su C18 koloné¢le, pirmuyju
junginiy grupe detektuojant 520 nm, o antryjy — 360 nm bangos ilgiuose.
Gradientai formuojami eliuentais naudojant 5 % skruzdziy rugsties vandenini
tirpala ir metanoli. Procianidiny chromatografinis atskyrimas atliekamas su
normaliy faziy kolonéle Luna ( 250 % 4,6 mm, 5 um, Phenomerex), pritaikius
gradientini rezima. FEliuentas A — keturiy komponenty miSinys:
dichlormetanas/MeOH/H,O/AcOH (82/14/2/2 %, v/v/v/v), eliuentas B —
MeOH/H,0/AcOH (96/2/2 %, v/v/v). Siy junginiy analiziniai signalai
detektuojami fluorescenciniu detektorumi, matuojant emisija 316 nm bangos
ilgyje. Visu triju flavonoidy poklasiy detekcija taip pat atlikta su MS
elektroiSpurskimo jonizacijos Saltiniu, nustatytu neigiamai jonizacijai. Tiek
ekstrakcijos, tiek analizés proceduros uztrunka beveik po valanda. Identifikuoti
6 antocianiny gliukozidai, 13 flavonoliai ir 8 procianidinai.

Yueng Zuo su kolegomis publikavo keleta darby, kuriuose siiilo
spanguolése esancius fenolinius junginius analizuoti su dujy chromatografine
sistema sujungta su masiy spektrometriniu detektoriumi (DCh-MS) [26, 50,
61]. Ivairios fenolinés ir benzoinés rugstys, flavonoidai tiriami spanguolése ir
ju produktuose, zmogaus kraujo plazmoje (nustatomi riigsciy likuciai po uogy
suvartojimo). Visais atvejais meéginio paruoSimo procediros yra ilgos —
derivaticazijos reakcijos trunka daugiau kaip 16 valandy. Tod¢l ESCh metodas

yra patogesnis, nes galime atlikti tiesioging flavonoidy analizg.
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Baigiant biitina pazyméti, kad perzvelgus visa prieinama literatiira,
nepavyko aptikti atrankaus ir greito ekstrakcijos metodo leidzianc¢io atlikti
greita flavonoliy identifikavima ir (ar) kiekybing analizg. Daugelyje apzvelgty
darby taikomos ilgos flavonoidy poklasiy ekstrakciju procediiros, kuriy metu
sunaudojami dideli kiekiai sveikatai ir aplinkai kenksmingy tirpikliy. O vienu
ar kitu metodu tiriamy fenoliniy junginiy analizé uztrunka daugiau kaip
valanda, daugelis autoriy pateikia tik tam tikru analizés periodu uzfiksuotus

duomenis (pvz., chromatogramas).

1.2.3 Kietafazé disperguojamoji ekstrakcija

Pastaruoju metu, kaip alternatyva, meéginiy paruoSimui 1§ {vairiy
sudétingy matricy, taikoma kietafaz¢ disperguojamoji ekstrakcija (KDE) [62-
64]. Sis metodas pirma karta apradytas profesoriaus S. A. Barkerio su
kolegomis 1989 m. [65], o patentuotas 1993 m. Kietafazés disperguojamosios
ekstrakcijos metodas skirtas organiniy junginiy iSskyrimui i§ kiety, pusiau
kiety arba labai klampiy biologinés kilmés méginiy.

Sis metodas sékmingai pradétas taikyti ir skirtingy poklasiu fenoliniy
junginiy 1$skyrimui 1§ augaly ar maisto produkty: fenoliniy junginiy i1§skyrimui
i§ geltonyjy vynuogiy ir raudonojo vyno [66, 67], izoflavony i§ Trifolium
pratense [68], labdano diterpenoidy i§ Coleus Forskohlii [69] ir ligning i$
Sinopodophyllum [70].

Kaip matome principin¢je KDE metodo schemoje (1.4 pav.), méginio
porcija yra idedama 1 stiklo ar agato tigli, kuriame jau yra atitinkamas kiekis
kieto sorbento, pvz., silikagelio ar kito. Méginys ir sorbentas trinamas stiklo ar
agato griistuve apie 2 min. Siame etape gali bati jdedamas vidinis standartas ar
anali¢iy standartinis priedas. Dispergavus megini su sorbentu, gaunamas
misinys, kuriuvo uzpildoma kolonélé ar SvirkSto korpusas ir atsargiai
supresuojamas stiimoklio pagalba. Analités iSplaunamos leidziant per

disperguota miSinj pasirinkto tirpiklio porcija ar nuosekliai kelis tirpiklius. Jei
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reikia sukoncentruoti ar pakeisti tirpikli, eliuatas nugarinamas (dazniausiai

azoto sraute), tirpinamas, filtruojamas ir analizuojamas.

Meginys

; Meéginys
homogenizuojamas Homogenizuotas
/ su sorbentu misinys perkeliamas

Sorbentas i Svirksto korpusa

Apatinis
filtras

Tirpiklis ar
keliy
tirpikliy seka Stamoklio pagalba
méginys supresuojamas
s
Analités
isplaunamos
ir —_—

analizuocjamos

1.4 pav. Principiné KDE metodo schema [64]

Norint papildomai iSvalyti ruoSiama ekstrakta, pries suberiant su sorbentu
disperguota meégini i kolonélg, { kolon¢lés dugna galima pridéti kokio nors kito
sorbento [64]. Tokiu biidu, tekédamas per papildoma sorbento sluoksni eliuatas
gali buti dar papildomai iSgrynintas tradiciniu kietafazés ekstrakcijos principu
tos pacios procediiros metu.

KDE metodas remiasi keletu paprasty cheminiy ir fizikiniy principy.
Pirmiausia, mechaniskai trinant méginj su kietu sorbentu, suardoma meéginio
struktiira. D¢l to, méginio matrica saveikauja su sorbento pavirSiuje esanciomis

prijungtomis funkcinémis grupémis arba sorbento pavirSiumi. Dispergavimo
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metu vyksta du procesai: susmulkinamas méginys, ir inicijuojamos jvairios
hidrofilinés ar hidrofobinés méginio komponenty ir sorbento saveikos. Dél
pasiskirstymo ir (arba) adsorbcijos pusiausvyros analités pasiskirsto tarp
méginio matricos, kieto sorbento ir tirpiklio. Sios ekstrakcijos i§skirtiné savybé
yra ta, kad analités tolygiai pasiskirsto/adsorbuojasi visame sorbento ttryje, o
ne virSutiniame jo sluoksnyje. Homogeniskas méginio sluoksnis ant sorbento
daleliy leidzia efektyviai vykti masés pernasos procesams. Todél KDE metode
aukstai iSgavai pasiekti uztenka palyginti nedideliy desorbcijos tirpikliy tiiriy
[71]. Deja, detalesni tyrimai apie ekstrakcijos mechanizma iki Siol neatlikti.

Trumpai aptarsime pagrindinius veiksnius, itakojancius KDE efektyvuma
ir atrankuma.

1) Sorbento prigimtis: sorbento parinkimas turi lemiama itaka KDE
metodo atrankumui. Tai yra vienas i§ pagrindiniy veiksniy, kuris nulemia
ieSkomy anali¢iy sulaikyma/iSplovima i§ kolonélés. Kurj laika KDE metodui
buvo naudojamas tik silikagelis. Siuo metu vis daZniau taikomi modifikuoti
silikagelio sorbentai. NemaZza itaka anali¢iy eliucijai daro vidutinis daleliy
diametras. Labai maZzo diametro (3—20 um) sorbento dalelés labai sulétina
anali¢iy desorbcija, kartais net ir visiSkai uzkemsSa kolonéle, todé¢l reikia
papildomai naudoti vakuuma arba slégi [62]. Pla¢iausiai naudojami sorbentai,
kuriy daleliy dydis yra 40-100 um, o poru dydis 60-100 A. DaZniausiai
naudojami meéginio ir sorbento masiy santykiai yra 1:1-1:4 intervale [69].
Konkre¢iam méginiui ir analittms S$is santykis paprastai nustatomas
eksperimentiskai metodo optimizavimo metu [63].

Norint dirbti su modifikuotu sorbentu, reikia atsizvelgti kokio poliSkumo
jis yra, nes tai tiesiogiai itakoja ekstrakcijos rezultatus. Dazniausiai KDE
metode naudojami modifikuoti atvirks¢iy faziy sorbentai. Pats populiariausias
— C18 modifikuotas silikagelis, taip pat naudojami C8 bei C30 modifikuoti
silikagelio sorbentai. TeoriSkai sorbento dalelés suardo biologinio méginio
struktira, o prijungtos alkilinés grupés prisideda prie méginio komponenty

tirpimo ir santykinai i§valo ekstrakta. Ekstrakcijai i§ tokiy sorbenty dazniausiai
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naudojami poliniai tirpikliai: acetonitrilas, metanolis ar jy miSiniai su vandeniu
[71].

2) Ekstrakto isvalymas: vienas 1§ biidy padidinti KDE metodo atrankuma
analitéms yra papildomas disperguoto méginio ,,praplovimas‘ prie§ ekstrakcija
[72]. Jis leidzia iSplauti pasalinius junginius, paliekant disperguotame meéginyje
dominancia analit¢ ar juy grupeg. Iprastai trukdancios medziagos iSplaunamos 1—
2 ml tirpikliu/100 mg sorbento-méginio miSiniui. Srauto greitis turi biti toks,
kad tirpiklis kontaktuoty su sorbentu apie 1-2 minutes. Dazniausias pasaliniy
medziagy iSplovimo tirpiklis yra dejonizuotas vanduo arba buferinis tirpalas.
Taip pat pasalinés medZiagos plaunamos tirpalais, kuriy sudétyje yra organiniy
tirpikliy. Vandeninis buferinis tirpalas, turintis 10-30 % metanolio ar etanolio,
naudojamas paSalinti hidrofilinius junginius pvz., cukrus ir kitas polines
medziagas 1§ vaisiy méginiy, disperguoty ant C18 modifikuoto silikagelio
pavirSiaus [18, 42].

3) Meéginio matricos prigimtis: méginio matrica KDE dalyvauja kaip
chromatografinés sistemos dalis, kuri yra kaip papildoma fazé. Todél logiska,
kad anali¢iy i§gavos turéty skirtis priklausomai nuo to, i§ kokios matricos jos
ekstrahuojamos, pvz., 1§ augalinés ar gyvulinés. Deja, iki Siol neatlikti i§samiis
méginio matricos jtakos KDE tyrimai, kad tai galétume konstatuoti kaip tikra
fakta.

4) Analiciy desorbcija: Siame metode labai svarbus tirpiklio ir
disperguojancio sorbento poliSkumy santykis. Bitent tai nulemia kokios
analités bus iSplautos, o kokios pasiliks disperguotame miSinyje. Naudojant
vieng ar keleta skirtingo poliSkumo tirpikliy ar ju miSiniy, KDE metodas
leidzia atskirti skirtingo poliSkumo analites — frakcionuoti cheminius junginius
pagal klases. Labai gerai, kai tirpiklio savybés yra tinkamos vélesniems
méginio paruoSimo etapams. Desorbcijos tirpiklis turi buti suderinamas ir su
analizés metodu. Kai analit¢ nustatoma skys¢iy chromatografijos metodu,
desorbcijos tirpiklis turéty biti suderinamas su judria faze.

Dazniausiai anali¢iy eliucijai naudojami tirpiklio tdiriai yra nuo 5 iki 15

ml. Zinoma, desorbcijos tirpiklio tiiris priklauso nuo méginio/sorbento kiekio.
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Ekstrakcijos metu svarbu kontroliuoti desorbcijos greiti, t. y. eliuento tekéjimo
greiti. Desorbuodami per dideliu greiciu galime pilnai neiSplauti analiCiy, jei
tirpiklis leidziamas labai létai — sumazéja ekstrakto grynumas. [prastai
desorbuojama 1-5 ml/min grei¢iu. Optimalus tirpiklis ir jo turis konkreciai
sistemai paprastai nustatomas eksperimentiSkai. DaZniausiai desorbcijos
tirpikliu naudojami metanolis, acetonitrilas, acetonas, tirpikliy miSiniai su
skruzdziy ar acto rugstimis (1-5 %) [64].

Apibendrinant galima konstatuoti, kad KDE metodas zenkliai sumazina
sunkumus atsirandancius atliekant klasiking skysciu-skys¢iu ar kietafaze
anali¢iy ekstrakcija 18 kiety arba pusiau kiety biologiniy méginiy. Pagrindiniai

KDE metodo privalumai — paprastumas ir greitis.

1.3 Lipidy savitvarka

1.3.1 Lipidinés pernasSos sistemos

Pernasos sistemy, sukurty lipidy pagrindu, pagrindiné funkcija yra didinti
transportuojamy biologiskai aktyviy medziagy (pvz., vaisty, fermenty,
funkcinio maisto ingredienty) biologini prieinamuma. Mokslininkai, kurdami
naujas lipidines pernaSos sistemas, pritaikytas maistiniams komponentams ir
vaistams, kelia Siuos tikslus: 1) lipidy neSiklis turi maksimaliai didinti veiklios
medziagos tirpuma; 2) neSiklis turi stabdyti jterpiamo junginio agregacija ir
kristalizacija; 3) neSiklis turi uztikrinti ilgalaike iterpto junginio apsauga nuo
degradacijos [73, 74]. Vienos ju, lipidy skystakristalés sistemos turi labai
dideles perspektyvas medicinoje ir maisto pramonéje, nes S$ios sistemos
konstruojamos 1§ maistiniy komponenty t. y. lipidy, ir gali absorbuoti/tirpinti
didelius kiekius tiek hidrofobinés, tiek hidrofilinés prigimties junginiy. [
skirtingy tipu lipidu nesiklius gali buti jterpiami antioksidantai, tokiu budu
padidinamas juy tirpumas, biologinis prieinamumas ir uzkertamas kelias
nepageidaujamai saveikai su kitais maisto komponentais [75]. Toliau aptarsime

lipidines sistemas, kurios jau yra taikomos tikslinés medZiagos perneSimui.
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Micelés, mikroemulsijos ir emulsijos — skystos dispersinés sistemos,
sudarytos i§ riebaly ir vandeninés fazés su pavirSiaus stabilizuojancio agento
(emulsiklio) priedu. Sios paprastos savitvarkés struktiros pladiai naudojamos
farmaciniuose gaminiuose. | miceles dazniausiai iterpiami hidrofiliniai
junginiai, deja daugelio vandenyje netirpiy medZiagy tirpumas yra ypa¢ mazas.
Micelés, mikroemulsijos ir emulsijos sistemos jautrios skiedimui, o po
patekimo i organizma, yra didelé tikimybé, kad gali skilti | sudedamasias dalis.
D¢l dideliy pavirSiaus stabilizuojancio agento koncentracijy Sios savitvarkés
strukttros gali buti toksiskos [76, 77].

Liposomos — sferinés bisluoksnés strukttiros, savo sandara primenancios
lasteliy membranas. Siy sistemy gamybai daZniausiai naudojami amfifilinés
prigimties fosfolipidai (Sios molekulés turi hidrofiling ,,galva® ir hidrofobing
»uodega“). Fosfolipidai vandeningje terp¢je formuoja sferines bisluoksnes
struktiiras, kuriose hidrofobinés molekuliy dalys orientuojasi viena | kita
(bisluoksnio vidine dalis), o hidrofilinés —  iSorg. Liposomy privalumas yra tai,
kad hidrofiliniai junginiai gali biiti iterpti 1 vandens pripildyta liposomos viding
dali, o hidrofobiniai — 1 bisluoksnio viding dali [73]. Vienas 1§ sékmingy
liposomy pritaikymo pavyzdziy — propilenglikolio pagrindu pagaminty
liposomy su jterptu epirubicinu pritaikymas gydant kriities vézj. Sios sistemos
parodé gera skvarba ne tik per naviko Iastelés membrana, bet ir per branduolio
membrang [78]. Taciau platesni pritaikyma riboja tai, kad liposomos yra
nestabilios — fosfolipidy skilimas autooksidacijos metu ir padidéjes
pralaidumas skatina iterptos medZiagos iS¢jima. Taip pat sudétingos ju
paruosimo procediiros [76].

Kietosios lipidy nanodalelés — paskutiniu metu didelio susidoméjimo
sulaukusi koloidiné sistema, kuri geba padidinti biologinj prieinamuma ir tuo
paciu metu kontroliuoja veikliosios medziagos pernasa i specifing organizmo
vieta. Paprastai tai yra sferinés dalelés (10-1000 nm), sudarytos i§ kietyjy
lipidy (stabilizuojamos naudojant pavir§inio aktyvumo medziagas), i kurias
efektyviai jterpiamos lipofilinés ar hidrofilinés molekulés. Sioms sistemoms

konstruoti naudojami monogliceridai, digliceridai, trigliceridai, riebiosios
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rugstys, steroidai ir vaskai [73]. Tokiose lipidu struktiirose veikliosios
medziagos lieka stabilios — tinka apsaugai nuo degradacijos. Taciau iterpimo
talpa yra maza, o méginio praskiedimas arba vandens pasalinimas gali daryti
itakq sistemos pusiausvyrai [76].

