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ĮVADAS 

 

Augalinės žaliavos apdorojimas impulsiniais elektriniais laukais (IEL) yra vienas 

sparčiausiai besivystančių metodų maisto pramonėje (Puértolas ir kt., 2016). Šis metodas 

taikomas gaminant gyvulinės ir augalinės kilmės maisto produktus (Toepfl, 2006; Jäger, 2013). 

Taikant IEL metodą, galima reikšmingai padidinti biologiškai aktyvių junginių ekstrakciją 

(Lebovka ir kt., 2003), pakeisti biologinių audinių struktūrines savybes (Pataro ir kt., 2011), 

vykdyti sulčių ir pieno produktų pasterizaciją (Arroyo ir kt., 2016). Dėl ypač trumpo apdorojimo 

laiko (μs – ms), IEL metodas, priešingai nei daugelis tradicinių augalinės žaliavos perdirbimo 

technologijų, nepasižymi žalingu terminiu poveikiu produkto kokybei (Pizzichemi, 2007). Šis 

technologinis privalumas augalinės žaliavos perdirbimo proceso metu leidžia išsaugoti didesnį 

kiekį žmogaus sveikatai naudingųjų medžiagų ir vitaminų (Azmir ir kt., 2013) bei išlaikyti 

natūralią galutinio produkto prekinę išvaizdą (Kannan, 2011). Nustatyta ir tai, kad IEL apdorotų 

vaisių sultys pasižymi net didesniu biologiškai aktyvių junginių kiekiu (Pataro ir kt., 2017). 

Paminėtina, kad taikant IEL metodą, proceso metu suvartojamas energijos kiekis yra net kelis 

kartus mažesnis negu taikant tradicines maistinės žaliavos perdirbimo technologijas (Haberl ir kt., 

2013).  

  Vertinant aplinkosaugos požiūriu, biologiškai aktyvių junginių ekstrakcijai būtina rinktis 

metodus, kuriems nereikia didelių organinių tirpiklių, energijos ir laiko sąnaudų (Mamidipally ir 

Liu, 2004; Esatbeyoglu ir kt., 2015). Todėl pastaruoju metu vis daugiau dėmesio skiriama 

inovatyviems ir aplinką tausojantiems ekstrakcijos metodams (Tiwari ir Cullen, 2013). 

Apdorojimas IEL daugeliu atžvilgiu yra efektyviausias būdas pasiekti biologiškai aktyvių 

junginių ekstrakciją, tačiau didelė technologinių parametrų (elektrinio lauko stiprumas, suteiktos 

specifinės energijos kiekis (SEK) bei į žaliavą paduotų impulsų skaičius) ir biologinių veiksnių 

(augalinės žaliavos savitasis elektrinis laidumas, audinių osmosinis slėgis) sklaida neleidžia 

parinkti optimalių IEL metodo parametrų, kurie būtų universaliai pritaikomi (Jäger ir Knorr, 

2017).  

Siekiant efektyviai padidinti biomolekulių ekstrakciją iš augalinės žaliavos, būtini nauji, 

platesnės apimties IEL parametrų tyrimai.        

Hipotezė. Tikėtina, kad, impulsinio elektrinio lauko (IEL) metodo technologinius 

parametrus (elektrinio lauko stiprumas, elektrinių impulsų skaičius ir suteiktas specifinės 

energijos kiekis) pritaikant specifinėms augalinės žaliavos savybėms (augalinės žaliavos savitasis 

elektrinis laidumas, audinių osmosinis slėgis), galima pasiekti optimalią biologiškai aktyvių 

junginių išeigą iš augalinės žaliavos.     
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Tyrimų tikslas – optimizuoti impulsinio elektrinio lauko (IEL) parametrus siekiant 

efektyviai padidinti biomolekulių ekstrakciją iš augalinės žaliavos.  

Tyrimų uždaviniai: 

1. Ištirti IEL sukeltos ląstelių elektroporacijos įtaką biologiškai aktyvių junginių išeigai iš 

mėlynių uogų (Vaccinium myrtillus L.), aitriųjų paprikų (Capsicum annum L.) ir 

raudonųjų burokėlių (Beta vulgaris L.).      

2. Įvertinti esminių IEL parametrų (elektrinio lauko stiprumo, elektrinių impulsų skaičiaus 

ir suteiktos specifinės energijos kiekio) įtaką augalinės žaliavos elektrinėms savybėms.  

3. Įvertinti IEL sukeltos augalinių ląstelių dezintegracijos įtaką biologiškai aktyvių 

junginių išeigai.    

4. Nustatyti technologinius dėsningumus tarp IEL parametrų, audinio dezintegracijos 

indekso ir biologiškai aktyvių junginių išeigos.  

5. Sukurti elektroporuotos ląstelės matematinį modelį, kuriuo būtų galima teoriškai 

įvertinti ląstelės išorinės terpės, ląstelės ir vakuolės citozolio elektrinių laidumų įtaką 

elektroporacijos proceso efektyvumui.    

Ginamieji teiginiai: 

1. Tinkamai parinkus IEL technologinius parametrus, galima vykdyti selektyvią 

biologiškai aktyvių junginių ekstrakciją iš augalinės žaliavos.    

2. Biologiškai aktyvių junginių ekstrakcijos efektyvumas labiausiai priklauso nuo 

elektrinio lauko stiprumo, suteiktos specifinės energijos kiekio ir impulsų skaičiaus. 

3. Siekiant teisingai įvertinti skirtingų IEL parametrų įtaką augalinės žaliavos ląstelių 

dezintegracijai ir biologiškai aktyvių junginių išeigai, ląstelių dezintegracijos indekso 

rezultatus būtina palyginti su išmatuotais ekstraktų elektriniais laidumais.    

4. Apdorojimo IEL metu indukuoto transmembraninio potencialo dydis ant biologinės 

ląstelės membranos ir vakuolės tonoplasto priklauso nuo ląstelės išorinės terpės, ląstelės 

citozolio ir vakuolės vidinės terpės elektrinio laidumo dydžių.     

Mokslinis naujumas. Pirmą kartą įvertinus kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos 

efektyvumą iš aitriųjų paprikų vaisių, panaudojant apdorojimą IEL, nustatyti papildomi teoriniai 

ekstrakcijos dėsningumai. Vykdant tyrimus su burokėliais, pirmą kartą įrodyti tiesioginiai sąryšiai 

tarp ląstelių membranų pažeidimų lygį parodančio Zp indekso, terpės laidumo ir bioaktyvių 

junginių išeigos. Sukurtas unikalus elektroporuotos ląstelės matematinis modelis, leidžiantis 

įvertinti ląstelės išorinės terpės, ląstelės ir vakuolės citozolių elektrinio laidumo įtaką 

transmembraninio potencialo indukavimui ant vakuolės tonoplasto membranos.      
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Praktinė darbo reikšmė.  Šiame darbe gauti rezultatai gali būti pritaikomi medicinoje ir 

maisto pramonėje, siekiant padidinti biologiškai aktyvių junginių ekstrakcijos efektyvumą, 

reikšmingai sutrumpinant ekstrakcijos laiką, sumažinant elektros energijos ir aplinkai 

kenksmingų organinių tirpiklių sąnaudas bei tikslingai panaudojant augalinės žaliavos antrinius 

perdirbimo produktus.   

Tyrimų rezultatų aprobavimas. Disertacijos tema paskelbti trys moksliniai straipsniai: 

vienas straipsnis referuojamame leidinyje su citavimo indeksu duomenų bazėje Clarivate 

Analitics Web of Science, vienas referuojamame leidinyje be citavimo indekso duomenų bazėje 

Clarivate Analitics Web of Science ir vienas recenzuojamame periodiniame leidinyje.   

Disertacijos tema parengta ir perskaityta dešimt pranešimų tarptautinėse konferencijose: 

šeši žodiniai (Airijoje, Slovėnijoje, Latvijoje, Austrijoje, Vokietijoje, Italijoje) ir keturi stendiniai 

(Lietuvoje, Portugalijoje, Jungtinėse Amerikos Valstijose, Prancūzijoje).         

Darbo struktūra ir apimtis. Disertaciją parengta lietuvių kalba, jos apimtis 180 puslapių. 

Darbą sudaro įvadas, literatūros analizė, tyrimų metodai ir sąlygos, tyrimų rezultatai ir jų 

aptarimas, išvados, literatūros sąrašas, mokslinių publikacijų disertacijos tema sąrašas, 

disertacijos tema paskelbtų moklinių publikacijų kopijos, santrauka anglų kalba ir darbo autoriaus 

gyvenimo aprašymas. Disertacijoje yra 30 paveikslų, 8 lentelės, panaudota 190 mokslinės 

literatūros šaltinių.   
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1. LITERATŪROS ANALIZĖ 

1.1. Biofizikiniai augalinių ląstelių elektroporacijos reiškiniai 

1.1.1. Augalinė ląstelė 

Taikant elektroporacijos metodą, svarbu žinoti tyrimo objekto biologines ir struktūrines 

savybes, į kurias atsižvelgus yra parenkami atitinkami IEL parametrai. Augalinė ląstelė – tai 

eukariotinė ląstelė, turinti būdingą struktūrą ir funkcijas. Savo dydžiu ir struktūra augalinė ląstelė 

labiausiai primena gyvūninę ląstelę. Struktūriniai skirtumai susiję su tuo, kad augalinė ląstelė turi 

vakuolę ir chroloplastus, o ląstelės membrana yra fiziologiškai susijusi su celiuliozine sienele, ir 

tik gyvūninei ląstelei yra būdinga liposoma. Augalinės ląstelės, didesnės nei gyvūninės, yra 

didžiausios biologinės ląstelės, kurių dydis pagal ląstelių rūšį gali varijuoti nuo 10 µm iki 1000 µm 

(Fry, 2017). Augalinės ląstelės dydis tiesiogiai priklauso nuo brandos etapo – kuo ląstelė labiau 

subrendusi, tuo ji didesnė. Augalinės ląstelės dažniausiai yra kampuotos ir / ar cilindro formos. 

Formą augalinei ląstelei suteikia jos sienelė. Kai gyvūninė ląstelė pasidalija į dvi naujas ląsteles, 

kiekviena iš naujai susidariusių ląstelių gali migruoti ir pakeisti savo buvimo vietą audinyje, o 

pasidalijus augalinei ląstelei, abi naujos susidariusios ląstelė dėl vidurinės lamelos (ang. middle 

lamella) lieka glaudžiai sujungtos ir negali migruoti (Fry, 2017). Didžiąją dalį (iki 90 %) augalinės 

ląstelės vidaus užima ne citoplazma, bet vakuolė (Pierce ir Higinbotham, 1970). Vakuolė ląstelėje 

veikia kaip laikina saugykla, kurioje kaupiami jonai, cukrai, amino rūgštys, baltymai ir 

polisacharidai (Karp ir Marshall, 2013). Vakuolėje taip pat nuo likusių ląstelės organoidų yra 

izoliuojami toksinai, kurie išsiskiria ląstelėje metabolinių procesų metu arba yra gaunami iš 

aplinkos (Karp ir Marshall, 2013). Vakuolės viduje esantys junginiai sudaro hipertoninį tirpalą, 

todėl per tonoplastą osmozės būdu į vakuolę intensyviai juda vandens molekulės (Karp ir 

Marshall, 2013). Osmozės sukurtas turguro slėgis spaudžia ląstelės membraną prie jos sienelės – 

taip palaikomas ląstelės tvirtumas ir padedama jai plėstis augimo metu (Karp ir Marshall, 2013). 

Vakuolės vidinė terpė yra rūgštinė, o būdingą pH sukuria ir palaiko ATP energiją naudojantys 

V tipo H+ baltymai „siurbliai“, kurie H+ jonus prieš elektrocheminį gradientą, per tonoplastą 

perneša į vakuolės vidų.   

1.1.2. Ląstelės sienelės įtaka biomolekulių ekstrakcijai 

Augalinio audinio perikarpo ląstelių (apie 80 % visų augalinių ląstelių) sienelės susideda iš 

pektino (~35 %), hemiceliuliozės (~25 %), celiuliozės (~30 %), mažo kiekio glikobaltymų ir tam 

tikro kiekio fenolinių junginių (Fry, 2017). Ląstelės sienelė susiformuoja tada, kai šie substratai 

yra išskiriami per protoplasto, augalinės ląstelė be sienelės, membraną į apoplastą. Šių trijų makro 

molekulių koncentracija keičiasi pagal augalo rūšį, ląstelės rūšį ir sienelės formavimosi stadijas. 
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Ląstelės vystymosi periode ląstelės sienelė yra vadinama pirmine. Kadangi pirminė sienelė yra 

stipriai hidratuota amorfinė struktūra, susidedanti iš hemiceliuliozės ir pektino, ji gali plėstis kartu 

su didėjančia ląstele (Doris ir Steer, 2001). Augalinių audinių ląstelėms subrendus ir nustojus 

plėstis, jų pirminės sienelės transformuojasi į antrines sieneles – storesnes ir tvirtesnes. Kita 

vertus, augaliniai audiniai, patiriantys kalcio deficitą, taip pat vykstant etileno biosintezei 

vaisiuose ir daržovėse po derliaus nuėmimo, pasižymi silpnesnėmis ląstelių sienelėmis (Haard, 

1984; Watkins, 2017). Sienelės sudėtis ir struktūra taip pat keičiasi atsižvelgiant į išorinius 

veiksnius – aplinkos sąlygas (Karp ir Marshall, 2013). 

Ląstelės sienelės funkcija yra saugoti ląstelę nuo galimų mechaninių pažeidimų bei suteikti 

augaliniam audiniui tvirtumo. Ląstelės sienelė augalinei ląstelei taip pat suteikia bei padeda 

išlaikyti jai būdingą formą ir dydį, net ir esant didelio turguro slėgio būsenoje (Lodish ir kt., 2013). 

Tyrimų metu buvo nustatyta, kad sienelę atskyrus ir izoliavus nuo protoplasto, šis įgauna sferinę 

formą, o jo dydis tampa priklausomas nuo jį supančio tirpalo ištirpusių medžiagų koncentracijos 

(Fry, 2017). Pažymėtina, kad ištirpusių medžiagų koncentracija augalinės ląstelės vakuolėje yra 

didesnė nei citozolyje, o šiame – didesnė nei apoplaste (Lodish ir kt., 2013).  

Augaliniame audinyje biomolekulės ir jonai gali būti pernešami apoplastiniu ir simplastiniu 

keliais. Apoplastas – tai erdvė, susidedanti iš pirminės ir antrinės sienelės bei jose įsiterpusių 

tuščių erdvių (Delsart 2016). Nustatyta, kad apoplaste laisvai difunduoja jonai (dėl neigiamą krūvį 

turinčių išorinių sienelės sluoksnių lengviau difunduoja anijonai) bei molekulės, kurių molekulinė 

masė neviršija 10 kDa (Doris ir Steer, 2001; Delsart ir kt., 2016). Šioje sistemoje difuzijos, 

vykstančios tarp apoplasto ir ląstelės citozolio, efektyvumas priklauso nuo ląstelių sienelių 

struktūros savybių skirtingose apoplasto vietose (Fry, 2011). Simplastas – tai transportinis tinklas, 

per plazmodesmatą jungiantis augalinio audinio ląstelių vidų į ląstelines ertmes. Plazmodesmata – 

tai citoplazma užpildyti, cilindro formos kanalėliai, sujungiantys gretimų ląstelių citozolius (Karp 

ir Marshall, 2013). Per plazmodesmos centrą gretimų ląstelių endoplazminiai tinklai yra 

sujungiami siaura, tankia cilindro struktūra – desmotubule (ang. desmotubule) (Alberts ir kt., 

2015). Per plazmodesmas endoplazminis tinklas taip pat sujungia visų augalo ląstelių branduolius 

(Wilson ir Hunt, 2014). Mokslininkų teigimu, įprastomis sąlygomis plazmodesma praleidžia 

makromolekules, kurių dydis – nuo 800 Da (Wilson ir Hunt, 2014; Alberts ir kt., 2015) iki 

1000 Da (Doris ir Steer, 2001; Karp ir Marshall, 2013). Pastebėta, kad plazmodesmata gali 

išsiplėsti ir praleisti tam tikras (30–50 kDa) makromulekules, turinčias koduojančius baltymus 

(Doris ir Steer, 2001; Karp ir Marshall, 2013). Plazmodesmos kanalo skersmuo gali siekti:  

20–40 nm (Alberts ir kt., 2015), 30 nm (Wilson ir Hunt, 2014) ar 30–60 nm  (Karp ir Marshall, 

2013), o plazmodesmos vamzdelių ilgis – iki 100 nm (Wilson ir Hunt, 2014). Tyrimo metu 

išsiaiškinta, kad plazmodesmata gali riboti net mažos masės molekulių judėjimą, kuris, 
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atsižvelgiant į plazmodesmos skersmenį, turėtų būti neribojamas, bet tikslios molekulių pernašos 

ribojimo priežastys per plazmodesmatą iki šiol nėra žinomos (Alberts ir kt., 2015). Plazmodesmos 

visiškai užsidaro ir sustabdo jonų ir molekulių pernašą tose vietose, kurios ribojasi su audinio 

mechaniniais pažeidimais (Wilson ir Hunt, 2014). Remiantis Wilson ir Hunt, teigtina, kad 

plazmodesmatoje esanti citoplazma sudaro labai mažą frakciją palyginti su šiais kanalais 

sujungtos gretimų ląstelių citozolio kiekiu. Manoma, kad ląstelė, turinti 1000 µm3 citoplazmos, 

turi tik apie 100 plazmodesmų – „kanalėlių“ (Wilson ir Hunt, 2014).   

Matuojant savitąjį elektrinį laidumą ir skaičiuojant ląstelių dezintegracijos indeksą, 

nustatyta, kad elektrinio lauko stiprumas, būtinas ląstelių elektroporacijai pasiekti, buvo didesnis 

tų daržovių (baklažanas) ir vaisių (bananas, kriaušė) ląstelėms, kurios turi išsivysčiusią antrinę 

sienelę, o obuoliams, morkoms ir agurkų vaisiams reikėjo kur kas mažesnio elektrinio lauko 

stiprumo (Bazhal ir kt., 2003b). Tik vienas iki šio atliktas eksperimentas parodė sumažėjusį 

ląstelės sienelės laidumą po IEL apdorojimo – kai, bulvės audinyje pamatavus fluorescensinio 

dažo FM1–43 difuziją, buvo pastebėta, kad, praėjus 30 s po apdorojimo IEL, ląstelės sienelės 

laidumas sumažėjo, palyginti su kontrole (Galindo ir kt., 2008). Tačiau šis rezultatas vėliau buvo 

aiškinamas per silpnu ir per trumpu apdorojimu IEL (Delsart 2016). Janositz ir Knorr (2010) 

atlikti tyrimai atskleidė, kad ląstelių suspensijoje protoplastai yra apie du kartus jautresni 

apdorojimui impulsiniu elektriniu lauku (IEL) nei ląstelės, kurios turėjo nepažeistą ląstelės 

sienelę. Aguilo-Aguayo ir kt. (2014) matavo vandens kiekio pasiskirstymą morkos griežinėlio 

ląstelėje (vakuolėje, citozolyje ir ląstelės sienelėje) ir nustatė, kad impulsinis elektrinis laukas 

padidino ląstelės sienelės pralaidumą cukrams. Vynuogių uogų odelės buvo paveiktos dviem 

skirtingais būdais: trumpa apdorojimo trukme (1ms), bet stipriu IEL (4 kV cm-1) ir ilga apdorojimo 

trukme, bet silpnu IEL (0,7 kV cm-1).  Nustatyta, kad ilgesnė apdorojimo IEL trukmė ir didesnis 

suteiktos specifinės energijos kiekis1 (31 Wh/kg > 4 Wh/kg), nepaisant silpnesnio elektrinio lauko 

stiprumo, nulėmė didesnes visų ląstelės sienelės polisacharidinių sluoksnių pažaidas – taip 

padidintas laidumas vandens molekulėms suardant pektino užpildytus tarpus tarp skaidulinių 

hemiceliuliozės elementų (Cholet ir  kt., 2014). Ištirta, kad žirnių sėklas paveikus IEL, jų ląstelių 

sienelės suplonėja (Baier ir kt., 2015). Tai gali turėti teigiamą įtaką biomolekulių pernašai.  

Apibendrinant galima teigti, kad dauguma iki šiol atliktų tyrimų rodo, jog apdorojimas IEL 

turi tiesioginę įtaką biomolekulių pernašai per ląstelės sienelę. Tačiau iki galo nėra aišku, ar 

apdorojimo IEL nulemti ląstelės sienelės pažeidimai turi reikšmingą įtaką padidėjusiai bioaktyvių 

junginių koncentracijai apoplaste. Darytina prielaida, kad jonų ir biomolekulių pernaša apoplasto 

                                                 
1 Specifinės energijos kiekis (SEK) – tai dydis, nurodantis augalinės žaliavos apdorojimo IEL metu masės 

vienetui (kg) suteiktą išorinės elektrinės energijos kiekį, išreikštą džauliais (J). 
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sistemoje elektroporacijos proceso efektyvumą labiau paveikia nei pernašos mechanizmai, 

egzistuojantys augalinės ląstelės simplaste. 

1.1.3. Biologinio audinio elektrinės savybės 

Biologiniuose audiniuose elektrinio krūvio nešėjai yra teigiami (katijonai) ir neigiami 

(anijonai) jonai, o struktūros savitasis elektrinis laidumas priklauso nuo šių jonų koncentracijos ir 

difuzijos koeficiento (Ackmann ir Seitz, 1984). Visi biologiniai audiniai susideda iš ląstelių ir 

tarpląstelinės terpės. Augaluose tarpląstelinė terpė yra vadinama apoplastu, kuris nuo ląstelių 

citozolio yra atskirtas plonų (5–7 nm) lipidinių membranų. Augalinės ląstelės taip pat turi 

plazmodesmas – siaurus (9 nm), retai išsidėsčiusius kanalėlius, kurie tarpusavyje sujungia gretimų 

ląstelių citoplazmas – ląstelių elektrolitus. Tiek simplasto, tiek apoplasto cheminė sudėtis yra 

panaši ir susideda iš jonų ir įvairių molekulių, todėl abi aplinkos elektriniu požiūriu gali būti 

suprantamos kaip elektrolitai. Šių elektrolitais užpildytų aplinkų klampumas tiesiogiai priklauso 

nuo temperatūros (Ivorra, 2015). 

Vertinant elektriniu požiūriu, ląstelė yra kur kas sudėtingesnis darinys nei apoplastas, nes 

jos viduje, be jonų ir krūvį turinčių molekulių (baltymų, organinių rūgščių ir kt.), taip pat 

funkcionuoja ir membraninės struktūros (vakuolė, plastidės, mitochondrijos, endoplazminis 

tinklas ir kt.), pasižyminčios skirtingomis elektrinėmis savybėmis (Lew, 2012). Kitaip tariant, 

viduląstelinė aplinka turi tiek laidininkams, tiek dielektrikams būdingų savybių (Ivorra, 2015). 

Remiantis elektrinių grandinių teorija, kai laidininkas yra patalpintas elektriniame lauke, jo viduje 

vyksta laisvųjų krūvininkų judėjimas – teka elektrinė srovė – tol, kol veikia sukurtas išorinis 

elektrinis laukas. Tačiau išorinis elektrinis laukas neindukuoja vidinio elektrinio lauko 

laidininkuose (Miklavčič ir Pavšelj, 2016):  

 𝐸𝑣𝑖𝑑 = 0; (1.1) 

čia Evid – laidininke indukuotas elektrinis laukas, (V m-1). 

O dielektrikai turi polinių molekulių, kurių teigiamų ir neigiamų krūvininkų centrai 

nesutampa skirtingo molekulę sudarančių atomų krūvių santykio atveju. Tada sukurtas išorinis 

elektrinis laukas orientuoja (poliarizuoja) šių molekulių dipolius ir sukuria vidinį elektrinį lauką.  

Išorinio elektrinio lauko medžiagoje sukurtas vidinis elektrinis laukas redukuojasi dėl 

dipolių poliarizacijos sukurto priešingos krypties elektrinio lauko (Miklavčič ir Pavšelj, 2016): 

 𝐸𝑣𝑖𝑑 = 𝐸𝑖š − 𝐸𝑝; (1.2) 

čia Evid – dielektrike indukuotas elektrinis laukas, Eiš – išorinis elektrinis laukas,  

Ep – poliarizacijos sukurtas elektrinis laukas. 
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Elektrinio lauko stiprumą medžiagoje nulemia santykinė dielektrinė skvarba, o šis sąryšis 

išreiškiamas santykiu (Miklavčič ir Pavšelj, 2016): 

 
𝐸𝑣𝑖𝑑 =

𝐸𝑖š

𝜀𝑟
; 

(1.3) 

čia εr – santykinė dielektrinė skvarba, (F/m).  

Skvarba – tai fizikinis dydis, apibūdinantis medžiagos gebėjimą kaupti energiją (Grimnes ir 

Martinsen, 2008). Biologinės struktūros, be gebėjimo kaupti energiją, taip pat pasižymi specifiniu 

elektriniu laidumu σ, kuris atitinka menamą skvarbos dedamąją (Pliquett, 2017). Elektroporacijos 

atveju biologinės medžiagos skvarbumas įvertinamas santykine kompleksine skvarba, kuri 

aprašoma lygtimi (Miklavčič ir Pavšelj, 2016): 

 
𝜀∗ =

𝜀𝑟 − 𝑗𝜎

𝜔 ∙ 𝜀0
; 

(1.4) 

čia εr – santykinė dielektrinė konstanta, kuri atspindi medžiagos, patalpintos tarp elektrodų, 

elektrinį talpumą; σ – savitasis elektrinis laidumas (S m-1); ω – kampinis dažnis (ω = 2πf):  

ε0 – vakumo dielektrinė skvarba (F/m); j – √(-1).  

Biologinės struktūros dielektrinį skvarbumą taip pat apibūdina ir fazės poslinkis (Ivorra, 

2015): 

 

 𝜑 = arctan (
𝜔 ∙ 𝜀𝑟 ∙ 𝜀0

𝜎
) ; (1.5) 

čia σ – savitasis elektrinis laidumas. 

Atsižvelgiant į ląstelės ir jos išorinės terpės elektrines savybes, galima teigti, kad tiek 

gyvūniniai, tiek augaliniai audiniai elektriniu požiūriu yra sudaryti iš tarpusavyje sujungtų 

struktūrų laidininkas – dielektrikas – laidininkas (Lew, 2012). Elektrinių grandinių teorijoje 

tokios struktūros dar vadinamos elektrinio krūvio kondensatoriais. 

Kondensatoriuje sukauptas krūvio kiekis apskaičiuojamas lygtimi (Ivorra, 2015): 

: 

 𝑄 = 𝐶 ∙ 𝑈; (1.6) 

čia Q – krūvio kiekis (F x V); C – elektrinis talpumas (F): U – potencialų skirtumas tarp dviejų 

lygiagrečių laidinkų, atskirtų dielektriko (V).  

Elektrinis talpumas – tai dydis, apibūdinantis dielektriko savybę kaupti krūvį (Miklavčič ir 

Pavšelj, 2016): 

: 

 
𝐶 =

𝜀 ∙ 𝐴

𝑑
= 𝜀𝑟 ∙ 𝜀0 ∙

𝐴

𝑑
; 

(1.7) 
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čia C – elektrinis talpumas (F), ε – dielektriko skvarba (F/m); A – plotas tarp dviejų lygiagrečių 

laidininkų (m2); d – atstumas tarp laidininkų (dielektriko storis) (m), εr – santykinė dielektriko 

skvarba (dielektrikų visada didesnė už 1): ε0 – vakuumo dielektrinė skvarba (8,8541 x 10-12, (F/m).  

Kai augalinis audinys yra paveikiamas elektrinio lauko, tada juo tekanti kintanti elektrinė 

srovė sukelia laisvųjų krūvininkų (jonų) poliarizaciją ir relaksaciją, o šie vienas po kito vykstantys 

procesai sumažina paduodamo impulso amplitudę ir pakeičia fazės kampą tarp įtampos ir per 

struktūrą praėjusios elektrinės srovės (Repo ir kt., 2000). Augalinės ląstelės poliarizacija priklauso 

nuo biologinių audinio savybių, taip pat nuo paduodamo signalo dažnio, sukuriamo elektrinio 

lauko stiprumo, jonų koncentracijos simplaste ir apoplaste bei temperatūros. Kuo mažesnis 

ląstelės dydis, tuo aukštesnio išorinio elektrinio signalo dažnio reikia norint pasiekti laisvųjų 

krūvininkų poliarizaciją (Lew, 2012).   

Žinomi trys poliarizacijos mechanizmai, nulemiantys skirtingą biologinės medžiagos 

laidumą elektrinei srovei: alfa, beta ir gama dispersijos (Miklavčič ir Pavšelj, 2016).  

Alfa dispersija (f = 1 – 104 Hz) yra susijusi su elektrodų poliarizacijos metu išsilaisvinusių 

laisvųjų jonų (Na+, K+, Ca 2+) judėjimu išilgai ląstelių membranų paviršių.  

Beta dispersija (f = 104 – 108 Hz) atspindi ląstelių membranų poliarizaciją, elektrinių krūvių 

pasiskirstymą membranų paviršiuose dėl skirtingų laisvųjų jonų koncentracijos ląstelės 

citoplazmoje bei tarpląsteliniuose skysčiuose. Ši dispersija įvyksta tarpinėje dažnių juostos srityje 

tarp žemų ir aukštų dažnių ir yra labiausiai pastebima po IEL apdorojimo matuojant impedansą, 

kai norima apskaičiuoti struktūros dezintegracijos indeksą.  

Impedansas – tai kompleksinis dydis, apibūdinantis medžiagos priešinamasi laisvųjų 

krūvininkų judėjimui laidininku. Impedansas susideda iš realios ir menamos dedamųjų. Pirmoji 

nusako elektrinės energijos nuostolius, t. y. šios energijos transformaciją į šiluminę, šviesos, 

cheminę ar mechaninę energijas, o antroji vaizduoja energijos susikaupimą dėl talpumo ir 

induktyvumo elementų. Šis dydis apskaičiuojamas lygtimi (Ivorra, 2015): 

 𝑍 = 𝑅 + 𝑗 ∙ 𝑋 ; (1.8) 

čia Z – kompleksinė varža arba impedansas (Ω); R – medžiagos elektrinė varža (Ω); j – menama 

dedamoji (√(-1)); X – reaktansas (Ω). 

Matuojant biologinių struktūrų impedansą, šis dydis taip pat gali būti apskaičiuojamas 

lygtimi (Ivorra, 2015):  

 
𝑍𝑐 =

𝜋 ∙ 𝑓 ∙ 𝐶 

2
; 

(1.9) 

čia π – 22/7, f – dažnis (Hz), C – elektrinis talpumas (F). 
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Gama dispersija (f > 109 Hz) įvyksta dėl molekulių (vandens, baltymų), kurioms būdingas 

nuolatinis dipolio momentas, judėjimo – poliarizacijos.  

Žemų dažnių srovės (f = 1 – 104 Hz) biologinėje medžiagoje teka tarpląsteliniais skysčiais, 

esančiais tarp nepažeistų ląstelių membranų, o tekant aukštų dažnių srovėms (f > 109 Hz) ląstelių 

membranos talpiškai „užsitrumpina“ – tai itin padidina jų elektrinį laidumą (Yarmush ir kt., 2014). 

Didėjant ląstelių laidumui, jų elektrinis krūvis mažėja, energijos ląstelių membranose sukaupiama 

vis mažiau, tai lemia sumažėjusią šių ląstelių dielektrinę skvarbą (Pliquett, 2017). Dėl 

poliarizacijos reiškinio žemo dažnio elektrinė srovė gali tekėti tik apoplaste. Kitaip tariant, 

membranos lipidų dvisluoksnis, apdorojamas išorinio elektrinio lauko, veikia kaip laisvųjų 

krūvininkų kondensatorius, abipus membranos vyksta laisvųjų krūvininkų poliarizacija ir žemo 

dažnio elektrinė srovė per ją neprateka. Tačiau kai paduodamos elektrinės srovės dažnis yra 

pakankamai aukštas (>1MHz), laisvieji krūvininkai nespėja orientuotis (poliarizuotis) 

elektriniame lauke ir ląstelės membrana tampa laidi kintančiai elektros srovei (Ozier-Lafontaine 

ir Bajazet, 2005).  

Biologinės ląstelės membrana yra sudaryta iš fosfolipidų dvisluoksnio ir jame įsiterpusių 

baltymų, tad savitasis membranos elektrinis laidumas yra labai mažas (σ =1/108 Ω/m), o 

fosfolipidinė membrana savo elektrinėmis savybėmis atitinka dielektrikus (remiantis Weaver 

(1995), biologinės membranos dielektrinė konstanta yra 2–3) (Atefi ir kt., 2012). Tačiau savitasis 

elektrinis laidumas yra medžiagos savybė, todėl šio dydžio skaitinė vertė skiriasi pagal medžiagą 

ir negali būti technologiškai valdoma. Vis dėlto elektroporacijos atveju galima valdyti biologine 

medžiaga pratekančios elektrinės srovės arba suteiktos specifinės energijos kiekį. Norint tą 

pasiekti, būtina atsižvelgti į analogišką ir grandinių teorijoje naudojamą dydį, elektrinį laidumą 

arbą konduktansą. Konduktansas – tai dydis, apibūdinantis medžiagos, esančios tarp dviejų 

skirtingo krūvio potencialų (teigiamesnio ir neigiamesnio), būseną praleisti laisvuosius 

krūvininkus, judančius iš teigiamesnio potencialo neigiamesnio link. Šis dydis yra atvirkščias 

elektrinei varžai (R) ir išreiškiamas santykiu (Grimnes ir Martinsen, 2008): 

 

 
𝐺 =

𝑖

𝑣
=

1

𝑅
, (𝛺−1 𝑎𝑟𝑏𝑎 𝑆) 

(1.10) 

čia G – elektrinis laidumas arba konduktansas, (Ω-1 arba S); v – potencialų skirtumas (elektrinė 

įtampa), (V), i – elektrinė srovė, (A); R – elektrinė varža, (Ω).   

Elektrinis medžiagos laidumas taip pat gali būti išreiškiamas per kompleksinį, medžiagos 

laidumą apibūdinantį dydį admitansą (Y) (Grimnes ir Martinsen, 2008):  

 

 
𝐺 = |𝑌| cos(∠𝑌), (1.11) 
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čia G – elektrinis laidumas arba konduktansas, (Ω-1 arba S); Y – admitansas, (Ω-1 arba S); ∠Y – 

admitanso fazės kampas (nuo∓1 iki ∓90°).  

Admitansas – tai dydis, apibūdinantis laidininko gebėjimą priimti kryptingą laisvųjų 

krūvininkų judėjimą. Šis dydis priešingas kompleksinei varžai (Z) ir išreiškiamas santykiu 

(Grimnes ir Martinsen, 2008): 

 

 
𝑌 =

1

𝑍
, (1.12) 

čia Y – admitansas, (Ω-1 arba S); Z – kompleksinė varža arba impedansas, (Ω).  

1.1.4. Išorinio streso įtaka medžiagų apykaitos procesams augalinėse struktūrose 

Nustatyta, kad po derliaus nuėmimo, laikymo ir saugojimo laikotarpiu vaisiuose ir 

daržovėse vyksta tiek katabolinės (degradacijos), tiek anabolinės (sintezės) reakcijos (Haard, 

1984) – sintetinami pirminiai ir antriniai medžiagų apykaitos produktai (Balasa, 2014). Vaisiai ir 

daržovės yra skirstomi į klimakterinius, kuriuose kvėpavimo reakcijos po derliaus nuėmimo 

tampa intensyvesnės, ir neklimakterinius, kuriuose šios reakcijos nėra intensyvios.  

Klimakteriniams priskiriami obuoliai, avokadai, slyvos, svarainiai, pomidorai, kriaušės ir kt., 

neklimakteriniams – juodieji serbentai, vyšnios, agurkai, vynuogės, citrinos, alyvuogės, paprikos, 

avietės, braškės ir kt. (DeLong, 2017). Išimtis – mėlynių uogos, kurios turi abiem grupėms 

būdingų savybių (Kader, 2002). Klimakteriniuose vaisiuose kvėpavimo reakcijos suintensyvėja, 

kad būtų užbaigtas nokimo procesas ir pasiekta būdinga struktūra, spalva, skonio ir kvapo 

savybės, aprūpinant ląsteles reikiamu energijos kiekiu (Hulme ir kt., 1964a). Laikomi ir saugomi 

vaisiai ir daržovės neturi nuolatinio vandens ir maisto medžiagų tiekimo iš dirvožemio bei dėl 

atskirties nuo lapų negali toliau sintetinti angliavandenių (DeLong, 2017). Siekiant palaikyti 

tolimesnį ląstelių gyvybingumą, medžiagų apykaitos procesų metu naudojamos augimo ir brandos 

laikotarpiu sukauptos angliavandenių, lipidų ir baltymų atsargos (DeLong, 2017). 

Basra teigimu, tos pačios rūšies augalai, kurie vystosi ir auga skirtingose aplinkose, yra 

nevienodai jautrūs išoriniam stresui (Basra, 1994). Augalų patiriamas stresas yra skirstomas į 

biotinį ir abiotinį. Biotinis stresas – tai stresas, kylantis dėl biologinių priežasčių, o abiotinis – dėl 

išorinės aplinkos veiksnių. Pagrindiniai abiotinio streso faktoriai yra ultravioletiniai spinduliai, 

karštis, šaltis, sunkieji metalai, herbicidai ir aplinką teršiančios medžiagos. Buvo pastebėta, kad 

išorinis stresas gali paskatinti įvairių biologiškai aktyvių junginių (antrinių metabolitų) sintezę 

vaisiuose, daržovėse ir uogose po derliaus nuėmimo (Padda ir Picha, 2008; Ruiz-García ir Gómez-

Plaza, 2013). Antrinių medžiagų apykaitos produktų kiekis augaliniuose audiniuose priklauso nuo 

augalo rūšies, jo išsivystymo bei nuo patiriamo išorinio streso trukmės (Vasconsuelo ir Boland, 

2007). Išorinio streso kiekis galintis pasiekti didžiausią antrinių medžiagų apykaitos produktų 
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išsiskyrimą, yra individualus kiekvienai augalų rūšiai (Dörnenburg ir Knorr, 1993; Vasconsuelo 

ir Boland, 2007). Vaisiaus subrendimo laipsnis taip pat veikia abiotinio streso toleranciją (Romero 

ir kt., 2009). Tad galima daryti išvadą, kad tolerancija abiotiniam stresui susijusi su augalo 

išsivystymo stadija (Balasa, 2014). Mokslininkų tyrimais buvo ištirta, kad kiekvienas iš kelių 

patiriamų stresinių faktorių veikia individualiai į augalo biologinį atsaką (Cisneros-Zevallos, 

2003; Saltveit ir kt., 2005). Tyrimų metu pastebėta, kad temperatūros sukeltas stresas padidino 

polifenolinių junginių ir antioksidantų kiekį braškių, aviečių mėlynių uogose. 8 dienas palaikius 

tam tikroje temperatūroje, didesnis polifenolinių junginių ir antioksidantų kiekis buvo pastebėtas 

esant aukštesnėms (+20 °C ir +30 °C) nei esant žemesnėms (0 °C ir +10 °C) laikymo 

temperatūroms (Kalt ir kt., 1999). Nustatytas fenolių kiekio padidėjimas batatuose ir obuolių 

vaisiuose, kurie paprastai nėra jautrūs žemų temperatūrų stresui (Padda ir Picha, 2008). 

Ultavioletiniai spinduliai padidino antocianino kiekį braškių uogose, obuoliuose ir mangų 

vaisiuose (Higashio ir kt., 2005; González-Aguilar ir kt., 2007). 