Lipidy skystakristalés nanodalelés (LSKN) — skystyju kristaly fazés
iSskaidytos vandens pertekliuje. [ Sia sistema pridéjus stabilizatoriaus arba
emulsiklio susiformuoja minkstos, jvairios vidinés struktiiros dalelés (100-500
nm). LSKN pasizymi dideliu saly¢io pavirSiaus plotu ir mazu klampumu. Dél
LSKN vidinés nanostruktiiros galima jterpti jvairiy hidrofiliniy, hidrofobiniy ir
amfifiliniy junginiy [79]. Sios nanostruktiiros yra termodinamigkai stabilios,
biologiSkai suderinamos, stabilios vandens pertekliuje, gerai pasisavinamos
organizme ir adheziSkos [80]. Kai kuriy komponenty naudojimas yra ribotas,
nes ne visi lipidai ir pavirSiaus aktyviosios medziagos leidziamos naudoti
farmacijoje ir tam tikrose farmacijos srityse — reikia papildomy toksikologiniy
tyrimy. [terptos biologiSkai aktyviosios molekulés gali paveikti viding

nanodaleliy tvarka ir keisti ju struktiirg [79].

1.3.2 Lipidy savitvarka ir polimorfizmas

Lipidinés pernasos sistemos susidaro dél unikalios lipido cheminés
struktiiros. Siuos junginius galime skirstyti { dvi grupes — polinius ir nepolinius
lipidus. Nepoliniai lipidai neturi polinés grupés (arba ji labai maza), todél
saveika su vandeniu yra labai ribota ir nesudaro skystyju kristaly faziy bei
neformuoja monosluoksnio vandeninéje terpéje. Siai grupei priskiriami
triacilgliceroliai, diacilgliceroliai ir steroliai [74]. Poliniai lipidai su viena ar
dviem angliavandeniliy ,,uodegomis‘ ir poline ,,galva®, saveikauja su vandeniu
ir gali savaime formuoti skystyju kristaly agregatus, dar kitaip vadinamas
mezomorfines fazes [74]. Bitent molekuliu amfifiliSkumas nulemia
savitvarkes strukttiros susidaryma — poliné dalis orientuojasi { vandening faze,

sudaro ,,polini* pavirsiy, kuris atskiria angliavandeniliy sluoksni nuo vandens.
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1.5 paveiksle pateikta idealizuota skystakristaliy faziy susidarymo
priklausomybé nuo lipido ir vandens santykio. Daugeliu atvejuy, zinodami
amfifilinés molekulés geometrinius supakavimo parametrus konkrecioje
aplinkoje, galima numatyti tam tikros fazés susidaryma. Tai apskaiciuojama
pagal, taip vadinama, kritini supakavimo parametra (KSP), o KSP = v/al, kur v
yra lipido molekulés hidrofobinés ,,uodegos* tiiris, / — grandinés ilgis ir a —
polinés ,,galvutés® plotas. Apskritai kalbant, kai KSP verté yra mazesné uz
vieneta (KSP<1), susiformuoja struktira su poliniu pavirSiumi, kuris yra
hiperbolés formos (,,balnas®) t. y. formuojasi normalios fazés — ,riebalai
vandenyje* (angl. term.: ,,01l in water”) (1.5 pav.). Kai KSP verté yra didesné
uz vieneta (KSP>1), turime neigiama struktiry pavirSiaus islinki ir formuojasi
atvirksciy faziy struktiiros, t. y. ,,vanduo riebaluose* (angl. term.: ,water in
0il“) (1.5 pav.). Lameliniy faziy kritinis supakavimo parametras artimas
vienetui (KSP = 1). Kritinis supakavimo parametras néra pastovus dydis — ji
itakoja sistemos kintamieji: amfifilinio lipido cheminé struktira ir jo
koncentracija sistemoje, vandens kiekis, temperatiira, pH [81, 82].

Skystakristalée lameliné faze (L,) yra viena paprasiausiy ir daZniausiai
sutinkamy struktiiry. L, mezostruktiira sudaro vandeningje terpéje lygiagreciai
i§sidésciusios lipidu bisluoksnés savitvarkés struktiiros, kurios suformuoja
vienmat¢ gardele 1D. Sistemose galima stebéti ir kity tipy lamelines fazes —
geling (Lp) ir kristaling (Lc). Ly labai panasi | L,, bet daug klampesné (tai
itakoja alkilo grandiniy trans konformacija).

Heksagoninés fazés susidaro 1§ tankiai supakuoty cilindriniy miceliy,
isdéstyty 2D heksagoninéje gardeléje. Sios savitvarkés struktiiros yra dviejy
tipu: H; — normaliy faziy, kai cilindry Serdi sudaro angliavandeniliai, H, —
atvirksciy faziy, kai cilindry Serdis uzpildyta vandeniu.

Kubiniy faziy (Q) erdvinis iSsidéstymas yra pats sudétingiausias i§ visy
zinomy liotropiniy skystyju kristaly. Egzistuoja trys pagrindinés 3D kubinés
gardelés struktiros: paprastoji kubiné, centruoty pavirSiu kubiné ir centruoto
tirio kubiné. Sios fazés yra optiskai izotropinés ir daznai labai klampios. Kaip

pavaizduota 1.5 pav., susidaro normaliy arba atvirk$¢iy faziy savitvarkos:
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kubinés micelés (normaliy (I;) ir atvirksciu (I,) faziu, kurios priskiriamos i
Fm3m (Q**), Fd3m (Q*"), Im3m (Q**) ir Pm3n (Q**) erdvines grupes [81])
bei besitgsianc¢ios kubinés fazés (normaliu (V) ir atvirksciu (V,) faziy, kurios
skirstomos 1 tris erdvines grupes: pirming (/m3m), deimanto (Pn3m) ir giroido

(la3d)).

Veidrodiné plok&tuma

Atvirkstiné faze
"vanduo riebaluose” g e

Normali fazé
& & "riebalai vandenyje"

L 16 L,

1.5 pav. Idealizuota peréjimy tarp SK faziy priklausomybé nuo vandens dalies
sistemoje

Lameliné skystakristale fazé (La) gali buti laikoma veidrodZio plokStuma
(britksniné linija) tarp normaliy (,riebalai vandenyje®) ir atvirk$¢iy (,,vanduo
riebaluose®) struktiiry. IS abiejuy pusiy galimas kubiniy besitgsianciy (V; arba
V5), heksagoniniuy (H; arba H,), kubiniy miceliniy (/; ar /,) ir miceliniy faziy
(L; arba L)), taip pat kity tarpiniy faziy (pvz., L; fazé (,kempinés*))
formavimasis [82].

Kaip minéta anks¢iau, vaistiniy medziagy ir maisto komponenty pernasai
galima taikyti ir koloidines dispersijas. I§skaidytos vandens pertekliuje poliniy
lipidy (pvz., fosfatidilcholinas) savitvarkés sistemos formuoja disperguotas
lipidy skystakristaliy faziy nanodaleles. AnalogiSkai, kaip ir su liposomy
dispersijomis, LSKN dispersijos gali biiti paruoSiamos per visg faziy struktiiry
seka, t. y. apimti visas nelamelines SK faziy struktiiras (,,vanduo riebaluose*).

Norétysi paminéti, kad normaliy faziy (,,riebalai vandenyje®) suformavimui
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netinka vandenyje tirpis poliniai lipidai, nes jie neiSlaiko miceliy struktiiros
vandens pertekliuje. Apibendrinant biity galima pasakyti, kad visos atvirks¢ios
fazés (besitgsianti kubiné (V,), heksagoniné (H,), kubiné micelé (I,), kempinés
(L3)) gali buti iSskaidytos | nanodaleles, kuriy vidutinis dydis svyruoja nuo 50
iki 500 nm, su joms budingomis vidinémis nanostruktiromis ir funkcinémis
savybémis.

Tiek SK faziy, tiek LSKN dispersiju vidiniy struktiiry nustatymas ir ju
elgsenos tyrimai atlickami Siais metodais: mazojo kampo rentgeno spinduliy
difrakcija, poliarizuojancios Sviesos mikroskopija, kriogenine transmisine
elektronine mikroskopija, o dispersiniy daleliy parametrai iSmatuojami su

lazerio Sviesos sklaidos prietaisais.

1.3.3 Rentgeno spinduliy difrakcijos taikymas lipidiniy sistemy

tyrimuose

Sio skyriaus tiklas yra trumpai ir glaustai supazindinti su rentgeno
spinduliy difrakcijos metodo principais, galutiniy struktiry interpretacija ir
taikymu lipidiniy sistemy tyrimuose.

Rentgeno spinduliy kilmé ir panaudojimas. Rentgeno spinduliai
elektromagnetiniy spinduliy skaléje yra tarp ultravioletiniy ir gama spinduliy, o
ju bangos ilgis — 1-100 A (t. y. 0,1-10 nm). Sie spinduliai susidaro, kai
igreitinti elektronai, dideliu greiciu atsitrenke i anoda, savo judéjimo energijos
dali i$spinduliuoja bitent rentgeno spinduliy pavidalu. Siuo metu daleliy
greitintuvai vis daZniau naudojami kaip rentgeno spinduliy Saltiniai.
Greitintuvuose elektronai arba pozitronai yra ileidziami i labai ilga vakuuminj
zieda, kuriame jie cirkuliuoja ypatingai dideliu greiciu (igreitinami galingais
radijo daznio bangy Saltiniais). ISoriniai superlaidis magnetai iSlaiko daleles
ziede. Toks greitintuvas iSskiria sinchrotroning spinduliuote — plataus spektro
ypac galingus rentgeno spindulius (100 ar net 10 000 karty galingesnius uz
Iprastinius). Matavimams pasirenkama norimo bangos ilgio beveik

monochromatiné spindulio dalis, dazniausiai — apie 1 A [83].

35



Rentgeno spinduliy difrakcija ir Brego désnis. Nors Konrodas Vilhelmas
Rentgenas 1895 m. pirma karta aptiko $ia spinduliuote, bet ju fizikiné prigimtis
nebuvo zinoma. 1912 m. Maksas von Laue nustaté, kad kristalai difraguoja
rentgeno spindulius. O seras Viljamas L. Bregas pastebéjo panasuma tarp
kristaly difrakcijos ir iprasto atspindZzio, iSvedé lygti, kuri apraso difrakcija,
kaip atspindi nuo gardelés plokStumy. Griztant prie rentgeno spinduliy
difrakcijos, Sio metodo esmé yra ta, kad krintancio spindulio kelyje esantys
analizuojamos medziagos elektronai pradeda svyruoti tokiu paciu dazniu ir
amplitude kaip ir pirminé spinduliuoté. Spinduliuotés sukeltos periodinés
elektrony tankio fliuktacijos gali sukurti konstruktyvia interferencija, kuri ir
yra detektuojama. Kiekvienas tiriamos medziagos atomas elgiasi kaip taskinis
1§sklaidytos spinduliuotés Saltinis. Taikant §; principa lipiduy skystakristaliy
sistemoms, galime teigti, kad spinduliy difrakcija vyksta nuo plokstumos.
Detalizuokime Brego désni: jei du rentgeno spinduliai (1) ir (2) ant dvieju
plok$tumy P/ ir P2, tarp kuriy yra atstumas d (1.6 pav.) krenta kampu 0, tai
elektronai, esantys taSkuose O ir C, pradés vibruoti, ir vibruojantys kriiviai
skleis spindulius visomis kryptimis [83]. Ta kryptimi susidar¢ antriniai
spinduliai 1' ir 2' turi tenkinti salyga — kiekvienas juy turi biiti maksimalaus
intensyvumo difragaves spindulys nuo plokStumos kampu 6 ir antriniy
spinduliy 1' ir 2' fazés turi sutapti. Tuomet nubrézus aukstines i§ pirminio
spindulio kritimo tasko O 1 A ir B, turime, kad 24A0C = 2BOC =0, 0 AC=BC.
Todel spindulio 2' bangos fazé sutaps spindulio 1', jei AC+CB (=24C) yra
sveikas bangos ilgiy A skaiCius. Tai iSreiSkiama lygtimi:

2A4C = ni (1.1)
AC /d = sinf , tuomet pakeite gauname Brego désni:
2d sinf = ni (1.2)
Gaunamose difraktogramose yra pateikiami atspindéjimo intensyvumai ir q —
sklaidos vektorius, kuris apskaiiuojamas pagal Brego désnio iSvesting lygti:

|->| _41Tsin6 _2_1t 13
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¢ia: n — difrakcijos laipsnis (sveikasis skaiCius), A — krintancios rentgeno
spinduliuotés bangos ilgis, d — kintantis dydis, atstumas tarp kristalinés

gardelés plokstumy [83-86].

1.6 pav. Difrakcijos sqlygos elementarioje kristalinéje gardeléje [86]

Taigi, d atvirkSciai proporcingas sinf, todél kuo didesni kartotiniai
atstumai d, tuo mazesni kampai ties kuriais stebima spinduliy difrakcija. IS to
seka, kad vienas svarbiausiu faktoriy yra rentgeno spinduliuoté. Norédami
nustatyti 6 kampus, kurie yra apie 1° (kas atitinka keleta ar keliolika nanometry
kartotiniy atstuma d), reikia iSgauti aukStos kokybés ir didelio pajégumo
rentgeno spinduliy, gaunamy tik sinchrotronuose. Todél SAXD metodas yra
idealus tvarkingy struktiiry su dideliais atstumais (pvz., skystyu kristaly ar
kompleksiniy skys¢iy) tyrimui.

Rentgeno difrakcijos vaizdas yra proporcingas atvirkstinei gardelei, t. y.
difrakcinio vaizdo intensyvumas yra susij¢s su kristalo erdvinés struktiiros
trimate Furjé transformacija. Atlik¢ atbuling transformacija, gauname
elektrony tankio pasiskirstyma, pagal kuri ir modeliuojame/priskiriame
atitinkamoms kristaly Seimoms. T. y. elektrony iSsidéstymas (arba tankis)
atspindi molekulés struktira. Kadangi kristaluose molekulés yra i$sidésciusios
periodiSkai, tode¢l elektrony tanki visoje kristalo gardeléje galima apraSyti
matematiskai, kaip perioding funkcija p (x, », z). O elektroninio tankio

zemeélapis yra periodiné funkcija, kurig galima apraSyti Furjé eilutémis. Norint
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galutinai nustatyti gardelés struktiira, reikia nustatyti atspindzio fazes.

Elektroninio tankio Zemelapi p(x, y, z) su difrakciniu vaizdu sieja lygtis:

p(x,y,z) = %Zth 21 Fh g~ 2milhxtky+ls) (1.4)

kurioje h, k ir [ yra atspindziy indeksai, o Fjy yra struktirinis elementas,
aprasantis atspindi. Kiekvienas struktiirinis elementas iSsamiai apraso
difragavusi spinduli, kuris sukelia atspindi 4kl. h, k ir [, dar kitaip vadinami
Milerio indeksai, kristalografijoje apibiidina gardelés plokStumas ir kryptis.
Jeigu naudojama trijy matmeny difrakcineé gardelé kaip matematinis modelis,
tai Sie trys indeksai A, k, [ tampa gardelés krastiniy a, b, c ilgiy atitikmenimis

(1.7 pav.).

1.7 pav. Kristolografiniy parametry hkl ir gardelés parametry abc sqsajos

Kristaly erdvinés grupés yra suskirstytos { septynias trimates kristaly
Seimas: triklinikiné, monoklinikiné, ortorombing, tetragoniné, trigoniné-
romboedrin¢, heksagoniné ir kubiné. Priklausomai nuo gardelés mazgy
pozicijos gardeléje, egzistuoja 7 primityviosios ir 7 neprimityvios Brave
(pranc., Auguste Bravais) gardelés. Septynios neprimityviosios gardelés
priklauso septynioms kristalinéms simetrijoms. Todél parenkant gardele,
atsizvelgiama ne tik 1 gardelg, bet ir 1 simetrija. Parinkdami viena 1§ 32 taSku
grupiy ir vieng 1§ 14 Bravé gardeliy, galime gauti 230 unikaliy tasky
iSsidéstymy erdveje ir Sie iSsidéstymai padeda jvardinti, kokiai erdvinei grupei
priklauso tiriama medziaga.

1.3.1 lentel¢je pateiktos dazniausiai LSK sutinkamy faziy indeksuojamy

kristaly Seimy tarpplokStuminio atstumo (d,;) skai¢iavimo formulés ir
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matematinés atspindziy désniu skaic¢iavimo formulés, kurios padeda tiksliai

nustatyti kristalo simetrijos tipa.

1.3.1 lentelé. Kristaliniy sistemy tarpplokstuminio atstumo (d,) skaiciavimo
formulés ir atspindzio désniai.