Pastaraisiais metais, kaip išorinio streso agentai, paskatinantys antrinių medžiagų apykaitos 

produktų sintezę, yra naudojamos perspektyviausios maistinės žaliavos apdorojimo 

technologijos: impulsinis elektrinis laukas, aukštas slėgis ir ultragarsas (Dörnenburg ir Knorr, 

1993). Buvo pastebėta, kad žemų temperatūrų sukeltas stresas ir impulsinio elektrinio lauko 

apdorojimas panašiai veikia laisvųjų radikalų formavimąsi, todėl kai kurie autoriai apdorojimą 

IEL priskiria abiotiniui stresui (Sabri, 1997). Impulsiniu elektriniu lauku padidinus biologiškai 

naudingų junginių ekstrakcijos efektyvumą, būtina atsižvelgti ir į galimai didesnį žalingų, antrinių 

medžiagų apykaitos produktų kiekį ekstrakte (Balasa, 2014). Tiriant augalinės struktūros 

elastingumą, buvo nustatyta, kad išoriniam stresui viršijus tam tikrą lygį, augalinės ląstelės patiria 

negrįžtamus pažeidimus (Anten, 2006). Per didelis IEL intensyvumas taip pat sukelia negrįžtamus 

augalinių ląstelių pažeidimus. Tyrimų metu išsiaiškinta, kad IEL intensyvumas yra tiesiogiai 

proporcingas bendrai polifenolinių junginių koncentracijai tirtuose obuoliuose (Malus domestica) 

iki tam tikros IEL intensyvumo vertės (Balasa, 2014). Dėl mažesnių ląstelių vaisiaus eksokarpui 

reikia intensyvesnio apdorojimo IEL nei mesokarpui, norint pasiekti tokią pat polifenolinių 

junginių koncentraciją po išorinio streso sukeltos antrinių medžiagų apykaitos produktų sintezės 

(Balasa, 2014). IEL intensyvumas, kuriuo pasiekiama negrįžtama ląstelių elektroporacija – 

viršijama streso riba, atsiskleidė per sumažėjusią polifenolinių junginių koncentraciją (Balasa, 

2014). Apibendrinant, galima teigti, jog augalinės žaliavos apdorojimas IEL, kaip abiotinio streso 

agentas, skatinantis antrinių medžiagų apykaitos produktų išsiskyrimą iš biologinių struktūrų, iki 

šiol nėra optimizuotas.   



20 

1.1.5. Pasyvi molekulių ir jonų pernaša per protoplasto membraną 

Pasyvi molekulių ir jonų pernaša gali vykti paprastosios difuzijos būdu, per vienos krypties 

integrinius baltymus (ang. uniporter) ir per jonų kanalus. Abiejų rūšių baltymai jautrūs išoriniam 

sujaudinimui.  

Difuzijos būdu per ląstelės lipidinį dvisluoksnį laisvai gali judėti tik dujos (O2, CO2, NH3) 

ar mažos, hidrofobinės, krūvio neturinčios polinės molekulės (etanolis, karbamidas, sočiosios 

riebalų rūgštys). Vandenilio jonai difunduoja prisijungę prie vandens molekulių, o jų pernašos 

koeficientas priklauso nuo fosfolipidinių grandinėlių ilgio difuzijos srityje. Vandenilio jonų 

pernašos koeficientas svyruoja nuo 2,4 x 10-2 cm/s,  pro trumpų (14 CH jungčių) hidrofobinių 

grandinėlių sritis iki 5 x 10-3 cm/s pro ilgų (24 CH jungtys) hidrofobnių grandinėlių sritis (Paula 

ir kt., 1996).  

Vienos krypties integriniai baltymai praleidžia tik tam tikros rūšies hidrofilines molekules 

ar jonus į ląstelės vidų arba išorę pagal koncentracijos arba elektrocheminį gradientą (White, 

2017).  

Transportiniai baltymai – jonų „kanalai“ (ang. voltage-gated channels, ligand-gated 

channels, mechanicaly-gated channels) veikia kaip atsakas į išorinį dirgiklį (osmosinis slėgis, 

garso bangos, prisilietimas, gravitacija, tempimas, lenkimas) ir pagreitina tam tikros rūšies jonų 

(H+, Na+, K+, Ca+2, Cl-) judėjimą pagal elektrocheminį gradientą. Šie baltymai yra aukšto 

atrankumo tam tikram jonui, gali staiga atsiverti ir užsiverti, o vienas baltyminis kanalas per 

sekundę gali praleisti apie 100 milijonų tam tikros rūšies jonų. Šių baltymų vykdoma pernaša yra 

greičiausias iš visų iki šiol atrastų ir vykdomų pernašos mechanizmų tarp biologinės ląstelės 

vidaus ir išorės (Alberts ir kt., 2015). Užsitęsęs išorinis elektrinis arba cheminis stimuliavimas 

daugumą baltymų kanalų išveda į neaktyvią būseną – baltymas „užsidaro“ ir sustabdo jonų srauto 

judėjimą. Baltyminis kanalas pradeda normaliai funkcionuoti ir grįžta į aktyvią būseną tik 

pasibaigus šiam užsitęsusiam stimuliavimui (Alberts ir kt., 2015).  Elektriniam stimului jautrūs 

baltymai „kanalai“ dažniausiai aptinkami gyvūnų raumenų ar nervų įvairiuose 

mikroorganizmuose bei tam tikrų augalo organų ląstelėse, vykdančiose mechaninį judėjimą. Šie 

integriniai baltymai taip pat egzistuoja bei veikia ląstelėse, kurios nėra jautrios elektriniam 

stimului (Alberts ir kt., 2015). Tai buvo įrodyta taikant Patch-clamp metodą, atliekant Na+ 

katijonų srovės matavimus. Pastebėta, kad Na+ baltymai kanalai atsidaro ir užsiveria labai greitai, 

todėl katijonų srauto judėjimo greitis pasiekia didžiausią galimą vertę iš karto baltymui atsidarius, 

o baltymui užsidarius šių katijonų judėjimas tuojau pat nutrūksta (Karp, 2013).   

Voltage-gated K+ kanalai augaluose padeda išlaikyti tam tikrą druskų ir vandens balansą – 

taip reguliuojamas ląstelės tūris. Augalinių ląstelių membranos turi daug skirtingų K+ baltymų-
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kanalų, kurie atsidaro ir užsidaro, atsižvelgiant į tam tikros vertės transmembraninį potencialų 

skirtumą (Karp, 2013). 

1.1.6. Aktyvi molekulių ir jonų pernaša per protoplasto membraną 

Aktyvi pernaša yra skirstoma į pirminę ir antrinę. Pirminės pernašos metu membranos 

baltymai „siurbliai“ per membranos lipidinį dvisluoksnį perneša tam tikrus jonus arba mažas, 

hidrofilines molekules prieš elektrocheminį gradientą, pasinaudodami laisva energija, išsiskyrusia 

po ATP hidrolizės. O antrinę aktyvią pernašą vykdo baltymai simporteriai (ang. symporters) ir 

antiporteriai (ang. antiporters), kurie nenaudoja ATP energijos. Baltymai simporteriai paskatina, 

katalizuoja tam tikros hidrofilinės molekulės arba jono (White, 2017) judėjimą į ląstelę prieš 

koncentracijos gradientą, pasinaudodami H+ jonų (augaluose) judėjimu į ląstelę pagal 

elektrocheminį gradientą. H+ jonai, simporteriais judėdami į augalinę ląstelę pagal elektrocheminį 

gradientą, kartu įneša sacharozę, amino rūgštis ir nitratus (Lodish ir kt., 2013).  

Baltymas antiporteris katalizuoja tam tikros hidrofilinės molekulės arba jono (White, 2017) 

judėjimą iš ląstelės prieš koncentracijos gradientą, pasinaudodamas H+ jonų (augaluose) judėjimu 

į ląstelę pagal elektrocheminį gradientą. 

1.1.7. Tonoplasto ir ląstelės membranos transmembraninių potencialų evoliucija 

Nustatyta, kad ant gyvūnų ląstelių membranų esantis transmembraninio ramybės potencialo 

dydis didžiąja dalimi priklauso nuo Na+/K+ baltymų „siurblių“ ir K+ baltymų „kanalų“ . Šie 

baltymai „siurbliai“, panaudodami ATP energiją, iš ląstelės citoplazmos į ląstelės tarpląstelinį 

skystį (Na+  koncentrancijos gradiento didėjimo kryptimi) išneša Na+ jonus, o į ląstelės citozolį 

įneša K+ jonus, taip priverstinai sukurdami didesnį K+ koncentracijos gradientą ląstelės viduje, o 

ne jos išorėje.  Kiekvienas aktyvus  Na+/K+   baltymas „siurblys“ vieno ciklo metu iš ląstelės išneša 

3 Na+ jonus, į ląstelę įnešdamas 2 K+ jonus, todėl po tam tikro laiko kalio jonų koncentracijos 

gradiento kryptis pasikeičia, t. y. K+ jonų koncentracija ląstelėje tampa didesnė nei jos išorėje, o 

šių jonų srautas K+ jonų baltymus „kanalus“ priverčia judėti priešinga kryptimi (pagal  

K+ koncentracijos gradientą) į ląstelės išorę. Ši kalio ir natrio jonų pernaša vyksta iki to momento, 

kol abipus membranos pasiekiama K+ jonų koncentracijos gradientų pusiausvyros būsena. Na+/K+ 

baltymai „siurbliai“ citoplazmoje kuria teigiamų krūvininkų deficitą (3 Na+ jonai į ląstelės išorę, 

2 K+ jonai į ląstelės vidų), todėl bendra ląstelės citoplazmos teigiamų jonų koncentracija ciklo 

pabaigoje tampa mažesnė nei neigiamų, o ląstelės citoplazma įgyja neigiamą krūvį, tada 

tarpląsteliniame skystyje teigiamų krūvininkų lieka daugiau nei neigiamų ir sukuriamas teigiamas 

potencialas.  

Natrio ir kalio jonų pernaša per ląstelės membranos baltymus „siurblius“ ir jonų kanalus itin 

veikia ramybės potencialo susidarymą ant gyvūnų ląstelių membranų. Augalų, grybų ir bakterijų 
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ląstelių atveju šis potencialų skirtumą labiausiai nulemia H+ jonų judėjimas iš ląstelės vidaus į jos 

išorę (Lodish ir kt., 2013). 

Laisvųjų vandenilio jonų pernašą per ląsteles ir jos vakuolės membranas vykdo ATP 

energiją naudojantys V-H+  baltymai „siurbliai“ (V – nuo žodžio vakuolinis) ir pirofosfatą 

sintetinantys H+ baltymai „siurbliai“ (vakuolėse); literatūroje šie baltymai dar vadinami „protonų 

siurbliais“. H+ jonų pernašos iš citoplazmos į tarpląstelinį skystį atveju, kiekvienas V-H+ baltymas 

„siurblys“ iš citoplazmos į ląstelės išorę, vieno ciklo metu, išneša 2 H+ jonus, o pernašos procesas 

vyksta iki momento, kol, susidarius koncentracijos gradientų skirtumui, prireikia tokio laisvosios 

ATP energijos kiekio, kurio ląstelė jau negali užtikrinti. Tada laisvųjų krūvininkų deficitas 

citoplazmoje sukuria sąlygą susidaryti neigiamam ramybės potencialo skirtumui ant augalo 

membranos. Pastebėta, kad, augalinių ląstelių membranų atveju, ramybės potencialų skirtumas 

dažnai būna šiek tiek didesnis nei gyvūnų ląstelėse ir matuojamas intervale nuo -80 iki 230 mV. 

Manytina, kad šis skirtumas gaunamas dėl didesnių ląstelių ir ląstelių viduje esančio didesnio 

laisvųjų krūvininkų skaičiaus.  

Ramybės potencialų skirtumas ant vakuolės membranos (tonoplasto) yra sukuriamas V-H+ 

baltymų  „siurblių“ ir pirofosfatą sintetinančių H+ baltymų – „siurblių“, kurie perneša H+ jonus 

(vienas V-H+ baltymas „siurblys“ ciklo metu perneša 2 H+ jonus, o vienas pirofosfatą sintetinantis 

H+ baltymas „siurblys“ perneša 1 H+ joną) iš ląstelės citoplazmos į vakuolės vidų (Lodish ir kt., 

2013). Šis procesas vyksta analogiškai protonų pernašai per ląstelės membraną tol, kol, vakuolės 

viduje susidarius H+ koncentracijai, prireikia didelių ATP energijos kiekių H+ pernašai į vakuolės 

vidinę erdvę. Tada ląstelių membranose yra indentifikuojami trys protonų siurblių tipai: 

plazminės membranos P-H+-ATFazė, vakuolės V-H+ATPazė ir vakuolės H+ pirofosfazė 

(Palmgren, 2001). Kiek mažiau membranos ir tonoplasto ramybės potencialų skirtumo 

susidarymą veikia anijonų kanalai, Cl- ir NO3.     

1.1.8. Elektroporacijos proceso biofizikinis mechanizmas 

Jaroszeski ir kt. (2000) manymu, išorinis elektrinis laukas membranoje sukuria potencialų 

skirtumą. Šis potencialų skirtumas nėra vienodas visame membranos paviršiuje. Didžiausias 

potencialų skirtumas pasiekiamas tose membranos vietose, kurios yra arčiau elektrodų paviršiaus 

(Teissie, 2013). Tam įtakos turi ir ląstelės orientacija elektrinio lauko linijų atžvilgiu. Nustatyta, 

kad kuo didesnė ląstelė yra veikiama IEL, tuo didesnis jos paviršiaus plotas būna 

elektroporuojamas (Kinosita ir Tsong, 1980). Taigi, didesnės ląstelės yra jautresnės apdorojimui 

elektriniu lauku, o indukuoto potencialo dydis priklauso nuo ląstelės skersmens. Į šiuos aspektus 

būtina atsižvelgti parenkant išorinio elektrinio lauko stiprumą.  
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Indukuotas transmembraninis potencialų skirtumas ant sferos formos ląstelės 

homogeniškame elektriniame lauke, kurio apdorojimo trukmė ilgesnė nei keli šimtai 

mikrosekundžių, išreiškiamas Švano lygtimi (Schwan, 1957): 

 𝛥𝛷𝑚 = 𝑓 ∙ 𝑅 ∙ 𝐸 ∙ cos(𝜃) ; (1.13) 

čia E – išorinio elektrinio lauko stipris (V m-1); R – ląstelės spindulys (μm); 𝜃 – kampas, 

matuojamas tarp elektrinio lauko krypties ir ląstelės normalės (0–0°,  0–180°). Konstanta 

f  – geometrinis faktorius, kuris sferos formos ląstelėms lygus 1,5, o cilindrinės formos ląstelėms 

lygus 1.   

Norint apskaičiuoti transmembraninį potencialą sferos formos ląstelėms, kai elektriniam 

laukui sukurti naudojamas sinusinis signalas (impulso užaugimo greitis <1s), kurio dažnis 

mažesnis nei 1 MHz arba stačiakampis impulsas, kurio trukmė didesnė nei 1μs, naudojama pirmos 

eilės  Schwano lygties išraiška (Pauly ir Schwan, 1959):  

 
𝛥𝛷𝑚 = 𝑓 ∙ 𝑅 ∙ 𝐸 ∙ cos 𝜃 ∙ (1 − exp (−

𝑡

𝜏𝑚
) ; 

(1.14) 

čia τm – laiko konstanta, apibrėžianti membranos užsikrovimo trukmę: 

 
𝜏𝑚 =

𝑅 ∙ 𝜀𝑚

2 ∙ 𝑑 ∙
𝜎𝑖∙𝜎𝑒

𝜎𝑖 ∙ 2 ∙ 𝜎𝑒  
+ 𝑅 ∙ 𝜎𝑚

 
(1.15) 

čia σi, σe, σm – ląstelės citoplazmos, ląstelės membranos ir terpės, kurioje yra ląstelė, savitasis 

elektrinis laidumas; εm – ląstelės membranos dielektrinė skvarba; d – membranos storis;  

R – ląstelės spindulys.  

Membranos įsikrovimo laiko konstanta priklauso nuo ląstelės spindulio. Kai ląstelės 

spindulys matuojamas mikro metrais, tai τm < 1μs, kai ląstelės didesnės, tai τm > 1μs (Tsong 1991).  

Tam tikroje ląstelės membranos vietoje transmembraniniam potencialui pasiekus kritinę 

vertę, įvyksta elektroporacijos reiškinys (Bernhardt ir Pauly, 1973). Įvairiais skaičiavimais kritinė 

potencialų skirtumo riba svyruoja nuo 0,4 iki 1V (Teissie, 1993; Weaver, 2003). 

Transmembraninio potencialo amplitudinė vertė susideda iš ramybės potencialo ir išorinio 

elektrinio lauko sukelto indukuoto potencialo sumos (Teissie, 2013). Ramybės potencialo 

susidarymas priklauso nuo teigiamų ir neigiamų jonų tam tikro santykio biologinės ląstelės viduje 

bei kitų mechanizmų, kurie plačiau aptarti poskyryje 1.1.7. Šio potencialo dydis gyvūnų ląstelių 

citoplazmoje svyruoja nuo -20 mV iki -120 mV (Alberts ir kt., 2015), o augalų ląstelių 

citoplazmoje – nuo -80 mV iki -230 mV. Pažymėtina, kad ramybės potencialo 

elektroneigiamumas yra bendrai priimtas atsižvelgiant į ląstelės išorėje esantį potencialą. Tyrimai 

parodė, kad ramybės potencialas, esantis ant žinduolių ląstelių mitochondrijų membranų, yra apie 

du kartus didesnis nei ant ląstelės membranos ir gali svyruoti nuo -150 mV iki -200 mV (Palmeira 

ir Wallace, 1997; Leducq ir kt., 1998). Tai suponuoja prielaidą, kad, norint pasiekti kritinį 
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elektroporacijos potencialą ant mitochondrijos membranos, galima indukuoti silpnesnį išorinį 

elektrinį lauką. Eksperimentiškai išmatavus žaliųjų dumblių ląstelės membranos ir tonoplasto 

ramybės potencialo vertes paaiškėjo, kad šie potencialai yra gana panašūs ir beveik nesiskiria, 

atitinkamai -109 mV ir -111 mV (Bethmann ir kt., 1995).  Panašūs duomenys buvo gauti 

išmatavus ramybės potencialus ant miežio sėklos ląstelės membranos ir tonoplasto. Išsiaiškinta, 

kad ląstelės membranos ramybės potencialas yra apie -103 mV, o tonoplasto – apie -84 mV 

(Walker, 1976). Todėl labai tikėtina, kad, priešingai nei gyvūnų ląstelių atveju, augalinių ląstelių 

vidiniam organoidui vakuolei, norint pasiekti elektroporaciją, reikia panašaus impulsinio 

elektrinio lauko stiprumo, kaip ir išorinei ląstelės membranai.    

Elektroporacijos proceso kinetika yra aiškinama tuo, kad, gyvą biologinę ląstelę veikiant 

trumpais (ns – ms) elektriniais impulsais, jos membranoje formuojasi hidrofilinės fosfolipidų 

poros (Šatkauskas ir kt., 2012). Manoma, kad hidrofilinės poros susiformuoja iš hidrofobinių 

porų, kurios spontaniškai atsiranda dėl ląstelės membranos fosfolipidų svyravimų. Hidrofobinės 

poros virsta hidrofilinėmis, kai porų energijų santykis pasiekia tam tikrą vertę (Saulis ir 

Venslauskas, 1993). Remiantis šiuo modeliu teigiama, kad hidrofobinių porų virtimas 

hidrofilinėmis priklauso nuo išorinio elektrinio lauko sukelto indukuoto transmembraninio 

potencialo didumo.  

Porų formavimasis susidaro iš trijų etapų: porų susidarymas, porų plėtimasis ir porų 

užsivėrimas. Teigiama, kad laikinos laidžiosios struktūros plečiasi išilgai elektrinio lauko kampu, 

kurį sutartinai priimta žymėti raide 𝜃. Vadinasi, hidrofilinių porų formavimosi kryptingumą 

elektriniame lauke apibūdina sąryšis (Wang ir kt., 2013): 

 𝐸 ∙ cos(𝜃) > 𝐸𝑆; (1.16) 

čia E – elektrinio lauko stipris, ES – ribinė elektrinio lauko stiprio vertė, sukelianti ląstelės 

membranos pralaidumą, θ – kampas, matuojamas tarp elektrinio lauko krypties ir ląstelės normalės.   

Tarek teigimu, porų formavimasis prasideda iš karto paveikus ląstelę išoriniu elektriniu 

lauku (Tarek, 2005). Jeigu elektrinis laukas išlieka ilgiau nei kelias mikro sekundes, tada 

prasideda porų plėtimasis. Stiprus elektrinis laukas lipidinėje poroje poliarizuoja vandens 

molekules, kurios vėliau stabilizuoja ir kartu ją išplečia (Pliquett, 2017). Kai elektrinis laukas 

nustoja veikti, sukeltas potencialas išnyksta. Tada poros pradeda užsitraukinėti ir grįžta į pradinę 

būseną (Neumann ir kt., 1998). Temperatūra taip pat veikia porų užsivėrimą. Kuo temperatūra 

aukštesnė, tuo greičiau poros išnyksta.  Pagal porų dydį skiriami trys užsidarymo etapai: staigus 

poros užsivėrimas (< 1 s), lėtas poros užsivėrimas (~ 2–10 min) ir visiškas poros užsivėrimas 

(> 10 min) (Weaver ir Chizmadzhev, 1996). 
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Porų užsivėrimas patvirtina, kad elektroporacija gali būti grįžtamas procesas, tad parinkus 

atitinkamas elektrinio lauko sąlygas, galima išsaugoti ląstelių gyvybingumą net ir po aukšto 

elektrinio intensyvumo impulsų taikymo. Tačiau kai sukeltojo potencialo reikšmė itin viršija 

transmembraninio potencialo vertę, nuo kurios prasideda porų formavimasis, arba kai didelio 

intensyvumo elektriniai impulsai veikia ląstelę per ilgai, tada įvyksta membranos dezintegracija 

ir ląstelės mirtis. Porų dydžiui ir jų skaičiui viršijus tam tikrą kritinę vertę, ląstelės membrana 

pažeidžiama negrįžtamai. Šis procesas apibūdinamas kaip negrįžtama elektroporacija.    

Negrįžtama elektroporacija – tai biofizikinis procesas, nulemiantis paveiktų ląstelių mirtį, 

kai išorinio elektrinio stimulo sukelti membranos pakitimai iš esmės sutrikdo elektrocheminę 

pusiausvyrą ir negrįžtamai sustabdo biomolekulių ir jonų pernašos mechanizmus (Rubinsky, 

2007). Tačiau sąlygos, dėl kurių šis procesas tampa negrįžtamu, vis dar nėra iki galo ištirtos, taip, 

kaip ir pats elektroporacijos fenomenas (Cebrián, 2016). Apibendrinus iki šiol atliktų tyrimų 

rezultaus, galima teigti, kad negrįžtama elektroporacija dažniausiai yra pasiekiama, kai IEL 

stiprumas yra intervale nuo 0,5 iki 3 kV cm-1 (Toepfl, 2006; Jäger, 2013).     

1.2. Technologiniai elektroporacijos veiksniai 

1.2.1. Impulsinio elektrinio lauko stiprumas 

Remiantis Puertolas ir kt. tyrimų duomenimis, galima teigti, kad elektrinio lauko stiprumas 

nuo 0,5 iki 2 kV cm-1 yra labiau tinkamas ląstelėms, kurių dydis svyruoja nuo 40 iki 200 μm, o 

elektriniai laukai nuo 12 iki 20 kV cm-1 yra labiau tinkami mažoms ląstelėms ir mikro 

organizmams, kurių dydis keičiasi intervale nuo 1 iki 10 μm (Puertolas ir kt., 2016). Kuo stipresnis 

elektrinis laukas naudojamas, tuo mažesnio suteiktos specifinės energijos kiekio reikia norint 

pasiekti norimą augalinių ląstelių dezintegraciją (Töpfl, 2006). Kuo elektriniai impulsai yra 

ilgesni arba kuo didesnė elektrinė srovė teka tarp elektrodų, tuo sunkiau yra užtikrinti elektrinio 

lauko homogeniškumą (Loste ir kt., 1998). Atliekant elektroporacijos eksperimentus buvo 

pastebėta, kad elektrinio lauko stiprumas mažos koncentracijos mielių ląstelių suspensijoje buvo 

homogeniškesnis nei didelės koncentracijos suspensijoje (Zakhem ir kt., 2006).    

1.2.2. Impulsinio apdorojimo trukmė ir suteiktos specifinės energijos kiekis 

Atliekant augalinio audinio elektroporaciją, impulso(-ų) trukmės taip pat turi būti 

parenkamos pagal elektrinio lauko stiprumą, siekiant išvengti energijos nuostolių ir žalingo 

terminio apdorojimo (Puertolas ir kt., 2016). Kai minkštųjų augalinių audinių elektroporacija 

atliekama naudojant elektrinio lauko stiprumą iki 1 kV cm-1, tada efektyvus suminis impulsų sekos 

laikas yra intervale nuo 100 iki 10 000μs, bet stipresnių (1–10 kV cm-1) elektrinių laukų atveju 

visiškai audinių dezintegracijai galima naudoti kur kas trumpesnį (< 100 μs) apdorojimą 
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(Puertolas ir kt., 2012). Didesnis IEL impulsų skaičius turi didesnę įtaką arčiau elektrodo esančių 

ląstelių elektroporacijos efektyvumui, todėl padidinus atstumą tarp elektrodų, būtinas didesnis 

impulsų skaičius, norint pasiekti tokį patį elektroporacijos efektyvumą visame veikiamos 

struktūros tūryje (Teissie, 2013).  

1.2.3. Elektrinio impulso parametrų įtaka elektroporacijos procesui 

Impulso trukmė. Tyrimais nustatyta, kad, naudojant ilgesnius elektrinius impulsus, 

elektroporacijai pasiekti reikia mažesnės impulso amplitudės, o prie tos pačios impulso įtampos 

vertės ilgesni impulsai elektroporuoja didesnių ir didesnį skaičių fosfolipidinių porų (Pastushenko 

ir kt., 1987; Glaser ir kt., 1988). Luengo ir kt. (2016), atlikę betalainų ekstrakcijos iš šviežių 

raudonųjų burokėlių tyrimus, nustatė, kad elektroporacija, pasiekta su mikro sekundžių impulsais, 

buvo efektyvesnė nei su mili sekundžių impulsais. Impulsų trukmė, kaip reikšmingas 

elektroporacijos efektyvumo faktorius, buvo patvirtintas tiriant įvairių fermentų aktyvumą 

(Martin-Belloso, 2006). Ištirta, kad, naudojant ilgesnius elektrinius impulsus, suintensyvėja 

elektrocheminės reakcijos su elektrodų paviršiumi (Pataro ir kt., 2015). Tuo atveju, kai 

elektroporacijai pasiekti yra naudojama mažai elektrinių impulsų, pvz., nuo 1 iki 10, 

elektroporacijos proceso efektyvumą kur kas labiau lėmia impulso trukmės, nei naudojant didelį 

skaičių, pvz., nuo 10 elektrinių impulsų (Kotnik ir kt., 2003). Išaiškinta, kad, atliekant mikro 

organizmų inaktyvaciją, elektrinio lauko stiprumas turi būti parenkamas atsižvelgiant į elektrinių 

impulsų trukmę (Wouters ir kt., 1999). Ištyrus elektrinių impulsų trukmės įtaką gyvūnų ląstelės 

vidinių organelių membranų elektroporacijai, nustatyta, kad impulsai, kurių trukmės yra nuo  

11 iki 100 ns, labiau veikia apdorojimo efektyvumą nei impulsai, kurių trukmės yra nuo 1 iki 

10 ns. Tačiau kiti šio tyrimo rezultatai parodė, kad impulsų trukmės nuo 101 iki 999 ns savo 

efektyvumu iš esmės nesiskiria nuo mikro ir mili sekundžių impulsų (Napotnik ir kt., 2016).  

Impulso forma. Taikant elektroporaciją, dažniausiai naudojami prietaisai, galintys 

generuoti eksponentinius ir stačiakampius elektrinius impulsus (Reberšek, 2017). Tam yra dvi 

priežastys. Pirmiausia, žvelgiant iš techninės perspektyvos, eksponentinių impulsų generatoriai 

turi paprastą veikimo principą ir yra lengviau projektuojami. O stačiakampiai impulsai padeda 

geriau valdyti šias technologines elektroporacijos proceso sąlygas: apdorojimo trukmę, suteiktos 

specifinės energijos kiekį ar veikiamos medžiagos temperatūrą. Impulso užaugimo greitis yra 

pagrindinis parametras, apibūdinantis stačiakampio impulso formą (statumą). Tačiau rezultatai, 

gauti naudojant impulsus su skirtingais jų užaugimo greičiais, turi būti lyginami labai atsargiai 

dėl skirtingai vykstančios membranų poliarizacijos (Neumann, 1992). Kai impulsų užaugimo 

laikas yra labai mažas (kelios nano sekundės), tada biologinės ląstelės membranoje (1 impulso 

atveju) yra elektroporuojama mažiau fosfolipidinių porų. Tai lemia didesnį kritinį 
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transmembraninį potencialą ir gali paveikti ląstelių gyvybingumą (Pliquett, 2017). Pastebėta ir tai, 

kad impulsų forma veikia fermentų inaktyvacijos procesus (Yeom ir kt., 2002). Tačiau kitais 

tyrimais atskleista, kad impulsų užaugimo greitis nuo 2 iki 100 μs neturi reikšmingos įtakos 

elektroporacijos efektyvumui (Kotnik ir kt., 2003).   

Impulsų pasikartojimo dažnis. Pasitelkus optinę mikroskopiją, buvo įrodyta, kad žemo 

dažnio (< 10 Hz) elektrinių impulsų seka augalines ląsteles elektroporuoja efektyviau nei aukštų 

dažnių (nuo 10 Hz iki 5 kHz) seka (Asavasanti ir kt., 2011). Ši išvada taip pat buvo patvirtinta 

matuojant ekstrakto savitąjį elektrinį laidumą. Didesnė bioaktyvių junginių išeiga, kaip ir 

ekstrakto savitasis elektrinis laidumas, buvo pasiekta naudojant žemą impulsų pasikartojimo dažnį 

(Lebovka ir kt., 2002; Chalermchat ir kt., 2004). Tačiau trūksta tyrimų, kurie paaiškintų, ar 

skirtinga trukmė tarp impulsų jų sekoje paveikia elektroporacijos proceso efektyvumą (Teissie, 

2013). Anot Raso ir kt., aukštas impulsų pasikartojimo dažnis greičiau pakelia terpės temperatūrą. 

Šis veiksnys dažniausiai yra neigiamas ir daro žalą paveiktos biologinės struktūros kokybei (Raso 

ir kt., 200). Kiti rezultatai atskleidė, kad aukštas impulsų pasikartojimo dažnis teigiamai veikė 

fermentų inaktyvaciją (Bendicho ir kt., 2002). Ši įtaka gali būti aiškinama tuo, kad fermentai yra 

jautresni apdorojimui IEL, esant aukštesnėms temperatūroms (Jäger ir Knorr, 2017; Martin-

Belloso, 2016). Pataro ir kt. nustatė, kad elektrocheminės reakcijos su elektrodų paviršiumi, esant 

aukštesniems dažniams, vyksta intensyviau – tai lemia trumpesnį elektrodų tarnavimo laiką ir 

didesnį terpės užterštumą metalų jonais (Pataro ir kt., 2015). Remiantis atliktų tyrimų rezultatais, 

galima teigti, kad biologinių ląstelių elektroporacijai geriausiai tinka impulsų pasikartojimo 

dažnis intervale nuo 0,5 iki 10 Hz (Vernhes ir kt., 1999; Pucihar ir kt., 2002; Pavlin ir kt., 2005).   

Impulsų poliarumas. Bipoliarūs impulsai elektroporuoja didesnį ląstelės membranos 

paviršiaus plotą nei monopoliarūs (Teissie, 2013). Todėl, naudojant bipoliarius impulsus, kritinis 

elektroporacijos potencialias yra pasiekiamas naudojant žemesnės amplitudės impulsus. 

Grįžtamos elektroporacijos atveju tai leidžia pasiekti kur kas geresnius ląstelių gyvybingumo 

rodiklius (Miklavčič ir kt., 2015). Kita vertus, bipoliarių impulsų generatorių projektavimui 

būtinos bent du kartus didesnės finansinės investicijos. Bipoliarių impulsų naudojimas jį taikant, 

yra efektyvesnis nei monopoliarių. Bipoliariais impulsais paveikus pomidorus, jų sultys turėjo 

didesnį likopeno kiekį nei monopoliarų impulsų atveju (Odriozola-Serrano ir kt., 2007).  

Bipoliariais impulsais taip pat buvo pasiekti geresni apelsinų sultyse esančio fermento (pectino 

melisterazės) inaktyvacijos rezultatai, nei naudojant monopoliarių impulsų sekas (Elez-Martinez 

ir kt., 2007).  Naudojant bipoliarius impulsus, sumažėja elektrocheminių reakcijų intensyvumas 

su elektrodų paviršiumi (Bushnell ir kt., 1995), neatsižvelgiant į medžiagą, iš kurios yra pagaminti 

elektrodai (Kotnik ir kt., 2001).  
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1.2.4. Pagrindiniai elektroporacijos metodo trūkumai 

Ląstelių rūšis, cheminė sudėtis ir struktūriniai biologinio audinio ypatumai nulemia augalinės 

žaliavos savitąjį elektrinį laidumą. Kuo savitasis elektrinis laidumas yra didesnis, tuo didesnė 

elektrinė srovė tekės tarp elektrodų, esant tam tikrai impulso įtampai. Kuo daugiau elektrinės 

srovės prateka tarp kameros elektrodų per laiko vienetą, tuo didesnis elektrinės energijos kiekis 

yra suteikiamas augalinei žaliavai.  

Ištirta, kad elektrinio lauko stiprumas augalinėje žaliavoje susilpnėja ir neatitinka nominalios 

vertės tose srityse, kuriose yra įsiterpusių oro burbuliukų (Gongora-Nieto ir kt., 2003). 

Dažniausiai dujų mikro burbuliukai augalinėje žaliavoje susiformuoja dėl kylančios temperatūros 

arba ant elektrodų paviršiaus vykstančių elektrocheminių reakcijų (Gad ir kt., 2012b; Pataro ir kt., 

2014). Elektroporacijai panaudojus bipoliarius impulsus, oro burbuliukų formavimosi ant 

elektrodų paviršiaus pavyksta išvengti dėl sumažėjusio elektrocheminių reakcijų intensyvumo 

(Blanckaert ir kt., 20016). Taip įvyksta todėl, kad dujų elektrinio pramušimo įtampa yra mažesnė 

nei skysčiuose. Dėl mažo skersmens (mm – μm) šie burbuliukai elektriškai „užsitrumpina“, kai 

elektrinio lauko stiprumas išilgai burbuliukų skersmens viršija kritinę ribą. Impulsinio elektrinio 

apdorojimo metu vykstantys atskiri dujų burbuliukų elektriniai pramušimai mažina bendrą 

apdorojimo terpės atsparumą pramušimui, kuris gali įvykti tarp kameros elektrodų (Kuffel ir kt., 

2000).  Buvo pasiūlyta elektrinio lauko stiprumą sferos formos dujų burbuliuko viduje 

apskaičiuoti pagal formulę (Alston 1968; Kreuger 1989):  

 
𝐸𝑏 =

3 ∙ ԑ𝑝𝑣𝑡 ∙ 𝐸𝑝𝑣𝑘

2 ∙ ԑ𝑝𝑣𝑡 + 1
 

(1.17) 

čia Eb – elektrinio lauko stiprumas dujų burbuliuko viduje, V m-1,  Epvk – elektrinio lauko stiprumas 

tarp apdorojimo kameros elektrodų, V m-1, ԑpvt – apdorojimo terpės dielektrinė skvarba, F/m. 

Tačiau, remiantis šia hipotetine išraiška, elektrinio lauko stiprumas apskaičiuojamas 

neatsižvelgiant į dujų burbuliuko skersmenį, kuris yra vienas svarbiausių faktorių, nulemiančių 

elektrinio lauko stiprumą burbuliuko viduje.   

Kuo didesnis ląstelių kiekis yra veikiamas, tuo labiau tikėtina, kad elektrinio lauko 

stiprumas bus mažiau homogeniškas (Susil ir kt., 1998).  

 

1.3. Impulsinio elektrinio lauko įtaka sulčių išeigai ir antocianinų ekstrakcijai iš mėlynių 

uogų (Vaccinium myrtillus L.) 

Mėlynių uogos plačiai aptinkamos gamtoje ir vertinamos dėl didelio antocianinų kiekio 

(Može ir kt., 2011; Riihinen ir kt., 2008). Daugiausiai šių polifenolinių junginių aptinkama odelėje 

(Lee ir Wrolstad, 2004) nokimo fazės metu (Foster ir Blumenthal, 2012).  V. myrtillus rūšies 

vaisiuose aptinkama 15 skirtingų antocianinų, kurių pagrindiniai – delfinidinas, cianidinas, 



29 

petunidinas, peonidinas ir malvidinas (Lätti ir kt., 2008). Šie junginiai ne tik suteikia uogoms 

mėlyną spalvą, bet dėl aukšto antioksidacinio aktyvumo įgyja priešvėžinių, priešmikrobinių ir 

priešuždegiminių savybių bei gali padėti išvengti hipoglikemijos (Chu ir kt., 2011).  

Didžiausi mėlynių uogų kiekiai pramoniniu būdu užauginami JAV, Kanadoje ir Europos 

Sąjungoje. Remiantis 2012 metų statistika, Europoje buvo užauginta 19,5 t Vaccinium rūšies 

vaisių. Daugiausiai šių vaisių prekybai paruošiama Lenkijoje (10 t), Rytų Europoje (Lietuva, 

Rusija, Rumunija, Ukraina) bei Šiaurės Europos (Švedija, Suomija, Norvegija) šalyse (6 t) 

(Brazelton, 2012).  

Didžioji dalis mėlynių uogų dėl įrodyto teigiamo poveikio žmogaus sveikatai yra 

sunaudojama sulčių gamybai (Barba ir kt., 2012). Tačiau po sulčių spaudimo lieka nepanaudotas 

didelis kiekis šalutinių perdirbimo produktų – vaisių odelių bei sėklų. Dėl šios priežasties mėlynių 

uogų išspaudose gausu antocianinų ir kitų fenolinių junginių (Khanal ir kt., 2010; Bobinaitė ir kt., 

2015a; Lee ir kt., 2004), kurie galėtų būti panaudoti natūralių maistinių dažų arba nutraceutikų 

gamybai (Lee ir Wrolstad, 2004). Platesni tyrimai parodė, kad V. myrtillus rūšies vaisių 

išspaudose lieka daugiau nei 80 % antocianinų, palyginti su šviežiomis uogomis prieš sulčių 

spaudimą (Laaksonen ir kt., 2010). Ištirta, kad V. myrtillus rūšies vaisų sultys turi iki 3,2 karto 

mažiau antocianinų nei jų lieka išspaudose po sulčių spaudimo (Dinkova ir kt., 2012).  

Atsižvelgiant į tai, kad mėlynių uogų išspaudose lieka didžioji dalis naudingųjų medžiagų, 

pastaraisiais metais maisto pramonėje vis aktyviau pradedamos diegti inovatyvios maisto 

perdirbimo technologijos. Naujausių technologinių priemonių tikslas – pasiekti kuo didesnę 

antocianinų ir kitų polifenolinių junginių koncentraciją vaisių sultyse ir efektyviai panaudoti 

šalutinius perdirbimo produktus: juose esantį didelį kiekį biologiškai aktyvių junginių nukreipti į 

natūralių maistinių dažų arba nutraceutikų gamybą (Lee ir Wrolstad, 2004; Govindaraghavan, 

2014).   