Kristaly Seima A AtspindZio désnis

. 2
Lameliné (La) (g) —12345.6 .

d
Kubiné 1 R2+k2+012 @ \2
Prims (Co) = (@) =2.3,4,6,8,9,10,11...
Kubiné a 2
1034 (Co (@) ~6,8,14,16,20,22 ..
Kubiné a 2_
I3 (C) (@) =2,4,6,8,10,12,14 ..
Kubiné a
Pyciy (dhk) 3.8,11,12,16,19,24..
Heksagoniné 1  4(h?>+hk+k?\ I? ,
ﬁ_§<T> +C_2 ( ) =1,3,4,7 ... H, atveju

1.3.4 Flavonoidy jterpimas j lipidy pagrindu sukurtas sistemas

Pastaruoju metu spanguolés kelia vis didesni visuomenés susidoméjima
kaip funkcinis maisto papildas, skirtas sveikatos gerinimui. Siose uogose gausu
fenoliniy riig8¢iy, flavonoliy, antocianiny, proantocianidiny. Moksliniai tyrimai
patvirtino, kad spanguolése esantys flavonoidai pasizymi antioksidaciniu,
antitrombogeniniu, prieSuzdegiminiu, prieSvéziniu, antivirusiniu poveikiu [27-
29, 48, 87, 88]. Didelio démesio yra sulaukes ir kvercetinas (QU) (3,3°,4",5,7-
pentahidroksiflavonas), vienas i$ gausiausiai spanguolése kaupiamy flavonoliy
aglikony, kuris pasiZzymi dideliu antioksidaciniu aktyvumu [89, 90]. Be
antioksidaciniy savybiu, QU taip pat pasizymi priesvézinémis, antivirusinémis,
antialerginémis savybémis [91, 92]. Atlikti in vivo ir in vitro eksperimentai
irodé, kad Sis natiiralus antioksidantas slopina kriities, plauciy, storosios
zarnos, prostatos, gimdos kaklelio piktybiniy naviky vystymasi [93-95].

Pagrindinés problemos, kurios riboja QU pritaikyma medicinoje, yra
mazas tirpumas vandenyje ir nestabilumas fiziologingje terpéje (pvz., preparata

vartojant per burna) [96]. Siekiant iSpleésti QU (o véliau ir natiiraliose
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spanguolése esanciy flavonoidy) klinikini pritaikyma, iSspresti tirpumo,
stabilumo ir biologinio prieinamumo problemas, bitina sukurti stabilias
pernasos sistemas, kurios tarnauty kaip tikslinés medziagos nesSikliai.
Literatiroje galima rasti jvairiy lipidu pagrindu sukurty pernaSos sistemuy su
imobilizuotu/iterptu QU (pvz.: mikrokapsulés [97], emulsijos [98-101],
nanosuspensijos [102], kietosios lipidinés nanodalelés [60, 103-106]), kurios i$
dalies iSsprendzia prieS tai minétas problemas. Keleta Siu eksperimenty
aptarsime placiau. 2007 m. pasirodziusioje publikacijoje autoriai siiilé QU
iterpti { polimetilmetakrilato pagrindu pagamintas mikrokapsules [97]. Be
pateikty morfologiniy, in vitro, veikliosios medZiagos atpalaidavimo tyrimuy,
autoriai nurodé¢, kad ikapsuliavimo koeficientas svyravo nuo 12,7 iki 26,9 %
(pirminiame mikrokapsuliy gaminimo etape, QU koncentracija buvo tik 0,4
%). Stabilumo tyrimai parodé, kad per 28 dienas, esant 42 °C temperatiirai,
veikliosios medziagos sistemoje teliko 18 %, esant 25 °C — 81 %. F.T.M.C.
Vicentini su kolegomis kaip veikliosios medziagos (QU) nesikli panaudojo
mikroemulsijas [99]. Siy sistemy sudétis baty: 15 % propilenglikolio ir
vandens faze (3/1, v/v), 46,75 % emulsiklis (Span 80 arba Tween 80) ir 46,75
% rapsuy aliejus. QU iStirpinamas aliejuje (0,3 %) ir ineSamas 1 bendra sistema.
Paruostos emulsijos buvo naudojamos in vitro ir in vivo skverbimosi pro oda
tyrimuose. S. Bose ir B. Michniak-Kohn kverceting iterpé i glicerilbehenato ir
oleino riigities pagrindu pagamintas kietasias nanodaleles [106]. Siose
sistemose veikliosios medziagos koncentracija buvo 0,05 ir 0,025 %.
Stabilumo tyrimai tgsési 14 savaiciy, kuriy metu méginiai buvo laikomi 2—8 °C
temperatiroje. Geriausius rezultatus parodé dalelés su iterpta mazesne QU
koncentracija — autoriai teigia, kad iSmatuotas vidutinis daleliy dydis ir z-
potencialas liko nepakite. Taip pat daug démesio sulauké fosfolipidy pagrindu
sukurtos {vairios vaistiniu medziagy neSikliy sistemos ir liposomos, kurios
tinka kvercetino jterpimui ir pernasai [107-113]. Fosfolipidai dél savo
amfifilinés prigimties gali jtakoti veikliosios medziagos tirpuma neSiklyje,
iSsiskyrimo/i§éjimo greiti i neSiklio, taip pat padidinti absorbcija per

biologinius barjerus [73, 107, 114]. Bet iy nesikliy pritaikyma kasdieniniame
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gyvenime riboja sudétingas paruoSimas ir mazas ikapsuliavimo koeficientas
vandenyje netirpiy junginiy, tokiy kaip kvercetinas. Apibendrinant biity galima
pastebéti, kad daugelyje Siy eksperimenty i lipidines sistemas buvo iterpti labai
mazi kiekiai QU. Antra, kadangi Sios paruosStos sistemos buvo naudojamos
lokalizuotiems eksperimentams ant odos ir gleivinés, ilgalaikiai stabilumo
tyrimai neatlikti arba $iy tyrimy metu buvo matuojama ne tiesioginé kvercetino
koncentracija sistemose, o pvz., vidutinis daleliy dydis ar antioksidacinis
aktyvumas.

Kaip alternatyva, hidrofobiniy, hidrofiliniy, o taip pat ir amfifiliniy
junginiy iterpimui, pradétos taikyti nelamelinés SK fazés, kurios ne tik gerai
tirpina $iuos junginius, bet ir pasizymi daug didesniu talpos plotu nei lamelinés
SK fazés [115-117]. Todél gali buti pritaikytos sistemy, skirty baltymuy,
peptidy ir maisto komponenty pernasai [79, 118]. Kaip jau raséme anksciau,
nelamelinés SK fazés, tokios kaip heksagoniné, kempiné ir kubiné,
priklausomai nuo lipidy prigimties ir (arba) lipidy miSinio sudéties, gali
formuoti mono arba bisluoksnes besitgsiancCias savitvarkes struktiiras [74].
Vienos ju, glicerolio dioleato (GDO) ir sojos fosfatidilcholino (SPC) pagrindu
sukurtos lipidinés pernasos sistemos pasiZymi savo universalumu, t. y.
bioadhezija, kontroliuojamu veikliosios medziagos atpalaidavimu, didele talpa
iterpiamam junginiui ir geba formuoti platy spektra savitvarkiy struktiiry nuo
lameliy iki nelameliniy SK faziy [119, 120]. Be to, 1 lipidy SPC/GDO miSinius
prid¢jus nedidel; kieki polimerinio daleliy stabilizatoriaus P80 ir dispergavus
vandens pertekliuje, galima gauti nelamelines lipidy skystakritales nanodaleles,
su kontroliuojamu daleliy dydziu ir vidine struktiira, kurias sékmingai galima
taikyti vaisty pernesimui [82, 121, 122]. Perzvelgus visa prieinama literatiira,
pavyko aptikti tik viena tyrima, kurio metu Murgia su kolegomis iterpé QU {
glicerolio monooleato (GMO) pagrindu suformuotas bisluoksnes besitgsiancias
kubines LSKN ir parod¢, kad nedideli kiekiai QU nekeicia nanodaleliy dydzio,

kriivio ir vidinés struktiiros [123].
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Tad, tiek lipidy skystakristalés fazés, tiek ir disperguotos SK nanodalelés,
pasizymincios dideliu vidiniu pavirSiaus plotu, gali tarnauti kaip patalpinimo,

apsaugos nuo degradacijos ir tikslinés medziagos atpalaidavimo matrica.

42



2  EKSPERIMENTO METODIKA

2.1 Reagentai ir medziagos

Tirpikliai: acetonitrilas (ACN), gradientinés ESCh grynumo (Sigma-
Aldrich, Vokietija); acetonas, >99,5 % grynumo (Merk Millipore, Vokietija);
etanolis (EtOH), 99,7 % grynumo (Merk KgaA, Vokietija); metanolis
(MeOH), gradientinés ESCh grynumo (Merk KgaA, Vokietija); skruzdziy
ragstis, 98-99 % grynumo (Scharlau Chemie, Belgija). Dejonizuotas vanduo
paruostas vandens gryninimo iranga NANOpure Infinity (Barnstead, JAV).

Flavonoidy etaloninés medziagos: miricetinas (CAS-Nr. 529-44-2),
>96,0 % grynumo, kvercetinas (CAS-Nr. 117-39-5), >98,0 % grynumo ir
kaempferolis (CAS-Nr. 520-18-3), >90,0 % grynumo (Sigma-Aldrich,
Vokietija). Pirminiai flavonoidy etaloniniai tirpalai (0,5 mg/g) buvo ruoSiami
metanolyje ir laikomi tamsiuose buteliukuose 4 °C temperatiiroje. MaZesniy
koncentracijy tirpalai buvo ruoSiami skiedziant pirminius etaloninius tirpalus
metanolio ir vandens miSiniu (9:1, v/v).

Kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos sorbentai: silikagelis, 40—63
um ir oktadecilsilikagelis (C18), 40—63 um, (Sigma-Aldrich, JAV).

Lipidai: diglicerolio monooleatas (DGMO) (Danisco, Danija), glicerolio
dioleatas (GDO) (Danisco, Danija), sojos fosfatidilcholinas (SPC S100)
(Lipoid GmbH, Vokietija), glicerolio monoeleato eteris (GME) (Niko
Chemicals, Japonija), komercinis mono-, di- ir trigliceridy miSinys Campul
GMO-50 (Abitec, JAV).

Polioksitileno sorbitano monooleatas (Polisorbatas 80, P80, Tween 80)
(Abitec, JAV). Sio junginio ir dvieju lipidy, daugiausiai naudoty $iame darbe,
strukttrinés formulés pateiktos 2.1 paveiksle.

Antioksidaciniy savybiy tyrimy reagentai: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas
(DPPH), (Sigma-Aldrich, Vokietija), (+)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetra-
metilchroman-2-karboksi riigStis (Troloksas), >97,0 % grynumo (Sigma-
Aldrich, Vokietija).

Meéginys: liofilizuoty spanguoliy milteliai (Healthy Supplies, JK).
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2.1 pav. Lipidy sojos fosfatidilcholino (SPC), glicerolio dioleato (GDO) ir
stabilizuojancio agento P80 struktiirinés formulés

2.2 Meéginiy paruoSimo procediiros

2.2.1 Kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos procediira

0,5 g pasirinkto disperguojancio sorbento suberiama i agato gristuve, ant
sorbento sulasinama modelinio flavonoliy etaloninio tirpalo (0,05 mg/g
miricetino ir kvercetino), miSinys atsargiai sutrinamas su agato gristuve.
Dispergavus méginj su sorbentu (apie 2 min), gautas misSinys suberiamas {
tus¢ia 15 ml tirio SvirkSto korpusa su filtru apacioje, uzdengiame i§ virSaus
kitu filtru, lengvai supresuojama. Taip uZpildytas SvirkStas prijungiamas prie
frakciju  kolektoriaus, sujungtu su vakuuminiu siurbliu.  Analités
desorbuojamos su 5 ml pasirinkto vandens/metanolio miSiniu (eliucijos greitis

2-3 ml/min). Visi elivatai nugarinami iki sausos liekanos kambario



temparatiiroje azoto sraute. Liekana tirpinama 1 g MeOH, filtruojama ir
analizuojama.
Po ekstrakcijos optimizavimo, §i procediira buvo pritaikyta liofilizuoty

spanguoliy milteliy méginiams, maisto papildams.

2.2.2 Lipidy skystakristaliy faziy pirmtaky paruoSimas

Lipiduy skystakristaliy faziy pirmtakai ruoSiami maiSant atitinkamus
kiekius lipidy (DGMO, GDO, Campul GMO-50, GME ir SPC) su tirpiklio
priedu ir be. Lipidy miSiniai paliekami maiSytis 24 val. sukamajame jrenginyje
iki  pilnos homogenizacijos. ParuoSti meéginiai paliekami kambario
temperattroje iki tolimesnio panaudojimo. SK faziy pirmtakai su jterptu
modeliniu junginiu kvercetinu (QU) ar natiiraliais flavonoidais, ruoSiami
pridedant flavonoidy 1 pirmtakus ir paliekant juos homogenizuotis 2448
valandoms sukamajame jrenginyje. Norint jvertinti neiStirpusi iterpta jungini,
méginiai buvo apzitrimi pro kryZzminj poliarizatoriy ir Sviesos mikroskopa.
Siame darbe komponenty santykis lipidy miSiniuose pateiktas svorio

procentais (%).

2.2.3 Lipidy skystakristaliy faziy paruoSimas
Lipidy skystakristalés fazés gaminamos i§ lipidu SK pirmtaky (su
modelinés medziagos priedu ir be jo), juos (apie 300 mg) ilaSinant | vanden;,
santykiu SK pirmtakas/vanduo — 5/95. Paruosti meéginiai tuoj pat sandariai
uzdaromi ir palickami pusiausvyrintis kambario temperatiiroje 10 dieny iki

tolimesniy tyrimy.

2.2.4 Disperguoty lipidy skystakristaliy nanodaleliy paruoSimas

LSKN gamybai paruoSiami bevandeniai lipidy miSiniai sumaiSant
atitinkama SK pirmtaka (SPC/GDO = 35/65, 60/40 %), polimerini daleliy
stabilizatoriy P80 ir etanolj, santykiu 75/15/10 ((SPC+GDO)/P80/EtOH).
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Siuose misiniuose tirpinamas ir modelinis junginys QU ar atitinkamy frakcijy
junginiai, kuriy koncentracija biivo 0,5, 1,0, 2,0 ir 4,0 %. Lipidy skystakristaliu
faziy nanodalelés ruoSiamos disperguojant prieS tai paruoSta misini su
vandeniu, santykiu 17,5/82,5 %. Vandeninés dispersijos labai greitai ir stipriai
supurtomos, sandariai uzdaromos ir paliekamos 72 valandoms purtykléje (275

judesiu/min.), o véliau laikomos tamsoje, kambario temperattiroje .

2.2.5 Kbvercetino stabilumo tyrimai

Iterpto QU stabilumo tyrimai buvo atliekami lipidu skystakristaliy faziy
pirmtakuose, lipidy skystakristalése fazése ir disperguotose lipidy
skystakristalése nanodalelése. Tyrimy laikotarpis — trys ménesiai, kurio metu
bandiniai buvo laikomi kambario temperatiiroje, tamsoje. Numatytuose laiko
taskuose (1, 15, 30, 60 ir 90 diena) bandinio porcija (apie 10—-15 mg) buvo
tirpinama ACN:MeOH (1:1, v/v) miSinyje, santykiu bandinys:tirpiklis 1:100
(%), véliau méginys filtruojamas ir analizuojamas (Zr. 2.3.1 skyrelj).

Kiekvienas méginys analizuojamas tris kartus.

2.2.6 Antioksidacinio aktyvumo nustatymas naudojant DPPH’ radikalo
suriSimo testa

DPPH' radikalo paruo$imui buvo atsveriama 0,0236 g DPPH" reagento,
tirpinama ir skiedziama iki 100 ml 100 % MeOH. Kolbuté izoliuojama nuo
Sviesos ir 30 min. laikoma ultragarsinéje vonel¢je. Darbinis DPPH’ tirpalas
paruoSiamas, skiedziant pirmini DPPH" tirpala 100 % MeOH. Darbinio DPPH~
tirpalo absorbcija iSmatuojama spektrofotometru (zZr. 2.3.6 skyrelj) prie 515 nm
ir turi buti lygi 0,730 + 0,02 sant. absorbcijos vienety. [ matavimo kiuvetes
ineSama po 100 pl paruo$to méginio, pridedama 3,9 ml darbinio DPPH" tirpalo
ir palieckama 30 min. tamsoje iki matavimy. Absorbcija matuojama 515 nm
bangos ilgyje. Antioksidacinis aktyvumas nustatomas pagal Trolokso
kalibracinés kreivés lygti, koncentracijuy 25-100 mM intervale. Matavimai

buvo kartojami po tris kartus.
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Trolokso kalibraciné kreivé nustatoma tokia seka: paruoSiamas pirminis
Trolokso etaloninis tirpalas — iStirpiname 5 mg Trolokso reagento 100 ml
MeOH/H,0 (70/30, % v/v) miSinyje. Skiedimo btudu pagaminame keturis
kalibracinius tirpalus (100, 50, 25 ir 12,5 % Trolokso). I matavimo kiuvetes
ineSama 100 pl kiekvieno kalibracinio tirpalo, pridedama 3,9 ml darbinio
DPPH’ tirpalo. Absorbcija matuojama kiekvienam kalibracinés kreivés taskui
515 nm bangos ilgyje su spektrofotometru. Remiantis matavimais, gaunama
kalibraciné kreivé, kuri naudojama tolimesniuose antioksidaciniuose aktyvumo

skai¢iavimuose. Visi méginiai matuojami po tris kartus.

2.3 Iranga ir matavimo sglygos

2.3.1 Efektyvioji skys¢iy chromatografija-masiy spektrometrija

ESCh tyrimai buvo atliekami su Agilent HPLC 1100 Series (Agilent
Technologies, JAV) chromatografu, sukomplektuotu 1§ auksto slégio keturiy
kanaly gradientiniu siurblio, rankinés méginio jvedimo sistemos, kolonéliy
termostato ir fotodiodinés matricos (PDA) ultravioletinio bei matomo
(UV/VIS) spektro absorbcijos detektoriaus ir didelio jautrio jonuy gaudyklés
tipo masiy spektrometro Agilent 1100 LC/MSD Trap XCT Plus (Agilent
Technologies) Saltinio, taikant neigiama jonizacija. [vedamas meéginio tiiris —
20 pl. Chromatografiné kolonélé termostatuojama 25 °C temperatiroje.
Anali¢iy atskyrimui naudota Zorbax Eclipse XDB C-18 (150 x 4,6 mm,
5,0 um) kolonélé (Agilent Technologies, JAV) ir C18 prieskolonele (Agilent
Technologies, JAV). Judrios fazés srauto greitis — 1 ml/min. Judri fazé
formuojama 1§ dviejy eliuenty: dejonizuotas vanduo (A) ir metanolis (B),
partigstinti 0,5 % skruzdziy ragStimi. Eliucijos gradiento programa, MS-APCI
jonizacijos Saltinio parametrai pateikti skyriuje ,,Rezultatai ir jy aptarimas“
3.1.1 dalyje. Duomenys buvo apdorojami ChemStation B.01.03

programine jranga.
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2.3.2 Poliarizuojancios Sviesos mikroskopija

SK faziy tekstira ir struktiiriniai poky¢iai, kintant temperatiirai, buvo
stebimi poliarizuojancios Sviesos mikroskopu Optiphot, sukomplektuotu su
kamera DS-2Mv (Nikon) ir méginio kaitinimo stalu Analysa LTS350
(Linkam). MaZas méginio kiekis buvo padedamas ant mikroskopinio stikliuko
ir uzdengiamas kitu, stikliuky kraStai iStepami temperatirai atspariu silicio
tepalu, kuris apsaugo bandini nuo vandens iSgaravimo. Palaipsniui didindant
temperatiira (matavimo zingsnis — kas 5 °C, kaitinimo greitis — 1 °C/min.)
fiksuoti struktiiriniai pokyc¢iai. LSKN tyrimai su jterptu QU ar flavonoidais
buvo atlieckami su poliarizuojancios Sviesos mikroskopu DM 750 (Leica),

sukomplektuotu su skaitmeniniu fotoaparatu MC170 (Leica).

2.3.3 MazZojo kampo rentgeno spinduliy difrakcija

Detaliems lipidy SK faziy nanostruktiiros ir ju elgsenos tyrimams, esant
temperatiiros pokyCiams, buvo taikomas mazojo kampo rentgeno spinduliy
difrakcijos metodas (SAXD). Sie tyrimai atlikti Nacionalinéje sinchrotroninéje
laboratorijoje  MAX-lab, 1911-4 spindulio stotyje (Lundo universitetas,
Svedija), naudojant 1M PILATUS 2D detektoriy (981 x 1043 vaizdo tasky).
Keliy miligramy SPC/GDO SK faziy meéginiai sudedami | atskirus
poliimidinius langelius (Kapton®™), kurie pritvirtinami plieniniame laikiklyje.
Atstumas tarp méginio ir detektoriaus buvo 1917 mm. Difraktogramos
fiksuojamos vakuume, kai spindulio, einan¢io per méginj, bangos ilgis 0,91 A,
o spindulio dydis 0,25 x 0,25 mm (visas plotis maksimumo viduryje).
Matavimai atlikti 25, 35, 45, 55 ir 65 °C temperatiiry taskuose, kiekviename ju
pusiausvyros trukmé buvo 10 min., o ekspozicija — 60 s. Sidabro behenatas
(CH3-(CH,),-COOAg) buvo naudojamas atstumui tarp meginio ir
detektoriaus, ir pacio detektoriaus pozicijai sukalibruoti. Gauti CCD vaizdai
integruoti ir analizuoti Fit2D programine i{ranga (dr. A. Hammersley:

http://www.esrf.fr/computing/scientific/FIT2D).
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2.3.4 Dinaminé Sviesos sklaida ir zeta potencialas

Disperguoty lipidu SK nanodaleliy dydzio pasiskirstymai iSmatuoti
dinaminés Sviesos sklaidos, o daleliy pavirSiaus krivis — matuojant zeta
potenciala, elektroforezés metodais, naudojant ZetasizerNano ZS analizatoriy
(Malvern Instruments, JK). Matavimams naudojamos 1 ml tirio vienkartinés
kiuvetés, kuriose LSKN bandinys skiedziamas iki 99,5 % vandens. Duomenys
sukaupiami i§ 30 matavimy (kiekvienas trunka 10 s). Luzio rodiklis lipidy
nanodaleléms buvo 1,48, o vandeniui — 1,33. Tikrasis hidrodinaminis spindulys
(diametras) (Dy) apskaiCiuotas pagal Stokso-Einsteino lygti sferinéms
daleléms:

__ kgT
A 3mmp

Cia: k — Boltzmano konstanta, T — absoliuti temperatiira, 1 — dispersinés
fazeés klampa, r — sferiniy daleliy spindulys, D — difuzijos koeficientas. Daleliy
dydzio pasiskirstymai iSreiSkiami i§ apskaiciuoty intensyvumo vidurkiy ir
polidispertiSkumo indekso. Méginiai daleliy pavirSiaus kriivio matavimams
ruo$iami analogiSkai prie§ tai aprasSyta seka — vienkartinése 1 ml tiirio
kiuvetése, LSKN bandinj skiedziant vandeniu iki 99,5 %. Zeta potencialas
apskaiciuotas pagal Smoluchovskio aproksimacija vandeninéms dispersijoms
su dinaminiu klampumu 0,8872 cP, refrakcijos indeksu 1,33 ir dielektrine

konstanta lygia 78,5.

2.3.5 Kriogeniné transmisiné elektroniné mikroskopija

LSKN dispersiju méginiai kriogeninés transmisinés elektroninés
mikroskopijos  (krio-TEM)  matavimams buvo  ruoSiami  grieztai
konktroliuojamose aplinkos salygose, siekiant uZtikrinti stabilia oro
temperatira (25-28 °C) ir apsaugoti mégini nuo drégmeés praradimo. 5 pl
LSKN dispersijos (atskiestos iki 95 % vandens) bandinio uzneSama ant anglimi
dengty variniy groteliy, atsargiai nusausinama su filtro popieriumi. Ant
meéginio pavirSiaus susiformuoja plona skysciy plévelé (20400 nm). Grotelés

greitai panardinamos | skysta etang (-196 °C) tam, kad bandiniuose esantis
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vanduo pavirsty | amorfinj leda. Taip iSvengiama ledo kristaly susidarymo ir
iSsaugoma nepazeista méginio vidiné struktiira. Paruosti méginiai iki matavimuy
laikomi skystame azote (—196 °C). Matavimo metu méginiai perneSami
kriogeniniu laikikliu (Oxford CT3500) | mikroskopa Philips CM120
BioTWINCryo sukomplektuotu su prieSkolonéliniu energijos filtru Gatan
GIF100. Matavimo metu jtampos pagreitis buvo lygus 120 kV, o darbiné
temperatira palaikoma mazesné nei —180 °C. Nuotraukos padarytos

skaitmenine CCD kamera, esant mazai elektrony dozei.

2.3.6 Antioksidacinio aktyvumo nustatymas spektrofotometriniu metodu
UV/Vis spektrofotometru LAMBDA 25 (PerkinElmer, JAV) iSmatuotas
ir jvertintas antioksidacinis aktyvumas spanguoliy ekstraktuose, lipidinése

sistemose su modeliniu junginiu ir nattraliais ekstraktais.

50



3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Flavonoliy nustatymas ESCh-MS metodu, panaudojant KDE
Taikomi augalinés kilmés méginiy paruoSimo metodai chromatografinei
bei masiy spektrometrinei analizei daznai yra ilgai trunkantys, reikalaujantys
specifinés laboratorinés jrangos bei dideliu kiekiy organiniy tirpikliy. Siekdami
supaprastinti ir pagreitinti méginiy paruosimo procedira, flavonoliy iSskyrimui
1§ nattraliy spanguoliy ir maisto papildy, pritaikéme ir iStyréme kietafazés

disperguojamosios ekstrakcijos metoda, optimizavome ESCh-MS analizg.

3.1.1 Flavonoliy detektavimo ir atskyrimo salygy tyrimas

Kaip jau minéjome literatiiring¢je apzvalgoje, spanguoliy flavonoliy,
antocianiniy ir proantocianiniy atskyrimas ir identifikavimas dazniausiai
atlickamas ESCh-MS metodais. Vieno ar visos junginiy grupés atskyrimui
skys€iu chromatografinéje analizéje dominuoja atvirkS§¢iy faziy variantas,
kuriame nejudriomis fazémis naudojami nepoliniai sorbentai (pvz.,
oktasilikagelis (C8) ar oktadecilsilikagelis (C18)), o judriomis fazémis —
vandens ir poliniy tirpikliy (MeOH, ACN) misiniai. Siame darbe flavonoliy
atskyrimui pasirinkome atvirk$¢iy faziy C18 kolonélg ir metanolio-vandens-
skruzdziy riigSties sistema.

Pirmame etape buvo siekiama parinkti optimalius bangos ilgius, kuriuose
ne tik modeliniy, bet ir kity flavonoliy esanc¢iy spanguolése absorbcija biity
maksimali. 3.1 pav. pavaizduoti modeliniy flavonoliy absorbcijos spektrai,
iSmatuoti PDA detektoriumi. Analiziy rezultatai Sivose tyrimuose pateikti, kai
kvercetino ir kaempferolio absorbcijos signalai registruoti 370 nm, o miricetino
— 380 nm bangos ilgiuose. Buty galima visus Siuos tris junginius registruoti
370 nm absorbcijoje, bet Siame bangos ilgyje miricetino signalas persikloja su
kitais dviem junginiais esanciais natiiraliy spanguoliy ekstraktuose. Todél
miricetinas buvo detektuojamas 380 nm bangos ilgyje, dél ko detekcijos jautris

liko nepakites.
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3.1 pav. Flavonoliy (50,0 ug/g) absorbcijos spektrai ismatuoti PDA
detektoriumi

Nors modeliniy junginiy, t. y. miricetino, kvercetino ir kaempferolio

poliSkumai yra skirtingi ir Sias analites biity galima atskirti pritaikius izokrating

atskyrimo rezima, darbe naudojome eliucijos gradienta. Gradientinis reZimas
leidzia pilnai atskirti platy spektra spanguolése esanciy skirtingo poliSkumo
flavonoliy — toki rezultata buty sunku pasiekti taikant izokrating eliucija.

Gradientinis atskyrimas buvo optimizuotas atsizvelgiant | gera skyra,

priimtinas sulaikymo trukmes bei smailiy simetriSkuma. 3.1 lentel¢je pateikta

optimizuota gradientinés flavonoliy eliucijos programa. Flavonoliy atskyrima
gradientiniu rezimu iliustruoja 3.2 pav. pateikta chromatograma. ESCh

detektavimo salygos nurodytos 3.2 lentel¢je.

3.1 lentelé. Judrios fazés gradiento formavimo programa

Trukmé, min Metanolis, pariigStintas 0,5 % skruzdziy
rugStimi, %
0,0 30
7,0 50
12,0 60
16,0 70
18,0 70
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3.2 pav. Flavonoliy etaloninio misinio (10 ug/g) atskyrimas naudojant
optimizuotq gradientinj eliucijos reZimq
Kolonélé — Zorbax Eclipse ZDC C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Srauto greitis —
1000 pl/min., analités detektuojamos 370 ir 380 nm bangos ilgiuose.

Norint parinkti optimalias MS detektavimo salygas, buvo iSmatuoti
miricetino, kvercetino ir kaemferolio etaloniniy tirpalu masiy spektrai taikant
neigiama jony jonizacija cheminés jonizacijos atmosferos slégyje. Detekcija
atlickama 50-1400 m/z veréiy intervale. Matavimai atlikti parinkus S$iuos
optimalius parametrus*: vainikinio i§lydZio adatos itampa — +3500 V, kapiliaro
itampa — +3500 V, neSanciy duju t. y. azoto srauto greitis 6 1/min., temperatiira
— 315 °C, o iSgarinimo temperatiira — 350 °C. Turédami flavonoliy masiy
spektrus, pasirinkome didziausio intensyvumo deprotonizuotus molekulinius

[M-H] jonus kiekvienam junginiui, pagal kuriuos juos ir identifikavome (3.3

ir 3.4 pav.).
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3.3 pav. Eksperimentiskai ismatuoty flavonoliy etalony (10 ug/g) masiy

spektrai
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3.4 pav. Flavonoliy etaloninio misinio (10 ug/g) chromatograma, atliekant

analize MS-APCI optimaliomis sqlygomis*

Smailés: 1 — miricetinas, 2 — kvercetinas ir 3 — kaempferolis.

Kiekybiniam flavonoliy ivertinimui gali biti taikomi abu detektoriai, bet

PDA detektorius yra jautresnis maZzoms koncentracijoms, taip pat matuojant
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nattraliuy spanguoliy ekstraktus gaunamos stabilesnés bazinés chromatogramu
linijjos. Todél duomenys gauti su PDA detektoriumi buvo naudojami
kiekybinei analizei. Apibendrinti ESCh-PDA ir MS-APCI detektavimo

parametrai pateikti 3.2 lentel¢je.

3.2 lentelé. ESCh ir MS detektavimo parametrai flavonoliams

Analité Sulaikymo Detekcija Molekulinis
trukmé, min. PDA, nm jonas, m/z
Miricetinas 9,79 380 316,6
Kvercetinas 12,56 370 300,7
Kaempferolis 15,46 370 284,7

3.1.2 KDE salygy tyrimas

Literatiiros apZzvalgoje raSéme apie tai, kad sorbento prigimtis ir tinkamo
ekstrakcijos tirpiklio parinkimas yra vieni svarbiausiuy faktoriy itakojanciy
kietafaze disperguojamaja ekstrakcija (KDE), dél ko turime efektyvy junginiy
18skyrimg ir Svary galutini ekstrakta [66, 68, 69]. Sorbentas KDE naudojamas
ne tik dominanc¢iy anali¢iy adsorbcijai ir atskyrimui, bet ir méginio matricos
suardymui, tolygiam meéginio komponenty pasiskirstymui ir saveikai su
sorbento pavirSiuje esan¢iomis grup€mis arba sorbento pavirSiumi.

Siy tyrimy etape isbandéme silikageli ir oktadecilsilikageli (C18).
Anksciau publikuoty darby autoriai, taikydami KDE metoda, nurodé butent
Stuos sorbentus, kaip tinkancius fenoliniy junginiy adsobcijai i§ augalinés
kilmés matricos [66-68]. Preliminariuose tyrimuose i1 0,5 g pasirinkto
disperguojancio sorbento buvo ilasinta modelinio flavonoliy standarto (50
ng/g), disperguojama ir analités desorbuojamos per mégini leidziant
atitinkamus vandens/metanolio miSinius. Tyrimy metu buvo atsizvelgiama i du
kriterijus: anali¢iy iSgavas ir gauty ekstrakty grynuma. IS 3.5 pav. pateikty
rezultaty matyti, kad tuomet, kai ekstrakcija atlickama su poliniu sorbentu
silikageliu, miricetino ir kvercetino iSgavos siekia 35 % ir 52 % jau pirmojoje
frakcijoje (eliuentas — 100 % vanduo). Naudojant C18 modifikuota silikagelio

sorbentg $iy modeliniy junginiy iSgavos pirmojoje frakcijoje buvo labai mazos
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ir sieke tik 0,5 %. Geriausios i§gavos buvo tre€iojoje frakcijoje, kai analités
desorbuojamos 60 % MeOH eliuentu. Sie pirminiai tyrimai svarbiis norint
pasalinti trukdancius junginius i§ natiiraliy spanguoliy matricos ir norit gauti
ekstraktus tik su mus dominanciomis analitémis. D¢l Sios priezasties, C18
sorbentas buvo pasirinktas tolimesniems tyrimams.

Miricetino iSgava

100
m Silikagelis
80
R
S 60 -
o
> 4
2]
= 204
0- L
H,0 20% MeOH 60% MeOH 100% MeOH
80 Kvercetino iSgava
m Silikagelis
o mC18
52 60
S 40
@©
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N 90 4
o [
H,0 20% MeOH 60% MeOH 100% MeOH

3.5 pav. Modeliniy junginiy iSgavos (n=3), iSmatuotos disperguojant méginius
su 50 ug/g analiciy priedu skirtingo poliskumo sorbentais
Desorbuojancio tirpiklio ttris — 5 ml; disperguojancio sorbento kiekis — 5 g.