IEL panaudojimas prieš mechaninį sulčių spaudimą parodė kur kas didesnę bioaktyvių 

junginių ekstrakciją iš augalinės žaliavos bei šalutinių perdirbimo produktų (Barba ir kt., 2015; 

Donsi ir kt., 2010b).  

Apdorojant IEL, ant augalinių ląstelių membranų yra indukuojamas kritinis 

transmembraninis potencialas ir pasiekiama ląstelių elektroporacija. Šis procesas mokslinėje 

literatūroje taip pat gali būti vadinamas ląstelių permeabilizacija. Buvo pastebėta, kad susidarę 

laikini (grįžtama elektroporacija) arba nuolatiniai (negrįžtama elektroporacija) ląstelių membranų 

(fosfolipidų) pažeidimai pagreitina esktrakcijos procesą ir padidina biologiškai aktyvių junginių 

išeigą (Barba ir kt., 2015).  

Kiek anksčiau apdorojimas IEL buvo sėkmingai pritaikytas siekiant padidinti sulčių išeigą iš 

šviežių obuolių, morkų, vynuogių ir mėlynių uogų (Barba ir kt., 2015; Bobinaite ir kt., 2015a; 
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Carbonel-Capella ir kt., 2016; Donsi ir kt., 2010b; Grimi ir kt., 2011; Jaeger ir kt., 2012). 

Apdorojimas IEL taip pat padidino natūralių pigmentų ir antioksidantų ekstrakcijos efektyvumą 

iš įvairių antrinių perdirbimo produktų – vynuogių išspaudų (Barba ir kt., 2015b; Corrales ir kt., 

2008), raudonos spalvos kaktuso vaisiaus žievelės (Koubaa ir kt., 2016), apelsino žievelės 

(Luengo ir kt., 2013), papajos žievelės (Parniakov ir kt., 2014), mango vaisiaus odelės (Parniakov 

ir kt., 2016) ir kt.   

Bobinaitės ir kt. (2015a) teigimu, V. myrtillus rūšies vaisius apdorojant IEL, ženkliai 

padidinama ne tik sulčių išeiga, bet pagerinami ir šių sulčių kokybės rodikliai. IEL pritaikius 

sulčių išspaudoms, gauti labai panašūs rezultatai, kaip ir šviežių uogų atveju (Bobinaitė ir kt., 

2015a). Tačiau šio tyrimo metu buvo keičiamas tik IEL stiprumas (1–5 kV cm-1), nors kitas, 

svarbus IEL parametras – suteiktos SEK – visų eksperimetų metu išliko nuolatinis (10 kJ kg-1). 

Šio tyrimo metu nebuvo atlikta kokybinė bioaktyvių junginių analizė (ESC).  

Šio tyrimo tikslas buvo ištirti IEL metu suteiktos specifinės energijos kiekio įtaką mėlynių 

sulčių išeigai ir po IEL apdorojimo išspaustų sulčių kokybei, kai elektrinio lauko stiprumas buvo 

nuolatinis (3 kV cm-1), o parenkant skirtingą impulsų skaičių buvo nustatoma skirtinga apdorojimo 

energija (1; 5; 10 kJ kg-1). Buvo tiriama ir IEL apdorojimo įtaka biologiškai aktyvių junginių 

ekstrakcijos efektyvumui iš mėlynių uogų išspaudų. IEL paveiktų mėginių kokybinė analizė buvo 

atlikta panaudojant efektyviosios skysčių chromatografijos (ESC) metodą, kartu ištiriant 

antioksidacinį mėlynių sulčių ir išspaudų ekstraktų antioksidacinį aktyvumą.    

1.4. Impulsinio elektrinio lauko įtaka kapsaicino ir dihidrocapsaicino ekstrakcijos 

efektyvumui iš aitriųjų paprikų „Habanero“ (Capsicum annum L.)  

Paprikų gentis Capsicum (šeima Solanaceae) apima apie 20–27 (Walsh ir kt., 2001) skirtingų 

rūšių ir daugiau nei 200 skirtingų veislių (Contreras-Padilla ir kt., 1998). Pagrindinis Capsicum 

genties išskirtinumas – biologiškai aktyvių junginių kapsaicinoidų sintezė (Govindarajan ir kt., 

1987; Govindarajan ir Sathyanarayana, 1991). Itin daug kapsaicinoidų aptinkama Capsicum 

chinense Jacq veislių grupės vaisiuose, augančiuose Pietų Amerikos žemyne ir pietinėje Šiaurės 

Amerikos žemyno dalyje (Sarpras ir kt., 2016). Iš 18 didžiausią šių junginių koncentraciją turinčių 

genotipų intensyviausiai kultivuojama ir dažniausiai naudojama praktikoje veislė „Habanero“ 

(Canto-Flick ir kt., 2008).  

Atlikus tyrimus nustatyta, kad didžiausią dalį (60–90 %) iš visų alkaloidų, aptinkamų 

aitriosios paprikos vaisiuje, sudaro kapsaicinas ir dihidrokapsaicinas (Govindarajan ir kt., 1991; 

Zewdie ir kt., 2001; Barbero ir kt., 2008; Barbero ir kt., 2016). Taip pat ištirta, kad šie junginiai 

vaisiaus organose nėra pasiskirstę tolygiai. Didžiausia kapsaicino ir dihidrokapsaicino 

koncentracija yra vaisiaus placentoje, kurioje šie junginiai sintetinami (Reyes-Escogido ir kt., 
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2011), ji reikšmingai mažesnė sėklose, mezokarpe ir egzokarpe (Govindarajan ir kt., 1986; Li ir 

kt., 2014). Šių kapsaicinoidų kiekis atskiruose vaisiaus organuose taip pat priklauso nuo vaisiaus 

brendimo stadijos (Govindarajan ir kt., 1986) ir klimato sąlygų augalo kultivavimo periodu 

(Phimchan ir kt., 2012).  

Atliktų tyrimų rezultatai atskleidė, kad išdžiovinta (+60 °C temperatūroje) paprika 

„Habanero“ pasižymėjo palyginti didžiausia kapsaicino ir bendra kapsaicinoidų, bet mažiausia 

dihidrokapsaicino koncentracija. Nustatyta, kad užšaldyti (–24 °C temperatūroje) ir atitirpinti 

(natūrali konvekcija, +22 °C) „Habanero“ vaisiai turėjo mažiausią kapsaicinoidų kiekį, palyginti 

su išdžiovintomis ir šviežiomis paprikomis. O švieži „Habanero“ vaisiai turėjo didžiausią 

dihidrokapsaicino koncentraciją, palyginti su užšaldytais ir atitirpintais bei išdžiovintais 

(Contreras-Padilla ir kt., 1998). Todėl galima daryti prielaidą, kad, norint pasiekti didžiausią 

kapsaicino ir kartu didhidrokapsaicino ekstrakcijos efektyvumą, kaip žaliavą būtina naudoti 

šviežias „Habanero“ paprikas.    

Kaipsaicinoidai yra netirpūs vandenyje (Barbero ir kt., 2006b), todėl šių alkaloidų ekstrakcija 

iš aitriųjų paprikų vaisių dažniausiai yra atliekama naudojant organinius tirpiklius (Stoica ir kt., 

2016), dažniausiai – metanolis ir etanolis (Barbero ir kt., 2006b; Kirschbamm-Titze ir kt., 2002; 

Williams ir kt., 2007), tačiau, atsižvelgus į ekstrakcijos metodą, gali būti naudojami ir kiti: 

acetonitrilas, acetonas, heksanas, chloroformas (Barbero ir kt., 2008; Peusch ir kt., 1997; 

Wesołowska ir kt., 2011). Papildomai buvo tiriama metanolio, etanolio ir acetono įtaka kapsaicino 

ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos efektyvumui. Gauti rezultatai neparodė statistiškai patikimų šių 

junginių išeigos skirtumų, tačiau dėl savo mažesnio toksiškumo etanolis buvo pasiūlytas kaip 

labiau tinkantis platesniam ultragarsinės ekstrakcijos taikymui (Barbero ir kt., 2006). Bandyta 

įrodyti, kad efektyvi kapsaicinoidų ekstrakcija gali būti vykdoma ir tada, kai etanolis tam tikru 

santykiu yra skiedžiamas su distiliuotu vandeniu (Rostagno ir kt., 2003). Tačiau vėlesniais 

tyrimais nenustatytas didesnis kapsaicinoidų ekstrakcijos ultragarsu efektyvumas naudojant 

etanolio ir vandens tirpalus (Barbero ir kt., 2006b).  

Atliktas mechaninės ekstrakcijos ultragarsu ir Soksleto ekstrakcijos vertinimas kapsaicino 

stabilumui. Džiovinti „Habanero“ vaisiai buvo apdoroti mechanine ekstrakcija (ekstrakcijos 

laikas 30 min., kapsaicino išeiga 16,9 mg/g), ekstrakcijos ultragarsu (ekstrakcijos laikas 30 min., 

kapsaicino išeiga 19,9 mg/g) ir Soksleto ekstrakcija (ekstrakcijos laikas 225 min., kapsaicino 

išeiga 22 mg/g). Nustatyta, kad ekstrakcija ultragarsu ir mechaninė ekstrakcija kapsaicino 

stabilumui įtakos neturėjo, o atliekant Soksleto ekstrakciją, šio junginio degradacija prasidėjo 

praėjus 45 minutėms nuo proceso pradžios (Martins ir kt., 2017). Išsiaiškinta, kad kapsaicinoidai 

pradeda degraduoti tik tada, kai ekstrakcijos tirpiklio temperatūra tampa viršija +150 °C (Barbero 

ir kt., 2006b; Si ir kt., 2014).       
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Martins ir kt. teigimu, kaipsaicinoidų ekstrakcijos efektyvumas priklauso nuo organinio 

tirpiklio rūšies, temperatūros, laiko ir ekstrakcijos metodo parinkimo (Martins ir kt., 2017). 

Mokslinėje metodologijoje aptinkami šie kapsaicinoidų ekstrakcijos iš paprikų vaisių metodai: 

mechaninė ekstrakcija (Contreras-Padilla ir kt., 1998), maceracija (Kirschbaum-Titze ir kt., 

2002), Soksleto ekstrakcija (Korel ir kt., 2002), ekstrakcija ultragarsu (Karnka ir kt., 2002), 

ekstrakcija superkritiniais skysčiais (Daood ir kt., 2002) ir slegiamo skysčio ekstrakcija (ang. 

pressurized liquid extraction) (Barbero ir kt., 2006a). Tačiau mokslinės literatūros šaltinių 

analizės metu nebuvo nustatyta atvejų, kurių metu kapsaicinoidų ekstrakcija iš Capsicum annum 

L. rūšies vaisių būtų vykdoma panaudojant apdorojimą IEL.     

Praktikoje kapsaicinoidų turintys ekstraktai yra naudojami maisto pramonėje kaip padažai, 

suteikiantys aitrumo pojūtį (Barbero ir kt., 2015), tačiau kur kas reikšmingiau šie biologiškai 

aktyvūs junginiai yra pritaikomi medicinoje. Kapsaicinoidų preparatai klinikinėje praktikoje 

naudojami siekiant sumažinti periferinį neuralginį skausmą (Chung ir kt., 2016). Kapsaicinas 

pasižymi medžiagų apykaitos produktų metabolizmą skatinančiu (Han ir Isoda, 2009) ir 

gastroprotekciniu apdorojimu (Mózsik ir kt., 2005) bei gali sumažinti gliukozės kiekį kraujyje 

(Yuan ir kt., 2016). O dihidrokapsaicinui būdingas neuroprotekcinis apdorojimas (Srinivasan ir 

kt., 2016). Janyou ir kt. (2017) atlikto tyrimo metu buvo modeliuojamos išeminio insulto sąlygos 

pelių smegenų audiniuose. Gauti rezultatai atskleidė, kad dihidrokapsaicinas reikšmingai 

sumažino tiek smegenų audinio, tiek kapiliarų (ang. blood-brain-barrier) pažeidimus.    

Teigtina, kad, siekiant sukurti klinikinius preparatus, sujungsiančius moksliniais tyrimais 

įrodytas ir žmogaus sveikatai naudingas kapsaicinino ir dihidrokapsaicino savybes, būtų tikslinga 

sukurti ekstrakcijos metodą, kurį pasitelkus, būtų galima pasiekti kuo didesnę šių junginių 

ekstrakcijos sinergiją.  

Šio tyrimo metu pirmą kartą kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcija iš Capsicum annum L.  

rūšies vaisių buvo vykdoma pritaikant IEL apdorojimą.      

1.5. Impulsinio elektrinio lauko įtaka betalainų ekstrakcijos efektyvumui iš šviežių 

burokėlių  (Beta vulgaris L.) 

Iš visų gamtoje aptinkamų ir betalainų savo sudėtyje turinčių augalų rūšių, raudonieji 

burokėliai pasižymi didžiausiais šio biologiškai aktyvaus junginio kiekiais (Esatbeyoglu ir kt., 

2015). Šie vandenyje tirpūs ir azoto savo sudėtyje turintys junginiai pagal struktūrą ir spalvą yra 

skirstomi į 18 skirtingų betacianinų ir 12 betaksantinų (Sawicki ir kt., 2016). Betacianinų spalva, 

pagal burokėlio rūšį, būna raudona arba violetinė, o betaksantinų – geltona arba oranžinė (Sawicki 

ir kt., 2016). Didžiausią visų burokėlyje aptinkamų betacianinų dalį (75–95 %) sudaro biologiškai 

aktyvus junginys betaninas (E162). Šis betacianinas kaip natūralus maistinis dažiklis buvo 
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pritaikytas ir yra iki šiol naudojamas maisto pramonėje (Delgado-Vargas ir kt., 2000; Fincan ir 

kt., 2004; Esatbeyoglu ir kt., 2015). Taip pat buvo įrodytos teigiamos betanino savybės žmogaus 

sveikatai. Tyrimai atskleidė, kad betaninas slopina lipidų peroksidaciją (Kanner ir kt., 2001), 

padeda apsaugoti ląsteles nuo deoksiribonukleorūgšties pažeidimų (Zielińska-Przyjemska ir kt., 

2012) ir indukuoja antioksidantus (Krajka-Kuźniak ir kt., 2013; Esatbeyoglu ir kt., 2014).  Juo 

labiau, buvo ištirta, kad betaninas dalyvauja uždegimą slopinančiuose (Reddy ir kt., 2005), 

priešvėžiniuose (Kapadia ir kt., 2003; Zhang ir kt., 2013b; Lecher ir Stoner, 2019), 

priešmikrobiniuose ir priešvirusiniuose procesuose (Sturzoiu ir kt., 2011). Iki šiol atlikti tyrimai 

parodo, kad betalainai, išgauti iš burokėlių, nesukelia šalutinių alerginių reakcijų  (Miguel,  2018).  

Įrodžius, kad betaninas yra saugus žmogaus sveikatai ir tinkamas naudoti maisto pramonėje 

(The German Federal Ministry of Justice and Consumer Protection, 1998), šis biologiškai aktyvus 

junginys kaip natūralus dažiklis buvo pradėtas naudoti ir vis dar yra pasitelkiamas konditerijoje 

bei maisto papildų gamyboje, juo dažomi sausi mišiniai ir pieno produktai (Stinzing ir kt., 2008a, 

Stinzing ir kt., 2008b; Georgiev ir kt., 2010). Betanino spalvos intensyvumas, palyginti su 

sintetiniais dažikliais, yra iki trijų kartų didesnis. Todėl jis taip pat naudojamas vaistų ir 

kosmetikos pramonėje (Dornenburg ir Knörr, 1996; El-Tantawy ir Eisa, 2009). Betaninui, kaip ir 

kitiems betalainams, būdingas spalvos stabilumas vandenilio potencialo (pH) ribose nuo 3 iki 7. 

O antocianinai (E163), kurie taip pat gali būti naudojami raudonų maistinių dažų gamybai, spalvos 

stabilumu nepasižymi tada, kai vandenilio potencialo vertė tampa didesnė nei 3. Atkreiptinas 

dėmesys, kad betaninas kaip natūralus raudonos spalvos maistinis dažiklis nėra optimaliai 

pritaikomas: dėl raudonos spalvos atspalvių įvairovės, kuri priklauso nuo burokėlių genotipo, dėl 

degradavimo esant aukštesnei nei kambario temperatūrai, dėl specifinio „žemės“ kvapo ir 

pasenusių bei šiuolaikinių gamtosaugos reikalavimų neatitinkančių ekstrakcijos metodikų (Luque 

de Castro ir Garcia-Ayuso, 1998; Cai ir kt., 1998; Mamidipally ir Liu, 2004; Esatbeyoglu ir kt., 

2015). Todėl tyrimai, kurių metu būtų optimizuojama pigmentų betalainų ekstrakcija iš burokėlių 

žaliavos, yra aktualūs ir turi praktinę perspektyvą.   

Betalainai yra kaupiami ląstelių vakuolėse, todėl šių junginių ekstrakcijos efektyvumas 

didžiąja dalimi priklauso nuo augalinės struktūros dezintegracijos laipsnio ir pasirinkto 

ekstrakcijos metodo. Siekiant padidinti išeigos laipsnį ir sumažinti ekstrakcijos laiką, būtina 

padidinti tirpiklio ir augalinės žaliavos sąlyčio plotą. Tada betalainų ekstrakcija kambario ar 

aukštesnėje temperatūroje gali būti vykdoma vandenyje, metanolyje ar etanolyje (Delgado-

Vargas ir kt., 2000). Tačiau didesniu betalainų stabilumu pasižymi vandeniniai ekstraktai 

(Escribano ir kt., 2002; Strack ir kt., 2003). Pabrėžtina, kad visiems tradiciniams ekstrakcijos 

metodams, kurių metu kaip tirpiklis gali būti naudojamas vanduo, būdinga ilga ekstrakcijos 

trukmė, maža betalainų ekstrakcijos išeiga, ekstrakto tarša, dideli energijos ir ekstrahuojamų 
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junginių nuostoliai (Tiwari ir Cullen, 2013). Pastaruoju metu mokslinėje literatūroje vis dažniau 

publikuojami ekstrakcijos rezultatai, gauti panaudojus žaliavos apdorojimą IEL, slegiamo skysčio 

ekstrakciją, ekstrakciją superkritiniais skysčiais, ekstrakciją ultragarsu ir žaliavos smulkinimą iki 

nanometrinių dalelių. Manoma, kad ekstrakcija IEL turi didžiausią pritaikymo potencialą 

betalainų ekstrakcijai iš šviežių burokėlių dėl trumpo ekstrakcijos laiko, ypač mažų energijos 

sąnaudų, saugesnio vartoti ir aukštesnės kokybės galutinio produkto (Tiwari ir Cullen, 2013).   

Augalinės žaliavos apdorojimas IEL – tai neterminis, nepasižymintis žalingu terminiu 

apdorojimu ir energijos nuostoliais, metodas, kurio metu trumpi, mikrosekundžių eilės impulsai 

yra paduodami į augalinę struktūrą taip, kad ant biologinių ląstelių membranų yra indukuojamas 

kritinis transmembraninis potencialas, sukeliama ląstelių elektroporacija ir reikšmingai 

padidinamas membranų laidumas įvairaus dydžio molekulėms (Donsi ir kt., 2010b). Šis abiotinis 

(biologiniu požiūriu) stresorius į augalinę struktūrą yra paduodamas naudojant specialias 

apdorojimo kameras (Heinz ir kt., 2001). Atsižvelgiant į apdorojimo kameroje sukuriamo 

elektrinio lauko homogeniškumo laipsnį ir elektrinio lauko stiprumą, IEL apdorojimas gali sukelti 

tiek grįžtamą, tiek negrįžtamą ląstelių elektroporaciją. Įvykus grįžtamai elektroporacijai, kai 

elektrinio lauko stiprumas mažesnis nei 1 kV cm-1, praėjus tam tikram laikui po apdorojimo 

membranų, fosfolipidinės poros užsidaro. O negrįžtamos elektroporacijos atveju, kai elektrinio 

lauko stiprumas didesnis nei 0,5 kV cm-1, yra sutrikdoma ląstelės homeostazė ir poros lieka 

pralaidžios (Toepfl, 2006; Jäger, 2013).       

Elektroporacijos proceso pobūdis priklauso nuo biologinių veiksnių – ląstelės dydžio, jos 

formos, orientacijos elektriniame lauke, augalinės žaliavos arba apdorojimo terpės pH, 

apdorojamos žaliavos temperatūros, jos savitojo elektrinio laidumo ir apdorojamos žaliavos 

heterogeniškumo (Raso ir Heinz, 2007).  

Betalainų ekstrakcija iš šviežių burokėlių, panaudojant žaliavos apdorojimą IEL, buvo 

tiriama kelis kartus (Chalermchat ir kt., 2004; Fincan ir kt., 2004; Lopez ir kt., 2009; Loginova ir 

kt., 2011; Luengo ir kt., 2016) tačiau gauti rezultatai detaliai nepaaiškino, kaip betalainų 

ekstrakcijos efektyvumą veikia pagrindiniai IEL metodo parametrai: elektrinio lauko stiprumas, 

suteiktos SEK ir į žaliavą paduotų impulsų skaičius.  

Taigi, šio tyrimo tikslas buvo įvertinti kiekvieno IEL parametro svarbą betalainų 

ekstrakcijos efektyvumui ir nustatyti reikšmingus šių parametrų sąryšio dėsningumus.   

1.6. Elektroporuotos ląstelės matematinis modelis 

Daržovių, vaisių audinių ląstelių vakuolėse dažniausiai yra saugomas didžiausias 

biologiškai aktyvių junginių kiekis (Wayne ir kt., 2019). Įvertinus tai, tampa akivaizdu, kad, norint 

pasiekti efektyvią šių junginių ekstrakciją, būtina dezintegruoti ne tik atitinkamo audinio ląstelių 
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membranas, bet kartu ir vakuolių tonoplastus. Vienas iš efektyviausių būdų šiam tikslui pasiekti 

yra elektroporacijos metodas, kuris dėl savo teigiamų aspektų pradedamas vis plačiau taikyti 

maisto pramonėje (Puértolas ir kt., 2016).  

Siekiant geriau suprasti transmembraninio potencialo dinamiką elektrinio impulso metu, ant 

ląstelės membranos ir tonoplasto esant skirtingam gretimų sričių (ląstelės išorinė terpė, citozolis, 

vakuolė) savitojo elektrinio laidumo dydžiui, buvo sukurtas augalinės ląstelės baigtinių elementų 

modelis (BEM). Jis buvo suprojektuotas panaudojant „Comsol Multiphysics“ programinį paketą. 

Pirmiausia sukurta geometrinė struktūra buvo analizuojama pritaikant elektrinių srovių 

programinį modulį. Šiame modulyje gali būti analizuojamas elektrinės srovės tekėjimas skirtingo 

savitojo elektrinio laidumo (σ) ir dielektrinės skvarbos (ε) medžiagomis bei kartu tiriamas 

elektrinio lauko stiprumo pasiskirstymas. Tačiau šio modulio aplinkoje matematiniai skaičiavimai 

galimi tik tada, kai teisingai aprašomi elektrinio lauko potencialai, kurie leidžia išpildyti būtinąją 

sąlygą – tiriamoji medžiaga privalo būti apdorojama elektriniu lauku (E) tam tikrą laiką. Kita 

vertus, atliekant matematinius skaičiavimus, negalima įvertinti laidininko paviršiuje tekančių 

srovių įtakos.    

Pagrindinis matematinio elektroporuotos ląstelės modelio uždavinys buvo sukurti 

biologinės ląstelės modelį, kurį pasitelkus, būtų galima įvertinti savitojo elektrinio laidumo įtaką 

indukuoto transmembraninio potencialo dydžiui ant ląstelės ir jos vakuolės membranų. Tokio 

pobūdžio teorinės žinios leistų geriau suprasti elektroporacijos proceso mechanizmą, iš anksto 

parinkti optimalius IEL elektrinius parametrus, taip pat sumažinti eksperimentinių tyrimų apimtis, 

padidinti metodo efektyvumą.    
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2. TYRIMŲ METODAI IR SĄLYGOS 

2.1. Tyrimų objektų parinkimas 

Mėlynių uogos (Vaccinium myrtillus L.). Tyrimų metu buvo nustatyta, kad, taikant 

tradicinius augalinės žaliavos perdirbimo metodus, mėlynių išspaudose lieka didžioji dalis 

žmogaus sveikatai naudingų biologiškai aktyvių junginių antocianinų (Lee ir kt., 2004; Khanal ir 

kt., 2010; Bobinaitė ir kt., 2015a). Atsižvelgus į šiuos rezultatus, buvo nuspręsta pritaikyti 

apdorojimą IEL, siekiant efektyvesnės antocianinų ekstrakcijos iš mėlynių uogų, ir sumažinti šių 

junginių kiekį mėlynių uogų išspaudose.   

Aitriosios vienmetės paprikos (Capsicum annum L.). Tyrimais buvo įrodytas teigiamas 

kapsaicinoidų poveikis žmogaus sveikatai (Mózsik ir kt., 2005; Han ir Isoda, 2009; Chung ir kt., 

2016; Janyou ir kt., 2017). Tačiau atlikus mokslinės literatūros šaltinių analizę, nebuvo nustatyta 

atvejų, kurių metu kapsaiciną ir dihidrokapsaiciną iš aitriųjų paprikų būtų bandoma ekstrahuoti 

apdorojant IEL. Todėl šiame darbe pirmą kartą buvo siekiama optimizuoti kapsaicinoidų 

ekstrakciją iš aitriųjų paprikų vaisių, pritaikius IEL metodą. 

Raudonieji burokėliai (Beta vulgaris L.). Iš visų gamtoje aptinkamų augalų rūšių, turinčių 

savo sudėtyje betalainų, raudonieji burokėliai pasižymi didžiausiais šių biologiškai aktyvių 

junginių kiekiais (Esatbeyoglu ir kt., 2015). Tačiau dėl aplinkai žalingų tradicinių bei iki šiol 

nepritaikytų inovatyvių ekstrakcijos metodų, raudonieji burokėliai vis dar nėra optimaliai 

perdirbami (Luque de Castro ir Garcia-Ayuso, 1998; Cai ir kt., 1998; Mamidipally ir Liu, 2004; 

Esatbeyoglu ir kt., 2015). Todėl šiame darbe buvo siekiama padidinti betalainų ekstrakcijos 

efektyvumą iš raudonųjų burokėlių, pritaikius IEL metodą.   

2.2. Mėlynių uogų apdorojimas impulsiniais elektriniais laukais 

Tyrimo metu mėlynių uogų apdorojimas IEL buvo atliekamas naudojant cilindro formos 

apdorojimo kamerą, sudarytą iš vertikalaus polikarbonatinio izoliatoriaus ir dviejų diskinės 

formos poliruotų nerūdijančio plieno elektrodų (žr. 2.1 pav.). Atstumas tarp elektrodų visų 

eksperimentų metu buvo 5 cm, vamzdinio izoliatoriaus apačia perforuota 0,5 mm diametro 

skylutėmis specialiai pritaikant kamerą  sulčių spaudimui. Elektrodo paviršiaus plotas 9,1 cm2.  

Elektriniai impulsai į augalinę žaliavą buvo paduodami naudojant aukštos įtampos impulsų 

generatorių (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Sweden). Kiekvieno IEL apdorojimo metu 

impulsų įtampa ir srovė buvo matuojama naudojant Rogovskio ritę (2–0.1 Stangenes, Inc., USA) 

bei skaitmeninį osciloskopą  (Tektronix, TDS 3034B, Wilsonwille, OR, USA).     
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2.1 pav. Mėlynių uogų apdorojimo IEL struktūrinė schema (Pataro ir kt., 2017) 

Fig. 2.1. Schematic representation of the PEF  pre-treatment of blueberry fruits. Adopted from  

Pataro et al. (2017) 

Tyrimo metu buvo naudojamos šviežios mėlynių uogos, kurios buvo saugomos +4 °C 

temperatūroje ne ilgiau nei 5 dienas prieš eksperimentą. Kiekvieno eksperimento pakartojimo 

metu buvo sunaudojama 10 g šviežių mėlynių uogų. Pirmiausia uogos buvo nuplaunamos 

distiliuotu vandeniu, vėliau padalijamos peiliu į dvi dalis ir patalpinamos į apdorojimo kamerą. 

Visų tyrimo eksperimentų metu elektrinio lauko stiprumas tarp apdorojimo kameros elektrodų 

buvo nuolatinis (3 kV cm-1), tačiau keičiant impulsų skaičių, buvo keičiamas mėginiui suteiktos 

SEK (1, 5 ir 10 kJ kg-1). Stačiakampių impulsų trukmė (20 μs) ir jų pasikartojimo dažnis (10 Hz) 

tyrimo metu nebuvo keičiami.   

Kiekvienas IEL apdorotas mėginys buvo spaudžiamas 8 min 132 kPa slėgiu. Po sulčių 

spaudimo gauta skysta masė buvo centrifuguojama (ALC PK 130R, DJB Labcare Ltd, Newport, 

UK) 10 minučių esant 5000 aps./min greičiui ir +5 °C temperatūrai. Išgrynintos sultys buvo 

pasveriamos, gautas svoris perskaičiuojamas į santykinius masės vienetus (g/100 g šviežių uogų).   

Po sulčių spaudimo gautos mėlynių uogų išspaudos buvo įdėtos į 50 ml talpos plastikinius 

indelius, pasvertos ir užpiltos etanolio (50 %, v/v) ir druskos (0,5 %, v/v) tirpalu, išlaikant tirpiklio 

ir išspaudų masės santykį 6:1 (ml/g). Tada konteineriai buvo užsandarinami aliuminio folija ir 

dedami į inkubatorių (S150, PBI International, Milan, Italy). Ekstrakcijos procesas buvo 

vykdomas 24 valandas kambario temperatūroje, bendrą masę maišant vienodu greičiu 

(150 aps./min). Gauti ekstraktai buvo filtruojami popieriniu filtru (Whatman No. 1) ir Biuchnerio 

piltuvu su akytu disku, tada saugomi +4 °C temperatūroje ir analizuojami ne vėliau nei tą pačią 

dieną po eksperimento atlikimo.       
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2.3. Aitriųjų vienmečių paprikų apdorojimas impulsiniais elektriniais laukais  

Tyrimo metu aitriųjų paprikų apdorojimas IEL buvo atliekamas naudojant standartinę 4 mm 

elektroporacijos kiuvetę (BTX, Holliston, MA, USA), sudarytą iš dviejų vienas kitam lygiagrečių 

aliuminio elektrodų (žr. 2.2 pav.). Elektriniai impulsai į augalinę žaliavą buvo paduodami 

naudojant aukštos įtampos impulsų generatorių (BTX T 820, Holliston, MA, USA). Kiekvieno 

IEL apdorojimo metu impulsų srovė ir įtampa buvo matuojama naudojant  aukštos įtampos zondą 

(Pintek PA – 622, Pintek Electronics Co, Taiwan) ir skaitmeninį osciloskopą (Rigol DS2072A, 

Rigol Technologies Inc., USA), prijungtą prie apdorojimo kameros.   

 

2.2 pav. Aitriosios paprikos placentos apdorojimo IEL struktūrinė schema 

Fig. 2.2. Schematic representation of the PEF pre-treatment of chili pepper placenta  

Tyrimo metu buvo naudojamos šviežios „Habanero“ (Capsicum annum L.) veislės paprikos 

(UAB Sanitex, Kaunas), kurios iki eksperimento buvo laikomos +4 °C temperatūroje. Prieš 

eksperimento atlikimo pradžią paprikos buvo nuplautos distiliuotu vandeniu, supjaustytos į 

keturias lygias dalis ir skalpeliu atskirtos nuo vaisių placentos. Kiekvieno eksperimento 

pakartojimo metu buvo panaudojama 0,5 g šviežios paprikų placentos. Tyrimo eksperimentų metu 

elektrinio lauko stiprumas (1; 2; 2,5; 3 kV cm-1) tarp apdorojimo kameros elektrodų buvo 

keičiamas generatoriaus valdymo skyde nustatant skirtingą impulso įtampos amplitudę (400; 800; 

1000; 1200 V). Keičiant impulsų skaičių, buvo keičiamas mėginiui suteiktos SEK (0,01, 1,1; 10; 

12,8 kJ kg-1). Stačiakampių impulsų trukmė (100 μs) ir jų pasikartojimo dažnis (1 Hz) tyrimo 

metu nebuvo keičiami.     

Iš karto po apdorojimo IEL mėginys buvo įdedamas į 25 ml talpos stiklinį indelį ir, 

atsižvelgiant į eksperimento tolimesnę eigą, užpilamas 5 ml etanolio (95 %, v/v) tirpalu arba 

distiliuotu vandeniu (pH 5,8). Tada stiklainis buvo užsandarinamas dangteliu ir kambario 

temperatūroje 5 min buvo vykdoma kapsaicinoidų ekstrakcija. Vėliau gauti ekstraktai buvo 
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centrifuguojami 5 min 500 aps./min greičiu centrifugoje. Tada centrifugatas buvo filtruojamas per 

0,45 μm porų skersmens polivinilidenfluorido (PVDF) filtrą, o gautas mėginys buvo naudojamas 

ESC analizei.    

2.4. Raudonųjų burokėlių apdorojimas impulsiniais elektriniais laukais  

Tyrimo metu raudonųjų burokėlių apdorojimas IEL buvo atliekamas naudojant cilindro 

formos apdorojimo kamerą, sudarytą iš vertikalaus akrilinio izoliatoriaus ir dviejų diskinės formos 

poliruotų nerūdijančio plieno elektrodų (žr. 2.3 pav.). Atstumas tarp elektrodų visų eksperimentų 

metu buvo 1 cm.  Elektrodo paviršiaus plotas 24 cm2.  Elektriniai impulsai į augalinę žaliavą buvo 

paduodami naudojant aukštos įtampos impulsų generatorių (BTX T 820, Holliston, MA, USA). 

Kiekvieno apdorojimo metu impulsų srovė ir įtampa buvo matuojama naudojant aukštos įtampos 

zondą (Pintek PA – 622, Pintek Electronics Co, Taiwan) ir skaitmeninį osciloskopą (Rigol 

DS2072A, Rigol Technologies Inc., USA) prijungtą prie apdorojimo kameros.  

Tyrimo metu buvo naudojami švieži Kestrel H veislės burokėliai (LAMMC), kurie iki 

eksperimento buvo saugomi +4 °C temperatūroje, tamsoje. Prieš eksperimento pradžią 20 šviežių 

burokėlių šakniagumbių buvo nuplauti distiliuotu vandeniu (pH 5,8) ir rankiniu būdu sutarkuoti 

buitine tarka, kurios griovelio ašmenys vienas nuo kito buvo nutolę 2 mm. Gauta tarkuota masė 

buvo sudedama į plastikinį indą ir rankiniu būdu maišoma 10 min. Kiekvienam apdorojimui IEL 

buvo naudojama 18 g tarkuotos masės. Tyrimo eksperimentų metu elektrinio lauko stiprumas 

(0,5; 1; 1,5; 2 kV cm-1) tarp apdorojimo kameros elektrodų buvo keičiamas generatoriaus valdymo 

skyde nustatant skirtingą impulso įtampos amplitudę (500; 1000; 1500; 2000 V). Keičiant impulsų 

skaičių, buvo keičiamas mėginiui suteiktos SEK (0,04–97,86 kJ kg-1).  Stačiakampių impulsų 

trukmė (100 μs) ir jų pasikartojimo dažnis (1 Hz) tyrimo metu nebuvo keičiami.   

  

2.3 pav. Raudonųjų burokėlių apdorojimo IEL struktūrinė schema 

Fig. 2.3. Schematic representation of the PEF pre-treatment of beetroot 
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Iš karto po apdorojimo IEL 10 g paveikto mėginio buvo įdedama į 100 ml talpos stiklinį 

indelį ir užpilama 50 ml distiliuotu vandeniu (pH 5,8). Tada stiklainis buvo užsandarinamas 

dangteliu ir 60 min laikomas kambario temperatūroje, tamsoje. Gauti ekstraktai buvo filtruojami 

naudojant popierinį filtrą (Whatman No. 1), tada laikomi +4 °C temperatūroje, tamsoje ir 

spektrofotometriškai analizuojami ne vėliau nei 30 min. po eksperimento atlikimo.        

2.5. Antocianinų nustatymas efektyviosios skysčių chromotografijos metodu 

Mėginio paruošimas. Po apdorojimo IEL gauti mėlynių sulčių ar jų išspaudų ekstraktai 

buvo atskiesti santykiu 1:10 naudojant 90 % skruzdžių rūgšties (10 %, v/v) ir 10 % acetonitrile ir 

metanolio tirpalą (85:15, v/v). Prieš ESC analizę paruošti mėginiai buvo filtruojami per 0,45 μm 

porų skersmens PVDF filtrą.  

ESC analizė. Kokybinei ir kiekybinei antocianinų analizei buvo naudojamas 

chromatografas Waters 2695 su fotodiodų detektoriumi Waters 2998. Skirtingų antocianinų 

atskyrimui pasitelkta Excel 5 Super C18 kolonėlė (125 mm x 4,6 mm), porų dydis 5 μm. Analičių 

išplovimui naudoti du tirpikliai: eliuentas A – skruzdžių rūgštis (10 %) ir eliuentas B – ACN – 

MeOH (85:15 V/V). Injekcijos tūris 10 μl, eliuentų tėkmės greitis 1 ml/min, kolonėlėje palaikant 

+25 °C temperatūrą. Detekcija vykdoma esant 200–600 nm ultravioletinės šviesos bangos ilgiui, 

o antocianinai aptinkami esant 520 nm regimos šviesos bangos ilgiui 50 min (Wang ir kt., 2014).  

Skirtingų antocianinų nustatymas. Etaloniniai tirpalai buvo ruošiami naudojant analitinį 

cianidin 3-gliukozidas standartą, atskiestą eliuente A (90 %, v/v) ir eliuente B (10 %, v/v).  

Chromatografinių smailių identifikavimas atliktas pagal analitės bei etaloninio junginio 

eliucijos trukmės sutapimą. Vidutinis skirtingų antocianinų sulaikymo laikas etaloninių tirpalų 

chromatogramose buvo lyginamas su gautu prieš tai atliktų tyrimų metu (Lätti ir kt., 2008; Wang 

ir kt., 2014). Kiekybinis skirtingų antocianinų įvertinimas buvo atliktas naudojant standartinių 

tirpalų kalibracines kreives. Kalibracinės kreivės sudarymui buvo analizuojami 7 etaloniniai 

tirpalo skiedimai (nuo 1 iki 100 mg/l).   

2.6. Kapsaicinoidų nustatymas efektyviosios skysčių chromotografijos metodu 

Mėginio paruošimas. Po IEL apdorojimo gauti etanoliniai arba vandeniniai tirpalai prieš 

ESC analizę buvo filtruojami per 0,25 μm porų skersmens PVDF filtrą.  

ESC analizė. Kokybinei ir kiekybinei antocianinų analizei buvo naudojamas 

chromatografas Waters 2695 su fotodiodų detektoriumi Waters 996 (Waters Corporation, USA). 

Skirtingi kapsaicinoidai atskirti ACE C18 kolonėle (250 mm x 4,6 mm; Aberdeen, Scotland), porų 

dydis 5 μm (Dong ir kt., 2014). 
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Analičių išplovimui naudoti du tirpikliai: eliuentas A – trifluoracto rūgštis (0,1 %), eliuentas 

B – acetonitrilas. Injekcijos tūris 10 μl, o eliuentų tėkmės greitis 1 ml/min., kolonėlėje palaikant 

+25 °C temperatūrą. Detekcija vykdoma esant 280 nm ultravioletinės šviesos bangos ilgiui 

16 min. (Dong ir kt., 2014).  