Kadangi tiriamy junginiy grupé pasizymi hidrofobiSkumu, efektyviai is
biologinés matricos ja turéty desorbuoti mazesnio polisSkumo tirpikliai, tokie
kaip acetonas ar heksanas. Taciau tokie tirpikliai ne maziau efektyviai
ekstrahuos ir paSalinius matricos komponentus, dél ko nukentés ekstrakcijos
atrankumas. Idealu, kai ekstrakcijos tirpiklis eliuuoja tik dominancias analites,
eliminuodamas nepageidaujamus junginius ar jy grupes. Pagal Siuos principus
tyrimams parinkome keturis mazesnio poliSkumo, taciau gerai tirpinancius
analites ir suderinamus su judria faze, naudojama ESCh analiz¢je, tirpiklius:
acetong (€=20,7), etanolj (¢=24,35), metanolj (¢=33,1) ir acetonitrila (¢=37.,5).

3.6 pav. pateiktos analiiy iSgavos, iSmatuotos disperguojant CI18 su
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modeliniais junginiais ir desorbuojant 5 ml atitinkamo tirpiklio miSiniu. IS
pateikty rezultaty matyti, kad geriausios i§gavos (70—81 %) gautos eliuentais
naudojant etanolj ir metanolj. Kaip ir buvo galima tikétis, acetonas, polinis
aprotoninis tirpiklis, nepasizyméjo efektyvia desorbcija Sios subklasés
fenoliniams junginiams. Eliucija atliekant su etanolio miSiniais gauti geri
rezultatai, taciau 5-15 % modeliniy junginiy buvo iSplauta jau antroje
frakcijoje. Eksperimentus atliekant su metanoliu, miricetino ir kvercetino
eliuuojama maksimaliai treCiojoje frakcijoje, o kitose frakcijose uZzfiksuoti
minimalis §iy junginiy kiekiai. Todél metanolis ir jo miSiniai su vandeniu
pasirinkti tolimesniems tyrimams. Specifiniy klasiy junginiy, pasiZymin¢iy
skirtingu tirpumu, ekstrakcija su metanoliu 1§ spanguoliy uogu sutapo su pries

tai publikuotais tyrimais [38, 44, 48].

Miricetino iSgava
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3.6 pav. Tirpiklio prigimties jtaka miricetino ir kvercetino isgavoms
Sorbentas — C18 (0,5 g); desorbuojancio tirpiklio tiiris — 5 ml; I frakcija — 100
% H,0; 1I frakcija — 20 % organinio tirpiklio; III frakcija — 60 % organinio
tirpiklio; I'V frakcija — 100 % organinis tirpiklis.

57



Optimizuojant anali¢iy ekstrakcijos salygas paprastai siekiama
maksimalaus ir kuo atrankesnio ju iSskyrimo i§ méginio matricos minimaliu
tirpiklio tiiriu. 3.7 pav. pateikta metanolio tiirio jtaka modeliniy junginiy
iSgavoms. Kaip matome, didziausia miricetino (97 %) ir kvercetino (83 %)
ekstrakcija/desorbcija pasiekiama su 10 ml eliuento. Naudojant maZesnius
eliuento turius, desorbuojasi ir mazesni kiekiai tiriamy anali¢iy t. y. miricetino
iSgavos varijavo nuo 85 % iki 91 %, o kvercetino — 72-77 %, atitinkamai.
Reikétuy paminéti, kad pernelyg dideli kiekiai eliuento gali gerokai sumazinti
jautri ir prailginti méginio paruoSimo procediira. Atsizvelgiant i visus Siuos
faktorius, nuspresta eliucija atlikti su 10 ml tiirio kiekvienos frakcijos vandens

ir (ar) metanolio miSiniais.

100

—4¢— Miricetinas

A= -

80 -

ISgava, %

75

I/

70

: . : r . T . r : : .
5 10 15
Eliuento tiris, ml

3.7 pav. Miricetino ir kvercetino iSgavy priklausomybé nuo eliuento tiirio
Sorbentas — C18 (0,5 g); pateikti III frakcijos matavimy duomenys.

KDE metode kaip ir kitose klasikinése ekstrakcijose siekiama
maksimaliai i§ekstrahuoti nustatomas analites kuo minimalesnémis medziagy,
(t. y. sorbento, eliuento ir pan.,) kiekiais ir laiko sanaudomis. Ekstrakcijos
efektyvumas, gauty ekstrakty grynumas, taip pat nustatymo jautris atliekant
analizg¢ priklauso nuo méginio ir sorbento masiy santykio. Literatiiroje, dirbant
su KDE metodu, $is santykis varijuoja nuo 1:1 iki 1:4 [67]. Pirmiausia

atlikome eksperimentus, kuriy metu 1 keturis skirtingus C18 sorbento svérinius
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(0,25; 0,5; 1,0 ir 1,5 g) ineSéme fiksuota kieki modeliniy junginiy. Analiciy
desorbcija buvo atlikta su 10 ml metanolio vandeniniy mi$iniy t. y. visos
keturios frakcijos iSplaunamos po 10 ml atitinkamo eliuento. Po atlikty
matavimy apskaiciuotos anali¢iy iSgavos pateiktos 3.8 pav. Kaip matome,
abiem atvejais geriausi rezultatai pasiekiami ekstrakcijos metu naudojant viena

grama C18 sorbento.
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3.8 pav. Miricetino ir kvercetino isgavy priklausomybé nuo disperguojancio
sorbento masés
Sorbentas — oktadecilsilikagelis; pateikti III frakcijos matavimy duomenys.

Optimaliausias méginio ir disperguojancio sorbento santykis priklauso ir
nuo méginio matricos prigimties. Kadangi iki §io Zingsnio buvo dirbama su
modeliniais junginiais, tam, kad isitikintuméme savo pasirinkimo teisingumu,
atlikome eksperimentus su liofilizuotais spanguoliy milteliais. Siy tyrimy metu
pasirinkome keturis skirtingus santykius nuo 1:3 iki 1:6, kuriuose
disperguojan¢io C18 sorbento kiekis buvo fiksuotas (1 g), o kintamasis —
liofilizuotos spanguolés (0,16; 0,2; 0,25 ir 0,33 g). Siame Zingsnyje vizualiai
buvo ivertinamas galutiniy ekstrakty Svarumas; lyginamos ESCh analiziy
chromatogramos, siekiant jvertinti, ar reikalingos papildomos ekstrakty valymo

procediiros, ar biitinos praskiedimo ar koncentravimo procediiros.
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Optimizuotos flavonoliu ekstrakcijos procediros KDE metodu salygos
buty: 1,0 g oktadecilsilikagelio agato griistuvéje trinama (apie 2 min) su 0,25 g
liofilizuoty spanguoliy milteliy, disperguotas miSinys suberiamas i Svirksto
korpusa su filtru apacioje, Svelniai supresuojamas, uzdengiamas su kitu filtru i$
virSaus ir desorbuojame analites 10 ml tiirio keturiomis frakcijomis eliuenty
(vandens/metanolio miSiniais); surinkti ekstraktai sukoncentruojami iki sausos

liekanos azoto sraute, likutis tirpinamas 1 g metanolio ir analizuojamas.

3.1.3 Metodo tinkamumo jvertinimas

Norédami atlikti metodo patvirtinima, ivertinome §ias charakteristikas:
atrankumas kitiems flavonoidams, kalibracinés kreivés tiesiSkumas, aptikimo
riba (AR), nustatymo riba (NR), pakartojamumas, glaudumas ir teisingumas
(vidinis laboratorijos atkuriamumas).

Kalibravimo grafiky tiesiSkumo intervalai trims flavonoidams buvo
matuojami su astuoniomis skirtingomis koncentracijomis, intervale nuo 0,25
iki 50,0 pg/g. Visi analizuoti junginiai parodé gera tiesiskuma (r*> 0,998)
matuotame intervale. Aptikimo ribos buvo nustatomos esant signalo/fono
triukSmy santykiui 3, o nustatymo ribos — esant signalo/fono triukSmy
santykiui 10. Nustatytos charakteristikos pateiktos 3.3 lenteléje, o 3.9 paveiksle

pavaizduotos anali¢iy kalibracinés kreivés.

3.3 lentelé. Pagrindinés analizinés charakteristikos (n=3)
Koreliacijos Aptikimo Nustatymo

Analité Tiesés lygtis koeficientas riba , riba’, ng/g
() ng/g
Miricetinas  y=0,026x — 0,001 0,999 0,08 0,1
Kvercetinas  y=0,027x — 0,001 0,999 0,08 0,1
Kaempferolis y=0,021x + 0,002 0,998 0,04 0,07

* — AR ir NR apskaiciuotos pagal PDA duomenis.
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3.9 pav. Flavonoliy kalibravimo kreivés

Po optimizavimo su modeliniais junginiais, KDE metodo procediira buvo
panaudota natiiraliy flavonoidy ekstrakcijai i$ liofilizuoty spanguoliy milteliy.
Analizés metodo teisingumas paprastai vertinamas optimizuotomis metodo
salygomis, analizuojant paliudyty pamatiniy medziagy (PPM) méginius su
tiksliai sertifikuotomis analités ar anali¢iy koncentracijomis. Jei tokiu
paliudyty pamatiniy medziagu néra, tuomet gali biiti atlickamas iSgavos testas
su ,tusCiu”“ méginiu, kuriame néra nustatomos analités. Siame darbe
susidiréme su problema — néra gaminami PPM, taip pat néra tokios pat arba
panasSios matricos meéginiy, kuriuose nebiity Siame darbe tiriamy anali¢iy.
Todél buvo nusprgsta méginio matricos jtaka metodo analizinéms
charakteristikoms ivertinti priedo metodu. [ kiekviena liofilizuoty spanguoliy
milteliy méginio porcija buvo pridedamas Zinomas kiekis flavonoidy etalony
(dvieju skirtingy koncentraciju t. y. 2,5 ir 10,0 pg/g), o po atlikty KDE
procediry, méginiai buvo iSanalizuoti ir apskaiciuotos iSgavos. 3.10 paveiksle
pavaizduotos liofilizuoty spanguoliy ekstrakto su 10 pg/g standarty priedu (a)

ir be standarty priedo (b) chromatogramos.
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3.10 pav. Liofilizuoty spanguoliy ekstrakto su etaloniniu priedu (10 ug/g) (a) ir
be priedo (b) ESCh-PDA chromatogramos

3.4 lentel¢je pateikti flavonoliy nustatymo liofilizuotuose spanguoliy
milteliuose rezultatai ir etalony priedo iSgavos. Pras€iausius i§gavos rezultatus
parodé¢ kaempferolis, nors nustatymo rezultaty santykinis standartinis
nuokrypis — maZesnis nei 10 %. Greiciausiai tokj rezultata nulémé tai, kad Sis

junginys nebuvo itrauktas i visa optimizavimo procediira. Puikius rezultatus
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pademonstravo miricetinas — iSgava yra lygi esant abiems pridétiems $io
junginio etalony koncentracijoms. Kvercetino iSgava virSija 100 % ir tai
sietume su méginio matrica ir joje esanCiy komponenty netolygiu
pasiskirstymu. Tai galéty patvirtinti ir tai, kad SSN abiejy prieduy koncentraciju
atveju yra beveik lygiis — 6,6 ir 6,3 %. Tad natiiralu, kad ineSus minimaly 2,5

ug/g etalono prieda gaunamas toks rezultatas.

3.4 lentelé. Miricetino, kvercetino ir kaempferolio nustatymas liofilizuotuose
spanguolése priedo metodu (n=35)

Analité ISgava £ SSN, %
Pridéta 2,5 ng/g Pridéta 10,0 ng/g
Miricetinas 97,9+ 3,4 98,7+9,5
Kvercetinas 111,5+6,6 102,2 + 6,3
Kaempferolis 59,1 £8,2 73,4+4,9

Optimizuotas KDE-ESCh-MS metodas buvo panaudotas flavonoliy
nustatymui maisto papilduose. Gamintojai informaciniuose lapeliuose teigia,
kad jy parduodami maisto papildai yra pagaminti i§ naturaliy spanguoliy
ekstrakty ir skirti gerai Slapimo piislés ir Slapimo taku funkcijos palaikymui.
Vaistinése isigijome keturiy gamintojuy papildus i§ trijy skirtingy valstybiy:
Lietuvos, Suomijos ir Cekijos. Vienas méginys nebuvo istirtas, nes nepavyko
atlikti ekstrakcijos. Greiciausiai tam itakos galéjo turéti tai, kad Siuose
papilduose be uogu ekstrakto gausu papildomu sintetiniy komponenty (avieciy
ir miSko uoguy aromato kvapiosios medziagos, saldikliai aspartamas,
acesulfatas K ir kt.). Tyrimy rezultatai pateikti 3.11 pav.

Kadangi visuose tirtuose méginiuose flavonolio kaempferolio buvo
Zemiau nustatymo ribos, kiekybiskai Sios analités negaléjome jvertinti. 3.12
pav. pavaizduota P2 gamintojo parduodamuy papildy ekstrakto ESCh-PDA

chromatograma.
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3.12 pav. Maisto papildo (P2) KDE metodu gauto ekstrakto ESCh-PDA
chromatograma

3.1.4 Flavonoidy nustatymo KDE-ESCh-MS metodais apibendrinimas
KDE metodas gali biiti s€¢kmingai taikomas flavonoidy ekstrakcijai i$
natiiraliy liofilizuoty spanguoliy, $iu uoguy pagrindu pagaminty maisto
produkty ir gérimy, maisto papildy, skirty sveikatos gerinimui. Gryniausi
ekstraktai gaunami méginius disperguojant su oktadecilsilikagelio sorbentu.
Atlikdami frakcionavima su skirtingos sudéties metanolio/vandens eliuentais
gauname uogy ekstraktus su skirtingomis flavonoidy grupémis. Flavonoiduy,

esanciy III frakcijoje (flavonoliy), chromatografinis atskyrimas trunka tik 17

64



min., tuo paciu galime vykdyti ir §iy junginiy masiy spektrometring detekcija.
Pagrindinis $io metodo privalumas — Zymiai trumpesné méginio paruo$imo
procedira: sunaudojami daug mazesni tirpikliu kiekiai, nereikalingos
papildomos méginiy valymo procediiros, dél ko 2—3 kartus sutrump¢ja analizés

trukmé.

3.2 Lipidy skystakristaliy sistemy su jterptu kvercetinu paruoSimas ir

charakterizavimas

Kaip jau minéjome literatiirinéje apzvalgoje, pastaruoju metu spanguolés
kelia vis didesni visuomenés susidomé¢jima kaip funkcinis maistas, skirtas
sveikatos gerinimui. Siuo metu svarbu ne tik sukurti ir pritaikyti naujus
analizés metodus augalinés kilmés medicininiams preparatams tirti ir
kontroliuoti, bet taip pat sukurti naujas stabilias pernaSos sistemas, kurios
tarnauty kaip tikslinés medziagos nesikliai. Siuo pozidriu, lipidy skystakristalés
fazés, pasizyminCios dideliu vidiniu pavirSiaus plotu, gali tarnauti kaip
patalpinimo, apsaugos nuo degradacijos ir tikslinés medzZiagos atpalaidavimo
matrica. Lipidiniy sistemy studijoms pasirinkome komerciskai lengviausiai
prieinama sintetinj flavonolj kvercetina. Sis modelinis junginys yra gausiai
akumuliuojamas natiiraliose spanguolése — todél gali pilnai atstovauti jau
Siame darbe tirta flavonoidy grupe. Svarbu ne tik kontroliuoti veikliosios
medziagos kiekius lipidinése sistemose, esant praktiniams taikymams, bet ir
istirti veikliosios medziagos itaka paciai lipidinés sistemos vidinei struktiirai.

Tad §i iSsami studija su kvercetinu padéjo atsakyti | Siuos iSkeltus klausimus.

3.2.1 Modelinio junginio QU tirpumas lipidy miSiniuose
Tiesiogini kvercetino pritaikyma medicinoje riboja jo maZzas tirpumas
vandenyje ir maZas stabilumas fiziologinéje aplinkoje. Sia problema biity
galima iSspresti §1 jungini iterpus 1 daug palankesng terpg pvz., lipidy pagrindu

sukurtas sistemas. Iki Siol publikuotuose darbuose, kuriuose buvo tirtos lipidy
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ir kity amfifiliniy junginiy pagrindu sukurtos sistemos, tokios kaip
mikroemulsijos [99], liposomos [109], lecitino — chitosano nanodalelés [104] ir
kietosios lipidinés nanodalelés [103], maksimalus kvercetino tirpumas buvo
visiSkai mazas, o papildomai naudojant pavirSiaus aktyviasias medziagas ir (ar)
tirpiklius [101], Sio flavonoido tirpumas tesieke 0,5 %. Nors yra zinoma, kad
kai kurie vandenyje mazai tirpiis junginiai vis tik gali blogai tirpti ir lipidinése
sistemose dél jvairiy fizikiniy ir (ar) cheminiy priezasciu [114].

Pries atliekant rentgenostruktiirinius tyrimus su lipidy nelamelinémis
skystakristalémis fazémis, buvo jvertinta LSK faziy pirmtaky geba tirpinti
modelini jungini. Pirminiams tyrimams buvo pasirinktos §ios dvikomponenciy
lipidy sistemos: DGMO/GDO (85/15 ir 60/40 %), DGMO/GMO-50 (85/15 ir
60/40 %), DGMO/GME (85/15 ir 60/40 %) ir SPC/GDO (60/40 ir 35/65 %).
Rezultatai parodé, kad nepriklausomai nuo lipidu santykio, visuose mono ir
digliceridy pagrindu pagamintuose misiniuose, iStirpusio QU kiekis svyravo
nuo 0,3 iki 0,4 %. Kvercetino tirpumas nepager¢jo net | Siuos LSK pirmtakus
papildomai pridé¢jus 10 % etanolio. Taigi, iStyrus mono ir digliceridy
tirpinamaja geba, Sie rezultatai sutapo su prie§ tai publikuotais duomenimis
panasiose sistemose. Vertéty paminéti, kad komerciniuose ilgos grandinés
monogliceriduose (pvz., ,,Migloyl 812% ,,Capmul MCM*, ,Labrafil 1944%)
QU tirpumas siekeé 1 % [101].

Daug didesne tirpinamaja geba pasizymejo sojos fosfatidilcholino ir
glicerolio dioleato miSinys. Tiek SPC, tiek GDO pasiZzymi didele klampa ir
paruosti Siy komponenty miSing reikiamu santykiu yra labai sudétinga. Tad
nuspresta $iy lipidy miSinius pagaminti tik su tirpiklio priedu. I SPC/GDO
lipidy sistema papildomai pridéjus 10 % etanolio, kvercetino istirpo net 5 %.
Apibendrinant Sio etapo tyrimus, galime daryti iSvada, kad lipidy miSiniai,
sudaryti i§ monogliceridy ir digliceridy, su EtOH priedu ir be jo, turi ribota QU
tirpinamaja geba. [ lipidy sistema pridéjus sojos fosfatidilcholino tirpumas
padidéjo 10-20 karty. Todel SPC/GDO lipidy sistema su 10 % etanolio priedu

buvo pasirinkta tolimesniems tyrimams.
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3.2.2 Pilnai hidratuotos SPC/GDO skystakristalés fazés su jterptu
kvercetinu

Naujausi rentgeno spinduliu difrakcijos tyrimai parodé, kad pilnai
hidratuoty SPC/GDO misiniu nelameliniy skystakristaliy faziy elgsena yra
sudétinga [82]. 25 °C temperatiiroje, didéjant glicerolio dioleato kiekiui, pilnai
hidratuotuose SPC/GDO misSiniy SK fazése, vyksta Sie faziniai peréjimai:
lameliné (L,) — 2D atvirkstiné heksagonaliné (H,, iki SPC/GDO svorio
santykio 62,5/37,5) — kubiné atvirkstiniy miceliy, priklausanti Fd3m erdvinei
grupei (SPC/GDO svorio santykiy intervale 50/50 — 45/55 %) — 3D
atvirkStiné¢ heksagonaling, priklausanti P6;/mmc erdvinei grupei (SPC/GDO
svorio santykiy intervale 42/58 — 40/60) — nenustatytos SK struktiiros
regionas (SPC/GDO svorio santykiy intervale 39/61 — 37/63) — Fd3m fazé
(SPC/GDO svorio santykiy intervale 35/65 — 22,5/77,5) — L, (nuo SPC/GDO
svorio santykio 20/80). Taigi, norédami iStirti modelinio junginio {jtaka
skirtingoms SK faziy nanostruktiroms pasirinkome Siuos SPC/GDO svorio
santykius: 60/40, 50/50, 40/60 ir 35/65. Mazojo kampo rentgeno spinduliy
difrakcijos (SAXD) matavimai atlikti keturiuose temperatiry taskuose: 25, 35,
45 ir 55 °C.

3.13 paveiksle pateikti visiSkai hidratuoty lipidy SPC/GDO dviejy svorio
santykiy 60/40 ir 35/65 SK faziy su ijterptu QU (modelinés medziagos
koncentracijos: 0, 0,5, 1,0 ir 4 %) gauti SAXD tyrimy profiliai.

Visiskai hidratuotoje sistemoje SPC/GDO, kai lipidy svorio santykis yra
60/40, o temperatira — 25 °C, formuojasi 2D atvirkstiné heksagonaliné fazé
(H,) (zr. pav. 3.13 a), kurig charakterizuoja trys Brego smailiy santykinés
pozicijos 1: V3: V4 (Sioje vietoje ir visame 3.2 skyriuje indeksuojamy kristaly
Seimy parametro d ir atspindzio désniy skai¢iavimo formulés pateiktos 1.3.1
lenteléje). 45 °C temperatiiroje pradeda formuotis kita SK faze, greiciausiai
kubiné Fd3m - atsiranda papildomy piky. Tacdiau, nepriklausomai nuo
temperatiiros itakos ir skirtingy QU koncentracijy, visose difraktogramose
vaizdas iSlieka vienodas. Be to, apskaiCiuotas gardelés parametras a pagal

atitinkamus atspindZio désnius fazéms, nepriklausomai nuo iterptos modelinés
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medziagos koncentracijos ir analizés temperatiiros, iSliko beveik nepakitgs, t.
y. skiriasi neZymiai nuo 6,6 iki 6,7 nm. Tai parodo, kad miSiniuose su didele
SPC dalimi gaunamos H, fazés gali talpinti didelius kiekius hidrofobinio

kvercetino, nekeisdamos skystakristalés fazés nanostruktiros.

(a) 0%au ||(b) 0.5% QU ) 0%au |[[(d) 4.0% QU
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3.13 pav. Visiskai hidratuoty (95 % dejonizuoto vandens) lipidy SPC/GDO SK
faziy su jterpta modeline medziaga (QU) SAXD profiliai skirtingose
temperatiirose
Lipidu SPC/GDO miSiniy svorio santykiy 60/40 (a—d) ir 35/65 (e-h) SAXD profiliai
temperatiry 25-55 °C intervale. [terpto kvercetino koncentracija nurodyta

kiekviename SAXD profilyje.

Esant lipidy SPC/GDO tarpusavio svorio santykiui 35/65 (25 °C
temperatiiroje) susiformuoja atvirkstiné kubiné Fd3m fazé, kuria aiskiai
charakterizuoja pirmosios 9 Brego smailiy santykinés padétys, esan&ios \3: V8:
V11: V12: V16: V19: N24: N27: V32 (Zr. pav. 3.13 e). Priesingai nei H, fazé,

kubiné Fd3m fazés vidiné struktiira yra jautri tiek jterptai modelinés medziagos
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koncentracijai, tiek temperatirai. 45 °C temperatiiroje pradeda irti, o 55 °C
temperatiroje visiSkai transformuojasi { netvarkinga atvirkstiniy miceliy (L,)
faze, kuria patvirtina Brego smailiy iSnykimas ir ju peréjimas i dvi isplitusias
difrakcijos juostas. Kvercetino koncentracijos itaka hidratuoty faziy struktiirai
irodo tai, kad fazése su 0,5 ir 1 % modelinés medziagos tvarkinga kubiné
Fd3m struktiira pereina i netvarkinga faze 45 °C temperatiiroje (pav. 3.13 f ir
g). Tuo tarpu, kai Sioje sistemoje yra iterpta 4 % QU, toks pat persitvarkymas
stebimas jau esant 35 °C temperatirai. Kaip parodyta 3.14 paveiksle, abu
faktoriai t. y. iterptas QU ir temperatira, zymiai padidina gardelés parametrus,
kai lipidy SPC/GDO svorio santykis yra 35/65. Didéjant kvercetino
koncentracijai fazése nuo 0 iki 4 % 25 °C temperatiiroje, gardelés parametras a
did¢ja nuo 14,9 iki 15,6 nm. Negana to, aukStesn¢je temperatiiroje (45 °C),
fazése esant 1 % QU, Sis parametras didéja ir pasiekia didziausia verte, lygia
15,9 nm, iki visisko tvarkingos Fd3m struktiiros persitvarkymo i netvarkinga

L, faze.

16.0

158 |

15.6

154

15.2

Gardelés parametras (a), nm

15.0

148 1 1 1 1 1

Kvercetino koncentracija, %

3.14 pav. Gardelés parametro (a) priklausomybé nuo temperatiros ir jterpto
QU koncentracijos

Tyrimai atlikti su pilnai hidratuota atvirk$¢iy miceliy kubine Fd3m faze, kai
SPC/GDO svorio santykis — 35/65.
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Kvercetino paveikta tvarkiosios struktiiros iSardyma sistemoje biity
galima pagristi prielaida, kad vandenyje netirpus, hidrofobinis QU SK fazéje
pirmumo principu isiterpia tarp ilgu lipido angliavandeniliy grandiniy. QU
isitvirtinimas hidrofobinése tvarkingai iSsidésc¢iusiy atvirkstiniy miceliy srityse
padidina lipidy grandiniy sanglaudos itempi, tuo paciu ir atstuma tarp miceliy,
dél ko padidéja ir gardelés parametro a vertés. Tuo paciu metu, tolimesnis QU
Isiterpimas ir gardelés parametry didéjimas néra jmanomas, nes jvyksta fazés
persitvarkymas | netvarkinga L, fazg. Esant aukStesnéms temperatiiroms $is
procesas stebimas mazesnése QU koncentracijose, nes biitent temperatiira
inicijuoja tvarkiosios lipidy struktiiros iSirima. PanaSus faziy elgesys stebimas
taip pat ir SPC/GDO kubinés Fd3m su jterptu benzidaminu, lidokainu ir
granisetronu [120].

Be to, ne toks zymus, bet panasus tvarkiosios struktiiros suardymas
sukeltas kvercetino stebimas ir SK fazése, kai lipidy SPC/GDO miSiniy svorio
santykiai buvo 50/50 ir 40/60 % (pav. 3.15). Siuo atveju jterptas QU turi maZa
itaka gardelés parametrams SK fazése. Taciau, abiem atvejais QU mazina faziy
virsmo temperatiira, kai 1§ tvarkingos SK fazés pereinama 1 L, fazg, kuri buvo
stebima esant aukStesnei nei 45 °C temperatiirai.

Sioje vietoje galime daryti isvada, kad QU jtaka SPC/GDO faziy
nanostruktirai priklauso nuo lipidu svorio santykio. Taigi, kai sistema
sudaranciy lipidu svorio santykis yra 60/40, H, SK fazés struktiiros nepaveikia
iterptas QU. PrieSinga situacija, kai lipidy svorio santykis yra 35/65, kubiné
Fd3m fazé yra labai jautri jterptai QU koncentracijai — fazinis virsmas
prasideda esant 35 °C temperatirai ir 4 % QU. Galiausiai, SK fazés sudarytos
1§ lipidy svorio santykiy 50/50 ir 40/60, parodé vidutini jautri kvercetinui.
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3.15 pav. Visiskai hidratuoty (95 % dejonizuoto vandens) lipidy SPC/GDO
faziy su jterpta modeline medziaga (QU) SAXD profiliai skirtingose
temperatirose
Lipidy SPC/GDO miSiniy svorio santykiy 50/50 (a—d) ir 40/60 (e—h) SAXD profiliai
temperatiry 25-55 °C intervale. [terpto kvercetino koncentracija nurodyta

kiekviename SAXD profilyje.

3.2.3 Disperguoty lipidy SPC/GDO skystakristaliy faziy nanodalelés su
iterptu kvercetinu

Sios dalies tikslas buvo istirti kvercetino itaka lipidy skystakristaliy
nanodaleliy (LSKN) dydZiui ir jy stabilumui. Disperguotos LSKN gaunamos
SK fazes i$skaidant vandeninés terpés pertekliuje su stabilizuojanciu agentu
»Polisorbatas P80 (P80). Tyrimams buvo pasirinkti du lipidy SPC/GDO
pirmtaky santykiai — 60/40 ir 35/65 %, o stabilizatoriaus ir lipido santykis
iSlaikomas fiksuotas visy eksperimenty metu (detalesné LSKN gamybos eiga

aprasyta skyriuje ,,Eksperimento metodika* 2.2.4 dalyje). Daleliy dydis, kriivis
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ir morfologija buvo matuojama dispersijose, kuriose buvo jterpta 0,5, 1, 2 ir

4 % modelinés medziagos.

4.0 % QU 4.0% QU
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3.16 pav. Daleliy dydzio pasiskirstymo priklausomybé nuo QU koncentracijos
ka tik paruostose (istisine kreivé) ir po 3 ménesiy (tasky kreivé) LSKN
LSKN dispersijose SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (a) ir 35/65 (b). Dispersijos
buvo paruostos 82,5 % vandens, lipido ir P80 svorio santykis iSlaikytas fiksuotas —

75/15.

3.16 paveiksle pateiktos daleliu dydzio pasiskirstymo priklausomybés
nuo kvercetino koncentracijos. Paveikslo 3.16 a ir b dalyse, esant zemoms QU
koncentracijoms, LSKN dispersijose labai gerai matomi monomodaliniai
daleliy dydZio pasiskirstymai, kuriy polidispersiSkumo indeksai svyravo
intervale nuo 0,13 iki 0,16. Abiem lipidy SPC/GDO svorio santykiy atvejais,
kai sistemose buvo iterpta 2 ir 4 % QU, dispersijose papildomai uZfiksuoti apie
5 um dydzio agregatai. Atlikus papildomus matavimus su poliarizuojancios
Sviesos mikroskopu, nustatyta, kad Sie didesni agregatai yra LSKN dispersijose
susidare ,,adaty” formos kristalai (pav. 3.17). Kadangi kristalai yra rySkios
geltonos spalvos (tai matoma zilirint ir pro nepoliarizuojancios Sviesos
mikroskopa), galima teigti, kad jie susiformuoja biitent i§ kvercetino. Sie

papildomi tyrimai parodo, kad SPC/GDO/P80 LSKN dispersijose
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homogeniskai gali buti jterpta iki 2 % kvercetino. Tuo tarpu tos pacios lipidy
kompozicijos pirmtakuose veikliosios medziagos koncentracija siekia 4-5 %.
Greitesnis kristaly susidarymas dispersijose gali biiti susijgs su dideliu daleliy
pavirSiaus ploto ir tiirio santykiu bei vandeninéje terpéje daug gausiau
susidaranciy kristalizaciniy QU centry skai¢iumi. Be to, negalima atmesti, kad
stabilizatorius P80 taip pat gali daryti jtaka QU tirpuma. Taciau reikéty
atkreipti démes;j 1 tai, kad QU kristalai ir faziy skirtumai nedaro jtakos lipidu
SK nanodaleliu dydzio pasiskirstymo charakteristikoms. Dziugu, kad LSKN
dispersijos su iterptu QU pasizyméjo geru koloidiniu stabilumu. Nedidelius
daleliy dydzio pasiskirstymo pokycius sistemoje pastebéjome tik po 3 ménesiuy,

dispersijas laikant tamsoje, kambario temperatiiroje (pav. 3.16 tasky kreive).

3.17 pav. Kvercetino kristaly poliarizuotos sviesos mikroskopijos nuotraukos

LSKN dispersijose
Lipidu SPC/GDO svorio santykis buvo 35/65, o jterpto QU koncentracija — 4 %.
Dispersijos buvo paruostos 82,5 % vandens, lipido ir P80 svorio santykis islaikytas
fiksuotas — 75/15.

IS 3.18 paveikslo kreiviy matome, kad vidutinis daleliy dydis priklauso ir
nuo lipidy svorio santykio, ir nuo veikliosios medziagos koncentracijos. Taigi,
kai lipidy SPC/GDO svorio santykis yra 60/40, dispersiju nanodalelés yra Siek
tiek didesnés ir apskaiciuoti daleliy dydzio vidurkiai yra nuo 140 iki 210 nm,
did¢jant QU koncentracijai nuo 0 iki 4 %. PrieSingai, kai dispersiné LSKN
sistema sudaryta 1§ 35/65 lipidy svorio santykio, dalelés yra maZesnés ir ju
dydis kinta nuo 80 iki 110 nm. Deja, mes negalime paaiSkinti QU daromos

itakos daleliy parametrams vien tik fazine elgsena ir SK faziy
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nanostruktirinémis savybémis. Kadangi LSKN dispersijos buvo paruostos
mechaniskai purtant, mes manome, kad iterptas QU gali Siek tiek padidinti
sankibos jégas SK vidinéje struktiiroje ir (arba) paveikti monokristalo domeno
dydi. Todél daug daugiau energijos reikia SK faziy su jterptu QU suardymui |
mazesnes daleles. Be to, kintant QU koncentracijai LSKN dispersijose zeta
potencialas iSlieka nepakites ir yra apie -16 mV ir -10 mV, kai SPC/GDO
svorio santykis buvo 60/40 ir 35/65, atitinkamai. Atsizvelgiant | daleliy dydj ir
pavirSiaus ploto bei tiirio santyki, galima teigti, kad daleliy pavirSiaus kriivio

tankis yra panaSus abiems tiriamiems lipidu SPC/GDO svorio santykiams.
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3.18 pav.Vidutinio daleliy dydzio pasiskirstymo priklausomybés nuo QU
koncentracijos LSKN dispersijose
Paruostose dispersijose  SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (tusciaviduriai
rutuliukai) ir 35/65 (pilnaviduriai rutuliukai). Geresniam duomeny supratimui
nubréztos kreives.