Kapsaicino ir dihidrokapsaicino nustatymas. Etaloniniai tirpalai buvo ruošiami 

naudojant analitinius kapsaicino (≥ 99,9 %, Sigma-Aldrich,Vokietija) ir dihidrokapsaicino  

(≥ 97,0 %,  Sigma-Aldrich, Vokietija) standartus.    

Chromatografinių smailių identifikavimas atliktas pagal analitės bei etaloninio junginio 

eliucijos trukmės sutapimą. Vidutinis kapsaicino sulaikymo laikas etaloninių tirpalų 

chromatogramoje 8,314±0,0563 min, o dihidrokapsaicino 11,060±0,081 min. Kiekybinis 

kapsaicino ir dihidrokapsaicino įvertinimas buvo atliktas naudojant standartinių tirpalų 

kalibracines kreives. Sudarant kapsaicino kalibracinę kreivę, buvo analizuojami 6 etaloniniai 

tirpalo (0,255 mg/ml) skiedimai, o dihidrokapsaicino – 5 etaloninio tirpalo (0,242 mg/ml) 

skiedimai.  

2.7. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas 

Bendras antioksidacinis mėlynių sulčių ir išspaudų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas 

buvo įvertintas taikant laisvųjų radikalų surišimo (DPPH) ir geležies redukcinio aktyvumo 

(FRAP) nustatymo metodus.  

DPPH metodu buvo įvertintas mėlynių sultyse ir išspaudų ekstraktuose esančių 

antioksidantų gebėjimas surišti DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo) laisvuosius radikalus, o šis 

metodas buvo pritaikytas atsižvelgus į tyrimo metodiką, apibūdintą ankstesnių tyrimų autorių 

(Brand-Williams, 1995; Bobinaitė ir kt., 2015b).  

FRAP metodas buvo pritaikytas remiantis Benzie ir Strain (1996) tyrimo metodika bei tam 

tikrais metodikos pakeitimais, atliktais siekiant tiksliau nustatyti mėlynių uogose esančių 

antocianų poveikį geležies redukciniam aktyvumui (Bobinaitė ir kt., 2015a). Gauti duomenys buvo 

palyginti su trolokso standartinių tirpalų kalibracine kreive.   

Antioksidacinio aktyvumo apskaičiavimas. Mėlynių sulčių ir jų išspaudų ekstraktų 

antioksidaciniai aktyvumai apskaičiuoti pagal trolokso kalibravimo grafiką ir išreikšti trolokso 

ekvivalentu (TE, μmol) mikromoliais sulčių mililitrui ir gramui šviežios medžiagos. TE atitinka 

trolokso kiekį (μmol), kuris tokiomis pat tyrimo sąlygomis turi identišką antioksidacinį aktyvumą, 

kaip 1 g augalinės žaliavos. Tada TE apskaičiuojamas pagal formulę (Bobinaitė ir kt., 2015b):    

 
𝑇𝐸 =

𝐴 − 𝑏

𝑎
∙

𝑉𝑏𝑎𝑛𝑑(l)

𝑚𝑏𝑎𝑛𝑑(g)
, (μmol/g) 

(2.1) 
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čia A – antioksidantiškai aktyvios analitės smailės plotas antioksidacinio aktyvumo 

chromatogramoje; a – nuolydis, b – nuokrypis iš trolokso kalibravimo grafiko regresijos lygties; 

Vband – tiriamos augalinės žaliavos ekstrakto bandinio tūris (l); mband – tiriamo bandinio atsvertas 

kiekis (tiksli masė, g).  

2.8. Betalainų kiekybinis vertinimas spektrofotometriniu metodu 

Betaksantinų ir betacianinų absorbcija buvo matuojama esant 485 nm ir 536 nm regimos 

šviesos bangos ilgiams, panaudojant DU-800 spectrofotometrą (Beckman Coulter Inc., Brea, 

California, USA), o šių junginių kiekis nustatytas pasitelkus lygtį (Wruss ir kt., 2015):  

 
𝐵𝑒𝑡𝑎𝑘𝑠𝑎𝑛𝑡𝑖𝑛𝑎𝑖 𝑎𝑟𝑏𝑎 𝐵𝑒𝑡𝑎𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎𝑖 =

𝐴 ∙ 𝐷𝐹 ∙ 𝑀𝑊 ∙ 1000

ԑ ∙ 𝑖
, 𝑚𝑔/𝑙 

(2.2) 

čia A = A536 nm – A650nm (betacianinų atveju) arba A = A485nm - A650nm (betaksantinų 

atveju), DF – nufiltruoto ekstrakto skiedimo koeficientas, MW (molekulinė masė) = 550 g/mol 

(betacianinų) ir 308 g/mol (betaksantinų), ԑ ( 𝐿 ∙ mol−1 ∙ cm−1) – molinis sugerties koeficientas. 

Šis koeficientas betacianinams yra 60 000, o betaksantinams 48 000. i – spektrofotometrinės 

kiuvetės plotis (1 cm). Gautas kiekis iš mg/l buvo perskaičiuotas į santykinius masės vienetus 

mg/100 g šviežio burokėlio.       

2.9. Baigtinių elementų metodas 

Baigtinių elementų metodas (BEM) – tai matematinis, skaitine algebra pagrįstas metodas, 

kuriuo yra apskaičiuojamas fizikinės sistemos pokyčio sprendinys konkrečiame kontinuumo taške 

(Logan, 2001). Pirmiausia geometrinis kūnas, kuriame bus ieškomi sprendiniai, yra suskaidomas 

į baigtinį skaičių elementų, kurie tarpusavyje jungiasi sąlyčio taškais arba briaunomis. Tada 

kiekvieno elemento srityje esančio nežinomojo pokytį aprašanti diferencialinė lygtis pakeičiama 

algebrinių lygčių sistema, o sujungus šias aprašančias lygtis į vieną skaitinę sistemą, yra gaunamas 

diferencialinės lygties sprendinio artinys (Reddy, 1984).  

Kai elektrinis potencialas geometrinio kūno aplinkoje yra nurodomas kaip skaitinis algebrinis 

dydis, tada elektrinio krūvio poliarizacija elektriniame lauke gali būti aprašoma Omo dėsniu, 

išpildant geometrinio kūno kontinuumo sąlygą (Tabatabaian, 2014): 

 𝐽 = 𝜎 ∙ 𝐸,  (2.3) 

 

 𝜕𝜌

𝜕𝑡
+ ∇ ∙ 𝐽 = 0, 

(2.4) 

čia J – elektrinės srovės tankis, (A/m2); σ – elektrinis laidumas, (S);  E – elektrinio lauko stipris, 

(V m-1);  t – elektrinio lauko apdorojimo trukmė, (s); ); ρ – erdvinis krūvio tankis, (C/m3); 

 ∇ – Laplaso operatorius.  
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Krūvininkų poliarizacija taip pat gali būti aprašoma Gauso dėsniu: 

 ∇ ∙ (𝜀 ∙ 𝐸) = 𝜌. (2.5) 

 

Sujungus abu dėsnius, galima išvesti diferencialinę lygtį, nurodančią homogeniškos 

medžiagos erdvinį krūvio tankį: 

 𝜕𝜌

𝜕𝑡
+

𝜎

𝜀
∙ 𝜌 = 0, 

(2.6) 

kai šios lygties sprendinys: 

 
𝜌(𝑡) = 𝜌0 ∙ 𝑒−

𝑡
𝜏, 

(2.7) 

tada elektrinį krūvį turinčių dalelių poliarizacijos elektriniame lauke laikas (ang. charge 

relaxation time): 

 𝜏 =
𝜀

𝜎
. (2.8) 

Jeigu 𝜏~𝑡, tada laiko harmonikos kontinuumo sąlyga yra 

 ∇ ∙ 𝐽 = ∇ ∙ (𝜎 ∙ 𝐸 + 𝐽𝑒) = −𝑗 ∙ 𝜔 ∙ 𝜌, (2.9) 

čia  ∇ ∙ 𝐷 = 𝜌, išreiškiama elektrinio krūvio pasiskirstymo elektriniame lauke lygtimi:  

 
∇ ∙ 𝐽 = ∇ ∙ (𝜎 ∙ 𝐸 + 𝐽𝑒) =

𝜕𝜌

𝜕𝑡
, 

(2.10) 

čia D – elektrinio krūvio poslinkis, (C/m2),  Je – išorinio elektrinio lauko sukurtas srovės tankis, 

(A/m2). 

Tada bendroji krūvio laikinės analizės lygtis išreiškiama taip: 

 −∇ ∙ 𝑑𝜕𝑡
𝜕 ((𝜀0 ∙ ∇ ∙ 𝑉 + 𝑃) − ∇ ∙ (𝜎 ∙ ∇ ∙ 𝑉 − 𝐽𝑒)) = 0, (2.11) 

čia V – elektrinė įtampa, (V).  

Atsižvelgiant į numanomą krūvininkų poliarizacijos laiką ir elektrinio lauko apdorojimo 

trukmę, yra nustatomas fizikinės analizės tipas. Galimi šie variantai:  

 Kai 𝜏 > 𝑡, tada elektrinio lauko apdorojimas yra per trumpas tam, kad orientuotų 

elektringąsias daleles elektriniame lauke ir tarp elektrodų pradėtų tekėti elektros srovė. 

Sprendžiami elektrostatikos uždaviniai nuolatinėje sistemoje. 

 Kai 𝜏 < 𝑡, tada elektringosios dalelės poliarizuojasi elektriniame lauke, o tarp elektrodų 

teka vienodo dydžio elektros srovė. Tokiu atveju simuliuojamas elektros srovės tekėjimas 

nuolatinėje sistemoje. 

 Kai 𝜏~𝑡, tada vyksta pereinamasis procesas, o tarp elektrodų tekančios srovės dydis 

priklauso nuo elektrinio lauko apdorojimo trukmės bei pobūdžio. Simuliuojamas 

elektrinės srovės tekėjimas dinaminėje sistemoje.   
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Atsižvelgiant į tai, kad matematinio modeliavimo metu buvo numatyta naudoti vieną elektros 

impulsą, kurio trukmė 100 𝜇𝑠, buvo pasirinktas laikinės analizės studijų tipas (𝜏~𝑡).   

2.10.  Impulsinio elektrinio lauko stiprumo ir suteiktos specifinės energijos kiekio 

apskaičiavimas 

IEL stiprumas tarp stacionarios apdorojimo kameros elektrodų buvo apskaičiuotas 

išmatuotą elektrinio impulso amplitudinės įtampos reikšmę padalijus iš atstumo tarp elektrodų 

dydžio (Raso ir kt., 2016):    

E =
𝑈𝑎𝑚𝑝

d
, (2.12) 

 

čia E – elektrinio lauko stiprumas, V cm-1; d – atstumas tarp apdorojimo kameros elektrodų, cm; 

Uamp – impulso amplitudinė įtampa, V.   

Elektrinio impulso metu augalinei žaliavai suteiktos specifinės energijos (Wp) kiekis buvo 

apskaičiuotas impulso amplitudinės įtampos reikšmę padauginus iš šio impulso metu tarp 

apdorojimo kameros elektrodų pratekančios elektrinės srovės dydžio bei šio impulso trukmės 

(Raso ir kt., 2016):  

Wp = 𝑈𝑎𝑚𝑝 ∙ I ∙ τ, (2.13) 

čia Wp – impulso metu suteiktos SEK, J kg-1; Uamp – impulso amplitudinė įtampa, V; I – impulso 

metu tarp apdorojimo kameros elektrodų pratekančios elektrinės srovės dydis, A; τ – impulso 

trukmė, s. Bendras apdorojimo IEL suteiktos SEK (WT) buvo apskaičiuojamas 1 impulso metu 

suteiktos energijos kiekį padauginus iš impulsų skaičiaus.     

2.11. Ląstelių dezintegracijos lygio vertinimas 

Ląstelių dezintegracijos indekso (Zp) skaičiavimas. Pirmiausiai buvo matuojamas 

neapdoroto ir apdoroto IEL mėginio kompleksinės varžos dydis, kai tarp matavimo prietaiso 

(LCR-8105G, GW Instek America Corp., CA, USA) gnybtų yra paduodamas kintamos įtampos 

signalas. Matavimai atliekami signalą paduodant 1 kHz ir 5 MHz dažniu, kai signalo amplitudinė 

įtampa yra 1 V. Dezintegracijos indeksas apskaičiuojamas lygtimi (Donsì ir kt., 2010b):  

Zp =
|Zuntr(1kHz)| − |Ztr(1kHz)|

|Zuntr(1kHz)| − |Ztr(5MHz)|
; (2.14) 

čia Zuntr – IEL neapdoroto mėginio impedanso dydis, išmatuotas esant 1 kHz dažniui; Ztr  – IEL 

apdoroto mėginio impedanso dydis, išmatuotas esant 1 ir 5 kHz dažniui. Ztr matuojamas praėjus 

5 s po apdorojimo IEL. Kai augalinės žaliavos ląstelių membranos yra visiškai suardytos, 

dezintegruotos, tada Zp = 1, o kai visiškai sveikos, tada Zp = 0. Tyrimais buvo įrodyta, kad 

impedanso reikšmė, gaunama veikiant 5 MHz dažniu, atitinka augalinio audinio elektrines 
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savybes, kurios išryškėja tada, kai augalinis audinys yra užšaldomas ir atitirpinamas (Ade-

Omowaye ir kt., 2000).   

Betalainų ekstrakto savitojo elektrinio laidumo matavimas. Elektriniai betalainų 

ekstraktų laidumai yra matuojami iš karto po to, kai paruošiami spektrofotometrinės analizės 

analitiniai mėginiai. Matavimų metu savitojo elektrinio laidumo matavimo prietaiso (Meter 

Toledo Seven Compact pH meter S210, Merk KGaA, Germany) zondas yra panardinamas iki 

nurodytos žymos į ekstraktą, esantį 100 ml Erlenmejerio kolboje, ir po tam tikro laiko išsaugoma 

nusistovėjusi reikšmė. Po kiekvieno matavimo prietaiso zondas yra nuplaunamas distiliuotu 

vandeniu ir nusausinamas minkštu popieriumi.   

2.12. Programinė įranga 

Matematinis elektroporuotos ląstelės modelis buvo sukurtas naudojant Comsol 5,2 

Multiphysiscs programinį paketą (Comsol Inc., Stockholm, Sweden). Bandomosios versijos 

kodas: 9FFF3FFFF7F5–TYFI–160224–10073638–594017123.    

2.13. Tyrimo duomenų statistinis įvertinimas 

Kapsaicinoidų ESC ir betalainų spektrofotometrinės analizės metu gautų duomenų 

statistinis įvertinimas atliktas kompiuterine programa MS Excel (Microsoft, JAV). Mėlynių sulčių 

ekstrakcijos išeigos ir antocianinų kiekio duomenų statistinė analizė buvo atlikta naudojant 

kompiuterinę programą SPSS (SPSS Inc., Čikaga, JAV).  

Statistiškai patikimi skirtumai tarp skirtingų ėminių buvo nustatyti atlikus vienfaktorinę 

dispersinę analizę taikant daugkartinio palyginimo Turkey’s HSD kriterijų. Skirtumai vertinti kaip 

statistiškai patikimi, kai p < 0,05. Duomenys pateikti kaip 3 rezultatų vidurkis ± standartinis 

nuokrypis.  
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1. Antocianinų ekstrakcijos išeiga po apdorojimo impulsiniais elektriniais laukais 

3.1.1. Impulsinio elektrinio lauko įtaka mėlynių sulčių išeigai 

Sulčių išeiga iš IEL paveiktų mėlynių uogų buvo vidutiniškai 32 % didesnė nei iš IEL 

neapdorotų uogų (žr. 3.1 lent.).  

3.1 lentelė. Mėlynių sulčių išeiga, redukcinis (FRAP) ir antioksidacinis (DPPH) mėlynių sulčių aktyvumai 

prieš (0 kJ kg-1) ir po apdorojimo 3 kV cm-1 stiprumo IEL  

Table 3.1. Blueberry juice yield, ferric reducing antioxidant power (FRAP), and DPPH radical scavenging 

capacity (DPPH) of juice and press cake extracts of untreated (0 kJ kg-1) and PEF treated (3 kV cm-1) blueberry 

fruits 

WT 

(kJ kg-1) 

Sulčių išeiga/ 

Juice yield 
DPPH FRAP DPPH FRAP 

g/100 g µmol TE/mL (sulčių/juice) µmol TE/g (išspaudų/press cake) 

0   42,7±1,00a
1 2,9±0,15a

1 4,8±0,28a
1 16,4±2,20a

1 39,8±1,13a
1 

1  55,9±1,77b
2 3,5±0,03b

2 5,5±0,38b
2 29,0±0,30b

2 55,9±0,38b
2 

5  57,4±1,42c
2 3,7±0,10c

2,3 6,2±0,38c
3 32,6±1,19c

2,3 61,4±0,68c
3 

10  56,3±1,57d
2 4,1±0,31d

3 6,5±0,58d
3 34,2±0,93d

3 68,0±1,48d
4 

Pastaba: Tame pačiame stulpelyje esančios skirtingos raidės, neturinčios sutampančių skaitinių indeksų, 

žymi statistiškai patikimus (p ≤ 0,05) skirtumus tarp tirtų grupių. Grupės, turinčios bent po vieną 

sutampantį indeksą, statistiškai patikimai (p ≤ 0,05) nesiskiria.  

Note. The lowercase indices signify the statistical significance groups (p ≤ 0,05 between bars with different 

indices, no significance between bars with the same index).     

Sulčių išeigos rezultatai, po apdorojimo IEL suteikto skirtingo specifinės energijos kiekio, 

neparodė statistiškai patikimų skirtumų. Galima teigti, kad mažiausias tyrimo metu naudotos 

suteiktos SEK buvo pakankamas padidinti sulčių ekstrakcijos efektyvumą, o didesni suteiktos 

energijos kiekiai (5 ir 10 kJ kg-1) neturėjo reikšmingos įtakos ekstrakcijos procesui, palyginti su 

silpnesniu apdorojimu. Tokie rezultatai nekoreliuoja su ląstelių dezintegracijos indekso (Zp) 

reikšmėmis, gautomis po mėlynių uogų elektroporacijos, panaudojus skirtingą IEL stiprumą 

(Bobinaitė ir kt., 2015a). Šio tyrimo metu buvo pastebėta, kad esant fiksuotam IEL stiprumui 

(3 kV cm-1) ir keičiant suteiktos specifinės energijos kiekį (1, 5 ir 10 kJ kg-1), ląstelės 

dezintegracijos indeksas keitėsi nežymiai (0,73; 0,77 ir 0,80). Statistiškai patikimi skirtumai buvo 

tik tarp ląstelių dezintegracijos indeksų po 1 ir 10 kJ kg-1 poveikių. Jaeger ir kt. (2012) taip pat 

ištyrė, kad suteiktos specifinės energijos kiekiai, didesni nei 2 kJ kg-1, neturėjo reikšmingos įtakos 

obuolių sulčių išeigai po apdorojimo IEL. Tačiau tokie rezultatai gali būti aiškinami tuo, kad per 
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stiprus IEL arba per didelis suteiktos SEK gali dezintegruoti augalinę struktūrą taip, kad gali 

pablogėti sulčių ištekėjimas iš spaudžiamos augalinės struktūros (Jaeger ir kt., 2012). Paprastai 

sulčių spaudimo efektyvumas priklauso nuo uogų sunokimo lygio ir audinio tekstūros savybių, 

spaudžiamos frakcijos dydžio, taip pat nuo sulčių spaudimo metodo (Jaeger ir kt., 2012).   

Apibendrinant galima teigti, kad tyrime naudotas apdorojimas IEL, kurio metu buvo suteiktas 

1 kJ kg-1 SEK, gana stipriai dezintegravo mėlynių uogų ląsteles ir kartu reikšmingai padidino 

mėlynių sulčių išeigą.      