Daugiau izvalgy apie disperguoty SK nanodaleliy su jterptu QU
morfologija ir nanostrukttra galime padaryti perzitrejus krio-TEM nuotraukas
(pav. 3.19) ir SAXD profilius (pav. 3.20). Pirmiausia, tiriamy daleliy dydzio
parametrai sutampa su daleliu dydzio pasiskirstymo matavimuy duomenimis.

Kai SPC/GDO svorio santykis 60/40, susiformavusios dalelés yra didesnés ir
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pasizymi tankesne vidine Serdimi, o ,ziedlapiais® iSsidésciusios lamelés ir

kempines* fazeés sudaro plonytj virSutinj sluoksnij (pav. 3.19 a -b).

3.19 pav. LSKN su jterptu QU krio-TEM nuotraukos
LSKN iterptas QU kiekis — 1 %, o SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (a ir
b) ir 35/65 (c ir d). Dispersijos buvo paruostos 82,5 % vandens, lipido ir P80
svorio santykis iSlaikytas fiksuotas — 75/15.

Siuos duomenis palyginome su prie§ tai atlikta studija, kurios metu
analizuotos panasiy svorio santykiy lipidy SPC/GDO ir stabilizatoriaus P80
sistemos, tik be kvercetino [124]. Atlikta rentgenostruktiiriné analizé parodé
nezymia QU {jtaka disperguotoms daleléms (3.20 pav.) Galima pazyméti, kad
gautuose SAXD profiliuose uzfiksuotos neryskios platéjancios difrakcijos

juostos. Tai buvo gana tikétina, nes yra zinoma, kad dispersiju stabilizatorius
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P80 gali deorganizuoti lipidu SPC/GDO skystakristaliy nanodaleliy viding
strukttira [121]. Pastebéta neZymi modelinio junginio itaka nanostruktiirai ir
morfologijai dispersijose su didesne dalimi SPC lipido sutapo su 3.2.2 skyriuje
aptartais SK fazinés elgsenos tyrimy rezultatais (pav. 3.13 a-d).

Kaip matome 3.19 ¢ ir d pav. nuotraukose, dalelés, kai dispersijose
SPC/GDO svorio santykis buvo 35/65, yra mazesnio dydzio, bet tankis daugiau
ar maziau vienodas visame dalelés turyje. Tai matyti 3.20 b pav.
pavaizduotame SAXD profilyje, kuriame néra uzfiksuota Brego difrakcijos
smailiy. Perzitir¢jus ir iSanalizavus keliasdeSimt krio-TEM nuotrauky galime
daryti iSvada, kad dalelés, paruostos su didesne dalimi GDO ir iterptu QU,
neturi aiSkiy/ryskiy hidratuoty dvisluoksniy vainiky, kurie yra matomi
SPC/GDO/P80 LSKN dispersijose [124, 125]. Sie pastebéti skirtumai gali bati
susije su fazine elgsena, kai jterptos mazos QU koncentracijos sukelia Fd3m
transformacija i atvirk$¢iuy miceliy L, fazg (pav. 3.13 e-d). Labiausiai tikétina,
kad butent mazas kiekis iterpto QU disperguotose SK fazése ir nulemia, jog
bty gautas homogeniSkas komponenty pasiskirstymas nanodalelése ir

inicijuotas lameliy vainiko susiformavimas pavirsiuje.

@ (b)
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Intensyvumas (log(s.v.))
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3.20 pav. Lipidy SPC/GDO skystakristaliy nanodaleliy SAXD profiliai
Lipidy SPC/GDO miSiniy svorio santykiy 60/40 (a) ir 35/65 (b) SAXD profiliai
iSmatuoti 25 °C temperatiiroje. [terpto kvercetino koncentracija nurodyta
kiekviename SAXD profilyje.
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3.2.4 Kvercetino stabilumo tyrimai lipidy SPC/GDO pirmtakuose, SK
fazése ir disperguotose LSKN
Viena svarbiausiy lipidy pagrindu sukurty neSikliy funkciju yra
veikliosios medziagos apsauga nuo degradacijos. Iterpto kvercetino trijose
lipidy SPC/GDO pagrindu sukurtose sistemose t. y. pirmtakuose, SK fazése ir
disperguotose LSK nanodalelése, cheminio stabilumo studija triko 90 dieny.
Modelinio junginio jvertinimui buvo naudojamas jau optimizuotas ESCh

metodas (3.1.1 skyrius), kurj Siek tieck modifikavome (3.4 lentelé).

3.4 lentelé. ESCh judrios fazés gradiento formavimo programa lipidy pagrindu
sukurtoms sistemoms analizuoti

Trukmé, min. Metanolis, parl'igévti'nta.lsOO,S% skruzdziy
rugStimi, %
0,0 30
7,0 50
12,0 60
16,0 70
18,0 70
20,0 100
25,0 100

3.5 lentelé. Pagrindinés analizinés charakteristikos kvercetino kiekybiniam
tvertinimui skirtingose lipidinése sistemose (n=3)

SP Cf,/GDO’ Méginio r’ AR NR  SSN, %
o tipas

Pirmtakas 0,998 5,0 15,3 <4,
35/65 LSK fazé 0,995 9,6 29 <4,1
LSKN 0,999 2,6 8,1 <2,7

dispersija
Pirmtakas 0,998 4.2 12,8 <6,1
60/40 LSK fazé 0,995 9,0 27,3 <6,6
LSKN 0,997 5,1 15,4 <5,0

dispersija

* — AR ir NR apskaiciuotos pagal PDA duomenis.
Iskéléme prielaida, kad jterpto junginio degradavimui itakos gali turéti
lipidu komponenty sudétis ir (arba) lipidiniy sistemy vidiné¢ erdviné

nanostrukttira. Stabilumo stebésenai pasirinkome 35/65 ir 60/40 lipidu
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santykius, kuriuose pirmuoju atveju susiformuoja atvirks¢iy miceliy kubiné
Fd3m fazé, o antruoju — 2D atvirkstiné heksagoniné (H,). | $ias savitvarkes
strukttiras buvo imodilizuota 0,5 ir 1,0 % QU.

Pirmiausia jvertinome analizines charakteristikas skirtingose sistemose,
esant skirtingiems lipidy santykiams (3.5 lentelé). Kalibraciniy kreiviy
tiesiSkumo intervalai kvercetinui buvo matuojami su SeSiomis skirtingomis
koncentracijomis, intervale nuo 1,0 iki 100 pg/g. Modelinis junginys visose
tirtose sistemose parodé gera tiesikuma (r*> 0,995). Aptikimo ribos buvo
nustatomos esant signalo/fono triuk§my santykiui 3, o nustatymo ribos — esant
signalo/fono triukSmu santykiui 10.

Per 90 dieny labai gera stabiluma QU parodé abieju SPC/GDO svorio
santykiy pirmtakuose (pav. 3.21 a ir d). Modelinio junginio islieka apie 85-90
% nepriklausomai nuo iterpto junginio kiekio ir nuo lipidy santykio miSinyje.
Sistemy suformuoty visiSkos hidratacijos budu, kurio metu susidaré pilnai
hidratuotos SK fazés (pav. 3.21 b ir e) ir LSKN dispersijos (pav. 3.21 c ir f),
turéjo didesne jtaka QU stabilumui. Siose sistemose uzfiksuotas tolygus ir
zymus QU koncentracijos maz¢jimas. SK fazgje, kai SPC/GDO svorio santykis
buvo 35/65, po 90 dieny laikotarpio QU lieka tik apie 60 %, o SK fazéje, kai
SPC/GDO svorio santykis — 60/40, QU iSgava tesieke 2540 %. Kaip matome,
mazamolekulinio junginio interpoliacijai labiau tinka sistema, kurioje susidaro
atvirk§ting kubiné Fd3m faze. Si zymy skirtuma galétume paaiskinti tuo, kad
Siuose tyrimuose naudotame SPC sudétyje yra nemazai linoleino riigSties
(C18:2) riebiyju rugsciy grandiniy. Yra zinoma, kad didé¢jant lipidy
neprisotinimo laipsniui greité¢ja lipidy autooksidacijos procesai, kuriy metu
susidaro aukSto reaktingumo pirminiai ir antriniai oksidacijos produtai [126].
SK fazése, kuriose dominuoja SPC lipidas, gali susidaryti dideli kiekiai
reaktanty, kurie saveikauja ir inicijuoja chemini QU degradavima. PrieSinga
situacija stebime SK fazése, kai dominuoja GDO lipidas, kuri sudaro oleino
rugsties esterio sociosios rugsciy liekanos.

Maziausias QU stabilumas uzfiksuotas LSKN dispersijose, kuriose po 90

dieny modelinio junginio liko 30-45 % (pav. 3.21 ¢ ir f). Dispersijose, kuriose
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dominavo GDO lipidas, gauti Siek tiek geresni rezultatai, nei dispersijose su
didesniu kiekiu SPC. Labiausiai tikétina, kad P80, kuris buvo naudojamas
LSKN dispersijuy stabilizavimui, taip pat galé¢jo veikti kompleksinius lipidu
autooksidacinius procesus, dél ko sumazéjo QU stabilumas. Kita vertus,
vandens penetracija ir difuzija i lipidy nanodaleles yra maziau apribota mazu
dalelés tiiriu, jei palyginsime su makroskopine SK faze, ir tai, ko gero,

paspartina QU degradacija.
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3.21 pav. [terpto QU cheminio stabilumo jvertinimas SPC/GDO pagrindu
sukurtuose pirmtakuose (a ir d), SK fazese (b ir e) ir LSKN dispersijose (c ir f)
Paruostose sistemose lipidy SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (tusciaviduriai
rutuliukai) ir 35/65 (pilnaviduriai rutuliukai), iterpto QU koncentracija — 0,5 (a—) ir 1
% (d—f) (pagal sausa QU kiekj). Paveiksle pateikti matavimy rezultatai: aritmetinis
vidurkis + standartinis nuokrypis (n=3).

3.2.5 Lipidy skystakristaliy sistemy su jterptu kvercetinu apibendrinimas

Lipidy sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato pagrindu suformuotos
lipidy skystakristalés sistemos gali buti sékmingai pritaikytos kvercetino
iterpimui ir pernasai. Tyrimy rezultatai parodé, kad lipidy SPC/GDO miSinyje,
su nedideliu kiekiu etanolio, iStirpo net 5 % kvercetino. Lipidy pagrindu
paruos$tos sistemos yra stabilios ir turi minimaly poveiki QU cheminiam
stabilumui, pra¢jus keliems ménesiams. Po pilnos hidratacijos SK pirmtakai
gali lengvai sudaryti savitvarkes nelamelines SK sistemas su skirtingomis

nanostruktiromis. Nustatyta, kad QU daro itaka SK faziy struktirai,
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priklausomai nuo lipidy svorio santykio. Sistemoje esant dideliam kiekiui SPC
lipido, iterptas QU praktiskai nedaro itakos H, fazés struktiiroms. Esant mazam
SPC kiekiui, QU neZymiai padidina atvirk§¢iy miceliy kubinés Fd3m fazés
daleliy gardelés parametrus ir pagreitina fazinj peréjima | L, faze aukstesnéje
temperatiiroje. Galiausiai, nelamelinés SPC/GDO pagrindu pagamintos LSKN
dispersijos, kuriose galima iterpti vir§ 2 % QU, suformuotos pasitelkus
stabilizatoriy P80, yra koncentruotos ir pasizymi koloidiniu stabilumu.
Dispersiju daleliy dydi galime keisti intervale nuo 80 iki 210 nm, kei¢iant
lipidu svorio santykj ir jterpto QU koncentracija.

3.3 Spanguoliy flavonoidy jterpimas j lipidy skystakristales sistemas ir

sistemy charakterizavimas

3.3.1 Naturaliy flavonoidy jterpimas j lipidy skystakristales sistemas

Optimizaveg kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos metoda, 1S
liofilizuoty spanguoliy milteliy i8skyréme III frakcijos flavonoidus. Kaip
mineéta, III frakcijoje (3FR) atskiriami flavonoliai — miricetinas, kvercetinas ir
ju glikozidai (eliuentas — 60 % MeOH) (zr. 3.1 skyriy). Taip pat buvo
pastebéta, kad tuo metu kai per ta pati disperguota su C18 sorbentu spanguoliy
meégini leidZiamas 4 frakcijos eliuentas — 100 % MeOH, iSsiplauna dar vieno
flavonoidy poklasio junginiai. Kadangi IV frakcijoje (4FR) esanciy junginiy
MS identifikavimas nebuvo atliktas, informacijos ieSkojome literatiiroje.
Skaitytoje literatiiroje autoriai pateikia skirtinga informacija, bet daugeliu
atveju 4FR priskirtume antocianinams arba proantocianidinams [32, 37, 38,
48]. 3.22 pav. pateikti 3FR ir 4FR flavonoidu absorbcijos spektrai, i§ kuriy

matyti, kad Siose frakcijose yra skirtingy pogrupiy flavonoidai.
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3.22 pav. Il ir 1V frakcijy flavonoidy (0,5 %) absorbcijos spektrai

3.2 skyriuje raSéme, kad lipidu sojos fosfatidilcholino ir glicerolio
dioleato pagrindu suformuotos lipidy skystakristales sistemos gali biiti
s¢kmingai pritaikytos kvercetino iterpimui ir pernasai. Tyrimams su nattraliais
flavonoidais buvo parinkti du Siy lipidy santykiai — 60/40 ir 35/65 %.
Pirmiausia, buvo jvertinta SPC/GDO lipidy SK faziy pirmtaky geba tirpinti
abiejy frakciju flavonoidus. Rezultatai parode¢, kad nepriklausomai nuo lipidy
santykio, 3FR flavonoidy iStirpo tik 1 %, o 4FR — 3 % sauso ekstrakto.
GreiCiausiai, tai yra susije¢ su 3FR esanciais kvercetino ir miricetino aglikony
glikozidais, bet tai pagristi reikéty papildomy tyrimy.

Kadangi 4FR flavonoidy iStirpo tris kartus daugiau, nanostruktiiriniams
tyrimams su lipidy nelamelinémis skystakristalémis fazémis pasirinkome
biitent Sia frakcija. 3.23 paveiksle pateikti visiSkai hidratuoty lipidy SPC/GDO
dviejy svorio santykiy 60/40 ir 35/65 SK faziy su jterptais 4FR junginiais
(iterpto sauso ekstrakto koncentracijos: 0, 1,0, 2,0 ir 3,0 %) gauti SAXD
tyrimy profiliai.

Visiskai hidratuotoje sistemoje SPC/GDO, kai lipidy svorio santykis yra
60/40, o temperatiira — 25 °C, formuojasi 2D atvirkStiné heksagonaliné faze
(Hy) (zr. pav. 3.23 a), kuria charakterizuoja trys Brego smailiy santykinés
pozicijos 1: \3: V4. 45 °C temperatiiroje pradeda formuotis kita SK faze,

grei¢iausiai kubiné Fd3m — atsiranda papildomy piky. Tac¢iau, nepriklausomai
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nuo temperatiiros itakos ir jterpty skirtingy 4FR flavonoidy koncentracijy,

visose difraktogramose vaizdas iSlieka vienodas. Tai parodo, kad miSiniuose su

didele SPC dalimi gaunamos H, fazés yra visiSkai tvirtos ir gali talpinti

didelius kiekius natiiraliy flavonoidy, nekeiciant skystakristales fazés
nanostruktiros.
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3.23 pav. Visiskai hidratuoty (95 % dejonizuoto vandens) lipidy SPC/GDO SK
faziy su jterptu 4 frakcijos spanguoliy flavonoidy ekstraktu (4FR) SAXD

profiliai skirtingose temperatiirose
Lipidy SPC/GDO misiniy svorio santykiy 60/40 (a—d) ir 35/65 (e-h) SAXD profiliai
ekstrakto koncentracija nurodyta

temperatiry 25-55
kiekviename SAXD profilyje.

°C intervale.

[terpto

Esant lipidy SPC/GDO tarpusavio svorio santykiui 35/65 (25 °C

temperatiiroje) susiformuoja atvirk§tingé kubingé Fd3m fazé, kurig aiSkiai

charakterizuoja pirmosios 9 Brego smailiy santykinés padétys, esan¢ios V3: V8:

V11: V12: N16: V19: N24: \27: V32 (Zr. pav. 3.23 e). Priesingai nei H, fazé,
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kubiné Fd3m fazés vidiné struktiira yra jautri tiek jterpty 4FR junginiy
koncentracijai, tiek temperatiirai. 45 °C temperaturoje ji pradeda ,.tirpti“, o 55
°C temperatiiroje tiesiogiai pereina i netvarkinga atvirkStiniy miceliy (L,) faze,
kuria patvirtina Brego smailiy iSnykimas. 4FR flavonoidy koncentracijos itaka
hidratuoty faziuy struktiirai jrodo tai, kad fazése su 1, 2 ir 3 % biojunginiy
tvarkinga kubiné Fd3m struktira pereina | netvarkinga faze 35 °C
temperatiiroje (pav. 3.23 f-h).

Taip pat buvo istirta abiejy frakciju flavonoidy itaka lipidy skystakristaliy
nanodaleliy (LSKN) dydziui. Disperguotos LSKN gaunamos SK fazes
i$skaidant vandeninés terpés pertekliuyje su stabilizuojan¢iu agentu
»Polisorbatas P80*“ (P80). Tyrimai buvo atlieckami su dvejais lipidy SPC/GDO
pirmtaky santykiais — 60/40 ir 35/65 %, o stabilizatoriaus ir lipido santykis
i1Slaikomas fiksuotas visy eksperimenty metu (detalesné LSKN gamybos eiga
apraSyta skyriuje ,,Eksperimento metodika* 2.2.4 dalyje). Daleliy dydis buvo
matuojama dispersijose, kuriose buvo ijterpta 0,5 ir 1 % sauso flavonoidy

ekstrakto (4FR atveju — 0,5, 1, 2 ir 3 %), iSskirto i$ nattraliy spanguoliy.

(a) (b)

1.0 % 3FR 1.0 % 3FR / N

N\

0.5 % 3FR \

0.0 % 3FR 0.0 % 3FR P4 \

1 1 1 1 1

Pasiskirstymas
Pasiskirstymas

~—.
—

0.5 % 3FR

1
0.001 0.01 0.1 1 10 0.001 0.01 0.1 1 10
Daleliy diametras, um Daleliy diametras, um

3.24 pav. Daleliy dydzio pasiskirstymo priklausomybé nuo 3 frakcijos
spanguoliy flavonoidy ekstrakto (3FR) koncentracijos kq tik paruostose LSKN
LSKN dispersijose SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (a) ir 35/65 (b). Dispersijos
buvo paruostos 82,5 % vandens, lipido ir P80 svorio santykis iSlaikytas fiksuotas —
75/15.
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3.24 paveiksle pateiktos daleliu dydzio pasiskirstymo priklausomybés
nuo 3FR flavonoliu koncentracijos. Paveikslo 3.24 a, kai SPC/GDO svorio
santykis lygus 60/40, LSKN dispersijose labai gerai matomi monomodaliniai
daleliy dydzio pasiskirstymai, kuriy polidispersiSkumo indeksai svyravo
intervale nuo 0,03 iki 0,04. Paveikslo 3.24 dalyje b, kai SPC/GDO svorio
santykis lygus 35/65, LSKN dispersijose daleliu dydzio pasiskirstymas labiau
i$sibarstes ir polidispersiSkumo indeksai svyravo platesniame intervale.

IS 3.25 paveikslo kreiviy matome, kad vidutinis daleliuy dydis priklauso ir
nuo lipidy svorio santykio, ir nuo veikliosios medziagos koncentracijos. Taigi,
kai lipidy SPC/GDO svorio santykis yra 60/40, dispersiju nanodalelés yra Siek
tiek didesnés ir apskaiciuoti daleliy dydzio vidurkiai yra nuo 140 iki 160 nm,
did¢jant 3FR koncentracijai nuo 0 iki 1 %. Kai dispersiné LSKN sistema
sudaryta 1§ 35/65 lipidy svorio santykio, daleliy dydzio parametry pokytis yra
minimalus. PanaSia tendensija stebéjome, kai buvo atlieckami disperguoty
LSKN su iterptu kvercetinu tyrimai (3.18 pav.). Greiciausiai, tai gali biiti susijg

su lipido agregato atsparumu jterpiamam junginiui.
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=
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3.25 pav. Vidutinio daleliy dydzio pasiskirstymo priklausomybés nuo 3
frakcijos flavonoidy koncentracijos (3FR) LSKN dispersijose
Paruostose dispersijose  SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (tusciaviduriai
rutuliukai) ir 35/65 (pilnaviduriai rutuliukai). Geresniam duomeny supratimui

nubréztos kreivés.
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3.26 paveiksle pateiktos daleliu dydzio pasiskirstymo priklausomybés
nuo 4FR flavonoidu koncentracijos. Paveikslo 3.26 a dalyje, LSKN
dispersijose monomodaliniai daleliu dydzio pasiskirstymai isliko tik esant
iterptoms mazoms 4FR koncentracijoms — polidispersiSkumo indeksai svyravo
intervale nuo 0,11 iki 0,13. Kai lipidy sistemose yra iStirpinta po 2 ir 3 % 4FR
spanguoliu ekstrakto, $is indeksas pasiskirsto platesniame intervale. Paveikslo
3.26 b dalyje, kai SPC/GDO svorio santykis lygus 35/65, LSKN dispersijose
daleliy dydzio pasiskirstymas labiau iSsibarstgs ir polidispersiSkumo indeksai

svyravo nuo 0,16 iki 0,2.
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3.26 pav. Daleliy dydzio pasiskirstymo priklausomybé nuo 4 frakcijos
spanguoliy flavonoidy ekstrakto (4FR) koncentracijos kq tik paruostose LSKN
LSKN dispersijose SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (a) ir 35/65 (b). Dispersijos
buvo paruostos 82,5 % vandens, lipido ir P80 svorio santykis iSlaikytas fiksuotas —
75/15.

IS 3.27 paveikslo kreiviy matome, kad vidutinis daleliuy dydis priklauso ir
nuo lipidy svorio santykio, ir nuo veikliosios medziagos koncentracijos. Taigi,
kai lipidy SPC/GDO svorio santykis yra 60/40, dispersiju nanodalelés yra Siek
tiek didesnés ir apskaiciuoti daleliy dydzio vidurkiai yra nuo 130 iki 150 nm,

did¢jant 4FR flavonoidy koncentracijai nuo 0 iki 3 %. PrieSingai, kai

dispersiné LSKN sistema sudaryta i§ 35/65 lipidy svorio santykio, dalelés yra
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mazesnés ir ju dydis kinta nuo 115 iki 140 nm. Deja, mes negalime paaiskinti
flavonoidy daromos jtakos daleliy parametrams vien tik fazine elgsena ir SK
faziy nanostruktiirinémis savybémis. Atsizvelgiant | daleliy dyd;j ir pavirSiaus
ploto bei tiirio santykj, galima teigti, kad daleliy pavirSiaus kriivio tankis yra

panasus abiems tiriamiems lipidy SPC/GDO svorio santykiams.
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3.27 pav. Vidutinio daleliy dydzio pasiskirstymo priklausomybés nuo 4
frakcijos flavonoidy koncentracijos (4FR) LSKN dispersijose
Paruostose dispersijose  SPC/GDO svorio santykis buvo 60/40 (tusciaviduriai
rutuliukai) ir 35/65 (pilnaviduriai rutuliukai). Geresniam duomeny supratimui

nubréztos kreives.

Lipidy sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato pagrindu suformuotos
lipidy skystakristalés sistemos gali biiti sékmingai pritaikytos ne tik kvercetino,
bet ir spanguolése esanciy flavonoidy jterpimui ir pernasai. Tyrimy rezultatai
parodé¢, kad lipidy SPC/GDO miSinyje, su 10 % etanolio, iStirpo net 3 % 4FR ir
1 % 3FR flavonoidy. Po pilnos hidratacijos SK pirmtakai gali lengvai sudaryti
savitvarkes nelamelines SK sistemas su skirtingomis nanostruktiiromis.
Galiausiai, nelamelinés SPC/GDO pagrindu pagamintos LSKN dispersijos,
kuriose galima iterpti vir§ 2 % 4FR flavonoidy, suformuotos pasitelkus

stabilizatoriy P80.
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3.3.2 Antioksidacinio aktyvumo palyginimas skirtingose lipidinése
pernasos sistemose su jterptais flavonoidais

Antioksidantai — junginiai, apsaugantys biologines sistemas nuo laisvyju
radikaly sukeliamo oksidacinio poveikio. Sie junginiai yra svarbiis mitybos
komponentai, kurie neleidZia susidaryti laisviesiems radikalams, juos slopina
ar dalyvauja ju suardymo procese. Antioksidantus pagal kilme galima skirstyti
1 sintetinius ir natiralius. Natiiralis, augaliniai flavonoidai, pasiZymintys
stipriomis antioksidacinémis savybémis, gali biiti vartojami kaip funkcinis
maistas arba nutraceutikai, turintys teigiama poveiki Zmogaus sveikatai. Siam
tikslui gali pasitarnauti naujos lipidinés pernaSos sistemos su iterptais
natiiraliais spanguoliy flavonoidais. [ lipidy SPC/GDO pagrindu sukurtas
savitvarkes sistemas buvo iterptas kvercetinas, III ir IV frakcijos flavonoidai ir
palyginti Siose sistemose esanciy biojunginiuy antioksidaciniai aktyvumai.
Paruostose SK pirmtakuose ir fazése lipidu SPC/GDO svorio santykis buvo
35/65 %, o jterpto QU, 3FR ir 4FR flavonoidy koncentracija — 0,5 %. Si lipidy
santyk] pasirinkome tod¢l, kad po atlikty cheminio stabilumo tyrimuy buvo
gauti geriausi rezultatai (3.2.4 skyrius, 3.21 pav.). Skirtingy LSK sistemuy, t. y.
pirmtaky ir faziy, antioksidacinis aktyvumas nustatytas 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH") radikalo sujungimo metodu. Tokie pat tyrimai atlikti ir
su spanguoliy III ir IV frakcijy metanoliniais ekstraktais.

IS atlikty tyrimy (3.28 pav.) matyti, kad nepriklausomai nuo lipidinés
sistemos, pirma dieng stipriausiu laisvuosius radikalus suriSan¢iu aktyvumu
pasizymejo kvercetinas (TEAC = 4,40 + 0,07 pirmtakuose ir TEAC = 4,35 +
0,09 fazése). Pagal aktyvuma minéty sistemy i$sidéstymas bty toks (1 diena):
kvercetinas (QU) iterptas i lipidy SK sistemas > 3FR flavonoidy ekstraktas >
4FR flavonoidy ekstraktas > 3FR flavonoidy ekstraktai jterpti | lipidu SK
sistemas > 4FR flavonoidu ekstraktas jterptas i lipidy SK sistemas.

Po 30 dieny $i eiluté Siek tiek pasikeicia: kvercetinas (QU) iterptas 1
lipidu SK sistemas > 3FR flavonoidu ekstraktai jterpti i lipidu SK sistemas >
3FR flavonoidy ekstraktas > 4FR flavonoidy ekstraktas jterptas i lipidu SK
sistemas > 4FR flavonoiduy ekstraktas (3.28 pav.).
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Nors spanguoliy ekstraktuose esanciy biojunginiu antioksidacinis
aktyvumas yra didesnis uz jterptus i lipidu SK agregatus, taciau, po 30 dieny
Sis parametras zymiai sumaz¢ja — 3FR ekstrakto TEAC sumazéjo 46 %, o 4FR
ekstrakto — 84 %. O lipidy pagrindu sukurtuose pirmtakuose ir fazése Sie
parametrai maZzai pakinta. Antioksidaciniy tyrimy duomenys gauti iStyrus
lipidu SK sistemy su jterptu kvercetinu siejasi su cheminio stabilumo tyrimais,
kurie pateikti 3.2.4 skyriuje, 3.21 paveikslo a ir b dalyse, ir dar karta patvirtina
atlikty tyrimy rezultatus. Todél sukurtas lipidu SPC/GDO skystakristales
sistemas galime taikyti, kaip flavonoidy patalpinimo ir apsaugos nuo

degradacijos matrica.
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o M 1 diena [y M 1 diena
£ (m30dieny [t 30 dieny
= 5 = 5
£ S
] g
£ 4 E 4
= =
> >
£ 3 £ 3 S
© o
2 @
5 2 E 2 ]
© ©
o °
g 2
s " s "
z z
0- 0 I
™ Qu ™ Qu
3FR flavonoidai jterpti j LSK pirmtakus 4 3FR flavonoidai jterpti j LSK fazes
H 1 diena M 1 diena
M 30 dieny 30 dieny

Antioksidacinis aktyvumas, mM (TE)
N

Antioksidacinis aktyvumas, mM (TE)
N

o

0 |
™ Ekstraktas* 3FR.F ™ Ekstraktas* 3FR.F

) 4FR flavonoidai jterpti j LSK pirmtakus 20 4FR flavonoidai jterpti j LSK fazes
my " |m 1 diena my " |m 1 diena
~ ¥ 30 dien ~ 30 dien
= 4 = .
E. 1,5 E. 1,5
2] 1]
© ©
E £
=1 =
> >
21,0 £1,0
© [}
2 0
{= (=
£ £
© ©
T05 05
(2] [
4 -
.0 =]
: ;|

0,0- 0,0

™ Ekstraktas* 4FR.F ™ Ekstraktas* 4FR.F

3.28 pav. Flavonoidy antioksidacinis aktyvumas lipidy SK sistemose

T™M — ,tusCias* meéginys, t. y. pirmtakas arba fazé be iterptos veikliosios
medziagos, 3FR.F — 3 frakcijos flavonoidai, 4FR.F — 4frakcijos flavonoidai,
QU — kvercetinas. * — 3FR ir 4FR spanguoliy metanoliniai ekstraktai. Pastaba:
antioksidaciniai aktyvumai apskaiciuoti pagal Trolokso ekvivalentus (TE) 100
mg meéginio, kuriame veikliosios medziagos koncentracija 0,5 %.
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ISVADOS

KDE metodas pirma karta pritaikytas flavonoidy ekstrakcijai i$
natiiraliy liofilizuoty spanguoliy, Siy uogy pagrindu pagaminty
maisto produkty ir maisto papildy. Flavonoliy chromatografinis
atskyrimas trunka tik 17 min., tuo paciu galima vykdyti ir Siy
junginiy masiy spektrometring detekcija.

Palyginus skirtingos prigimties (oktadecilsilikagelio ir silikagelio)
sorbentus flavonoliy i$skyrimui i§ liofilizuoty spanguoliy KDE
metodu, nustatyta, kad tiksliné junginiy grupé iSekstrahuojama
disperguojant méginius su oktadecilsilikageliu. Pilna ir atranki
flavonoliu ekstrakcija pasiekiama atliekant frakcionavima su 10 ml
skirtingos sudéties metanolio/vandens eliuentais.

Ivertinus optimizuoto KDE-ESCh metodo analizines
charakteristikas miricetinui, kvercetinui ir kaempferoliui nustatyta,
kad ekstrakcijos iSgava buvo didesné nei 97,7 % miricetinui,
111,5 % kvercetinui ir 59,1 % kaempferoliui. Metodo atkuriamumo
salygomis apskaiCiuoti santykiniai standartiniai nuokrypiai buvo
mazesni nei 9,5 %.

Ivertinta lipidy skystakristaliy faziy pirmtaky geba tirpinti modeling
jungini kverceting. Nepriklausomai nuo lipidy santykio, visuose
mono- ir digliceridy pagrindu pagamintuose miSiniuose, iStirpusio
kvercetino kiekis svyravo nuo 0,3 iki 0,4 %. [ lipidu sistema
pridéjus sojos fosfatidilcholino (SPC), kvercetino tirpumas padidéjo
10-20 karty.

Kvercetino itaka SPC/GDO faziy nanostruktiirai priklauso nuo
lipidy svorio santykio. Kai sistema sudaranciy lipidy svorio santykis
yra 60/40, H, SK fazés struktiiros nedaro jtakos iterptas QU. Kai
lipidy svorio santykis yra 35/65, kubiné Fd3m fazé yra labai jautri
iterptai QU koncentracijai — fazinis virsmas prasideda esant 35 °C

temperatirai ir 4 % QU.
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Nelamelinés SPC/GDO pagrindu pagamintos LSKN dispersijos,
kuriose galima iterpti virS 2 % QU, suformuotos pasitelkus
stabilizatoriy P80, yra koncentruotos ir pasizymi koloidiniu
stabilumu. Dispersiju daleliy dydi galime keisti intervale nuo 80 iki
210 nm, keiciant lipidy svorio santyki ir jterpto QU koncentracija.

Pagrindinis lipidy SPC/GDO pagrindu paruosty sistemy privalumas
yra ju stabilumas ir funkcija apsaugoti jterptas veikliasias medziagas
nuo degradavimo. [terpto kvercetino cheminis stabilumas sistemose
maz¢ja Sia seka: LSK pirmtakai > LSK fazés > LSKN dispersijos.

Skirtingos lipidy SPC/GDO pernasos sistemos su iterptu kvercetinu
ir natiiraliais flavonoidais iSlaiko antioksidacines savybes. Tuo tarpu
natiiraliy spanguoliy ekstraktai bégant laikui antioksidacines

savybes praranda.
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