3.1.2. Impulsinio elektrinio lauko įtaka antocianinų ekstakcijos efektyvumui iš mėlynių uogų 

Mėlynių uogas paveikus skirtingo specifinio energijos kiekio IEL, buvo išspaustos sultys ir 

atlikta šių sulčių ESC.  

Gauti rezultatai parodė (žr. 3.1 pav.), kad nei vienas iš tyrime naudotų apdorojimų IEL 

neturėjo neigiamos įtakos skirtingų antocianų identifikavimui. Tai, kad tyrimas buvo atliktas 

korektiškai, patvirtina panašios mėlynių sulčių chromatogramos, gautos ir kitų autorių 

(Laaksonen ir kt., 2010).   

Nustatyta, kad iš visų antocianidinų, aptiktų kontrolinių mėginių sulčių ekstraktuose, 

malvidinų (37,3 %) ir cianidinų (34,4 %) buvo aptikta daugiausiai, o peonidinų (16,3 %), 

petunidinų (7,8 %) ir delfinidinų (4,2 %) – mažiausiai. Išsiaiškinta, kad malvidin 3-gliukozidas ir 

cianidin 3-gliukozidas buvo pagrindiniai antocianinai. Be to, vidutinis antocianidino galaktozės ir 

arabinozės kiekis mėlynių sultyse buvo atitinkamai 3,1 ir 3,5 karto mažesnis nei antocianidino 

gliukozės (žr. 3.2 pav.).  

Vertinant pateiktus duomenis (žr. 3.1 pav.), galima daryti išvadą, kad tiek nepaveiktų, tiek 

apdorotų IEL mėlynių sulčių chromatogramų atsikartojamumas yra panašus. Šis rezultatas 

patvirtina, kad apdorojimas IEL nesukėlė antocianinų degradacijos.   

Labai panašūs rezultatai buvo gauti palyginus antocianinų chromatogramas, gautas ESC 

metodu, analizuojant vynuogių vyną, pagamintą iš neapdorotų ir apdorotų IEL vynuogių (Lopez 

ir kt., 2009).   
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3.1 pav. ESC chromatogramos po skirtingų apdorojimų IEL: a) IEL neapdorotos uogos ir apdorotos,  

b) 1 kJ kg-1, c) 5 kJ kg-1 ir d) 10 kJ kg-1  

Fig. 3.1.  HPLC profiles of anthocyanins in juices of a) untreated, and PEF pre-treated (3 kV cm-1) 

blueberry fruits of, b) 1 kJ kg-1, c) 5 kJ kg-1 and d) 10 kJ kg-1 

Atkreiptinas dėmesys, kad IEL lauko sukelta mėlynių uogų elektroporacija selektyviai 

paveikė skirtingų antocianinų ekstrakcijos efektyvumą. Paveiksle (žr. 3.2 pav.) pateikti duomenys 

atskleidžia, kad po apdorojimo IEL statistiškai patikimai (p≤0.05) padidėjo malvidin  

3-gliukozido, cianidin 3-gliukozido, peonidin 3-gliukozido, malvidin 3-galaktozės ir peonidin  

3-arabinozės kiekiai mėlynių sulčių ekstrakte, o kitų antocianinų kiekio padidėjimas nebuvo 

statistiškai patikimas.  

Šie rezultatai iš dalies sutampa su anksčiau atlikto tyrimo (Puertolas ir kt., 2013) išvadomis, 

kuriose teigiama, kad vyno gamybai panaudojus IEL apdorotas vynuogių išspaudas, paruoštas 

vynas turėjo statistiškai patikimai (p≤0.05) didesnį malvidin 3-gliukozido, petonidin 3-gliukozido 

ir cianidin 3-gliukozido kiekį.  
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Rezultatai parodė, kad skirtingi apdorojimai IEL, kurių metu buvo suteikti 1, 5 ir 10 kJ kg-1 

specifinės energijos kiekiai, atitinkamai 21 %, 29 % ir 55 % padidino bendrą antocianinų kiekį 

(TAC) mechaniškai išspaustų mėlynių sultyse (žr. 3.2 pav.). Tačiau tik 10 kJ kg-1 apdorojimas 

parodė statistiškai patikimai (p ≤ 0,05) didesnį bendro antocianinų kiekio padidėjimą sultyse, 

palyginti su kontroliniais mėginiais.   

Apibendrinant galima teigti, kad norint pasiekti efektyviausią antocianinų ekstrakciją iš 

mėlynių uogų, augalinei žaliavai IEL apdorojimo metu suteiktas specifinės energijos kiekis turi 

būti ne mažesnis nei 10 kJ kg-1.      

3.1.3. Impulsinio elektrinio lauko įtaka antocianinų kiekiui mėlynių uogų išspaudų ekstraktuose 

Atlikus ESC analizę prieš ir po apdorojimo IEL, mėlynių išspaudų ekstraktuose buvo 

identifikuota 15 skirtingų antocianinų (žr. 3.3 pav. ir 3.4 pav.). Ekstraktuose, kurie nebuvo 

apdoroti IEL, didžiausią kiekį sudarę antocianidinai buvo cianidinas (34,2 %) ir delfinidinas 

(30,1 %), o mažiausiai buvo identifikuota petunidino (13,9 %), malvidino (12,8 %) ir peonidino 

(9,0 %). Matavimai parodė, kad pagrindines antocianidinų cukrines dalis sudarė gliukozė ir 

galaktozė, o daugiausiai aptikta šių antocianinų: cianidin 3-galaktozido, cianidin 3-gliukozido, 

delfinidin 3-galaktozido ir delfinidin 3-gliukozido. Pažymėtina, kad išspaudų ekstrakte surastas 

didelis kiekis delfinidino yra ypač reikšmingas, žinant tai, kad delfinidino ir monogliukozido 

junginys pasižymi didžiausiu antioksidaciniu aktyvumu iš visų mėlynių uogose randamų 

antocianidinų ir antocianinų (Kähkönen ir Heinonen, 2003).  

Mėlynių išspaudas paveikus skirtingo specifinės energijos kiekio apdorojimais IEL, po ESC 

analizės buvo identifikuoti tie patys antocianinai. Kiekybinis vertinimas atskleidė, kad 

apdorojimai IEL statistiškai patikimai padidino visų nustatytų antocianinų kiekį ekstrakte (žr. 3.4 

pav.). Gautus duomenis palyginus su kontrolės rezultatais, buvo pastebėta, kad naudoti IEL 

apdorojimai nustatytų antocianinų ekstrakcijos efektyvumą paveikė skirtingai. Pavyzdžiui, 

apdorojimas IEL, kurio metu buvo panaudota impulsų seka, atitinkanti 10 kJ kg-1 specifinės 

energijos kiekį, delfinidino, cianidino, petunidino, peonidino ir malvidino kiekį ekstrakte, 

palyginti su kontrole, atitinkamai padidino 82,4 %, 76,9 %, 74 %, 63,6 % ir 62 %.  

Kaip ir tyrimo, aptarto ankstesniame skyriuje metu, šie rezultatai taip pat patvirtina, kad 

apdorojimo IEL įvykusi ląstelių membranų elektroporacija sukėlė selektyvią antocianinų 

ekstrakciją. Kita vertus, seniau tyrimus atlikusių autorių darbuose nurodyta, kad identifikuotų 

fenolinių junginių skaičius ekstrakte iš esmės priklauso nuo šių junginių santykinės lokalizacijos 

ir didžiausio galimo kiekio tam tikroje audinio vietoje, taip pat cheminės struktūros ir stabilumo 

esant išoriniam poveikiui – audinio apdorojimui (Barba ir kt., 2015a; Corrales ir kt., 2008). Kitais 

tyrimais nustatyta, kad apdorojimas IEL kur kas labiau padidino tų antocianinų kiekį vynuogių 
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išspaudų ekstrakte, kurie buvo konjuguoti su monogliukozidais nei aciliuoti su gliukozidais 

(Corrales ir kt., 2008). Barba ir kt. (2015b) pastebėjimu, vynuogių išspaudas apdorojus IEL, 

antocianinų ekstrakcija buvo kur kas efektyvesnė nei kitų fenolinių junginių. Autoriai pamini ir 

tai, kad po IEL apdorojimo malvidin 3-O-gliukozido koncentracija ekstrakte buvo pati didžiausia, 

palyginti su kitais nustatytais antocianinais.  

Kita vertus, būtina pažymėti, kad apdorojimo IEL metu augalinei žaliavai suteikti dideli išorinės 

elektrinės energijos kiekiai gali lemti naudingų biologinių junginių degradaciją arba pabloginti šių 

junginių ekstrakcijos efektyvumą (Kahmič-Kalamiza ir kt., 2014). Tačiau, remiantis ankstesnių 

autorių (Luengo ir kt., 2013; Lopez ir kt., 2009) gautomis ESC metodo chromatogramomis ir šio 

tyrimo metu gautais rezultatais (žr. 3.3 pav.), galima teigti, kad impulsinio elektrinio lauko parametrai 

buvo parinkti tinkamai ir nesukėlė antocianinų degradacijos.  

 

 
3.3 pav. ESC chromatogramos po skirtingų apdorojimų IEL: a) IEL neapdorotos uogos ir apdorotos, 

 b) 1 kJ kg-1, c) 5 kJ kg-1and d) 10 kJ kg-1 

Fig. 3.3.  HPLC profiles of anthocyanins in the extracts from press cakes obtained after pressing of the 

PEF of a) untreated, and PEF treated blueberry fruits at, b) 1 kJ kg-1, c) 5 kJ kg-1and d) 10 kJ kg-1 
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Rezultatai atskleidžia (žr. 3.4 pav.), kad antocianinų ekstrakcijos efektyvumas po išspaudų 

apdorojimo IEL buvo kur kas didesnis, palyginti su kontroliniais mėginiais, – IEL apdorotos 

išspaudos (po ekstrakcijos) vis dar išlaikė didelį kiekį antocianinų. Panašius rezultatus 

ekstrahuojant antocianinus iš V. myrtillus uogų išspaudų, nenaudojant IEL, gavo ir kiti autoriai 

(Laaksonen ir kt., 2010).   

Skirtingi (1; 5; 10 kJ kg-1) apdorojimai IEL reikšmingai padidino (36 %, 53 %, 75 %) bendrą 

antocianinų kiekį (TAC) mėginių ekstraktuose, palyginti su nustatytu antocianinų kiekiu 

nepaveiktų išspaudų ekstraktuose, tačiau statistiškai patikimi (p≤0.05) skirtumai buvo rasti tik 

tarp kontrolės ir 10 kJ kg-1 apdorojimo. Tai reiškia, kad apdorojimo IEL sukeltas ląstelių 

elektroporacijos reiškinys turėjo teigiamą įtaką antocianinų ekstrakcijai net ir iš mažų (apie 40 μm 

(Jäger, 2013) ląstelių esančių mėlynių odelėse. Apibendrinant rezultatus, gautus šio tyrimo metu, 

galima teigti, kad kai mėlynių išspaudų apdorojimui buvo panaudotas IEL, suteiktos specifinės 

energijos (1–10 kJ kg-1) kiekis iš esmės nulėmė antocianinų ekstrakcijos efektyvumą.   

Palyginus rezultatus, pateiktus paveikslėliuose (žr. 3.1 pav. ir 3.3 pav.), akcentuotina, kad 

chromatogramos, gautos analizuojant mėlynių sultis ir jų išspaudų ekstraktus, yra panašios, tačiau 

skiriasi nustatyti antocianidinų ir antocianinų kiekiai. Šie skirtumai gali būti aiškinami tuo, kad 

skirtingų antocianinų koncentracija mėlynių uogos audiniuose (odelė, mezokarpas) yra 

nevienoda, bei tuo, kad ekstrahuoti šiuos junginius iš ląstelių esančių odelėse yra kur kas sunkiau 

nei iš mezokarpo (Corrales ir kt., 2008; Barba ir kt., 2015a). Nustatyta, kad didžioji dalis 

antocianinų aptinkama būtent V. myrtillus uogų odelėse, o vakuolėse randami palyginti tik maži 

šių junginių kiekiai (Laaksonen ir kt., 2010). Išsiaiškinta ir tai, kad mėlynių uogos mezokarpo 

ląstelės yra kur kas didesnės (apie 140 μm), palyginti su ląstelėmis (apie 40 μm), kurios sudaro 

šių uogų odeles (Jaeger ir kt., 2012). Todėl, remiantis fundamentiniais elektroporacijos dėsniais, 

galima kelti prielaidą, kad, norint pasiekti efektyvią išspaudas sudarančių ląstelių elektroporaciją, 

būtinas stipresnis elektrinis laukas, nei tuo atveju, kai IEL yra veikiamos šviežios uogos.   

Puertolas ir kt. teigimu, etanolis dezintegruoja ląstelių membranas tirpindamas jų 

fosfolipidus (Puertolas ir kt., 2013), todėl manytina, kad ilgesnis ekstrakcijos laikas tirpiklyje 

turėtų padėti kompensuoti per silpną impulsinio elektrinio lauko stiprumą ir padidinti antocianinų 

ekstrakcijos efektyvumą iš mėlynių uogų odelių.    
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3.1.4. Impulsinio elektrinio lauko įtaka mėlynių sulčių ir jų išspaudų ekstraktų antioksidaciniam 

aktyvumui 

Bendras mėlynių sulčių ir išspaudų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas buvo vertinamas 

taikant DPPH ir FRAP metodus (žr. 3.1 lent.). Tyrimo metu nustatyta, kad tiek sulčių, tiek 

išspaudų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas, įvertintas DPPH metodu, buvo mažesnis, nei 

nustatytas panaudojant FRAP metodą.  Lyginant sultis, išspaustas iš neapdorotų ir apdorotų IEL 

(1–10 kJ kg-1) uogų, buvo pastebėta, kad sultys, gautos po apdorojimo IEL, pasižymėjo statistiškai 

patikimai (p≤0.05) didesniu antioksidaciniu aktyvumu, neatsižvelgiant į analizės metodą.  Kai 

buvo taikomas DPPH metodas, antioksidacinis aktyvumas buvo didesnis, palyginti su kontrole 

nuo 17,2 % iki 40, 5 %, o taikant FRAP metodą – nuo 15,2 % iki 36,1 %.  Kai buvo lyginami sulčių 

antioksidaciniai aktyvumai tarp skirtingų apdorojimų IEL, pasitelkus tik DPPH analizės metodą, 

statistiškai patikimi skirtumai buvo gauti po visų naudotų apdorojimų IEL (1–10 kJ kg-1). Tačiau 

tada, kai apdorojimų IEL įtaka sulčių antioksidaciniam aktyvumui buvo vertinama FRAP metodu, 

statistiškai patikimi skirtumai buvo gauti tik lyginat sultis, gautas po 1 ir 10 kJ kg-1 apdorojimų.  

Išspaudų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas buvo nuo 6 iki 10 kartų didesnis, palyginti su 

išmatuoju sulčių mėginiuose. Palyginti su kontroliniais mėginiais, DPPH metodu išmatuotas 

išspaudų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas po apdorojimų IEL buvo didesnis nuo 76,3 % iki 

108,6 %, o išmatuotas FRAP metodu – didesnis nuo 40,4 % iki 70,7 %. Abiem metodais išmatuoti 

išspaudų ekstraktų antioksidaciniai aktyvumai statistiškai patikimai (p ≤ 0,05) skyrėsi nuo 

išmatuotų kontroliniuose mėginiuose. Kai buvo lyginama skirtingų IEL poveikių įtaka 

antioksidacinio aktyvumo didumui, nustatyta, kad po DPPH analizės statistiškai patikimi  

(p ≤ 0,05) skirtumai buvo tarp tokių pačių poveikių (1–10 kJ kg-1), kaip ir sulčių tyrimo atveju, o 

pritaikius FRAP metodą, ekstraktų antioksidacinis aktyvumas taip pat statistiškai patikimai  

(p ≤ 0,05) skyrėsi po visų apdorojimų IEL (1 kJ kg-1; 5 kJ kg-1; 10 kJ kg-1).  

 Tai, kad po augalinės žaliavos apdorojimo IEL gali padidėti sulčių ir nepanaudotų antrinių 

produktų ekstraktų antioksidacinis aktyvumas, buvo teigiama ir kitų autorių tyrimų išvadose 

(Corrales ir kt., 2008; Donsi ir kt., 2010b; Grimi ir kt., 2011; Bobinaitė ir kt., 2015a).  

Tikėtina, kad tyrimo metu matuotas mėlynių sulčių ir išspaudų ekstraktų antioksidacinis 

aktyvumas didžiąja dalimi buvo nulemtas nevienodo fenolinių junginių ekstrakcijos efektyvumo, 

gauto dėl skirtingų apdorojimų IEL. Kaip nurodoma kitų autorių atliktų tyrimų rezultatuose 

(Wang ir kt., 2014), taip ir šio tyrimo atveju bendras fenolinių junginių kiekis stipriai koreliavo 

su išmatuotu antioksidaciniu aktyvumu mėlynių sultyse (R2 = 0, 970 – DPPH; R2 = 0, 899 – 

FRAP) ir išspaudų ekstraktuose (R2 = 0, 925 – DPPH; R2 = 0, 988 – FRAP).   
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Atkreiptinas dėmesys į tai, kad pastebimai didesnis išspaudų ekstraktų antioksidacinis 

aktyvumas greičiausiai buvo susijęs su tuo, kad mėlynių uogų odelėse yra didžiausias antocianinų 

kiekis, o mezokarpe šių junginių yra mažiau. Tad, tikėtina, sulčių antioksidacinį aktyvumą labiau 

nulėmė ekstrakcijos proceso metu išsiskyrę kiti fenoliniai (chlorogeno ar kumaro rūgštys) ir kiti 

junginiai, pvz., vitaminai, kurie ESC metodu nebuvo nustatyti. Tokią hipotezę patvirtina tai, kad 

Laaksonen ir kt. (2010), be 15 skirtingų antocianinų, V. myrtillus rūšies uogose papildomai nustatė 

22 flavanoidus glikozidus ir 5 flavanoidus aglikonus.   

Apibendrinant gautus atliktų tyrimų rezultatų duomenis, galima teigti, kad apdorojimas IEL 

gali būti naudingas norint pasiekti didesnę mėlynių uogų ląstelių dezintegraciją ir efektyvią 

antocianinų ekstrakciją ne tik iš šviežių uogų, bet ir iš po sulčių spaudimo liekančių išspaudų. 

Gautos ESC chromatogramos parodė, kad apdorojimas IEL neturi neigiamos įtakos skirtingų 

antocianų ekstrakcijai ir nesukelia šių biologiškai aktyvių junginių degradacijos. Nustatyta ir tai, 

kad skirtingi (1; 5; 10 kJ kg-1) IEL protokolai turėjo selektyvų poveikį antocianinų ekstrakcijos 

efektyvumui.     

3.2. Kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga po apdorojimo impulsiniais 

elektriniais laukais 

3.2.1. Kiekybinis kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos vertinimas 

Tyrimo pradžioje, siekiant sumažinti gautų rezultatų dispersiją, buvo atlikti kontroliniai 

bandymai su skirtingomis impulsų trukmėmis ir jų skaičiumi. Gauti rezultatai parodė, kad 

didžiausią įtaką kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeigai etanolyje turėjo 100 impulsų 

apdorojimas, kai 1 impulso trukmė buvo 100 μs. Vėliau buvo siekiama nustatyti IEL stiprumo 

įtaką kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeigai iš paprikos placentos. Šiam tikslui 

pasiekti mėginiai buvo paveikti 1, 2 ir 3 kV cm-1 stiprumo bei 100 impulsų apdorojimais (žr. 3.5 

pav.).  

Gauti rezultatai atskleidė, kad tiek kapsaicino, tiek dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga po 

3 kV cm-1 stiprumo IEL apdorojimų buvo statistiškai patikimai (p < 0.05) didesnė, palyginti su 

kitų mėginių ekstraktais.   
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3.5 pav. Kaipsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga iš paprikos „Habanero“placentos etanolyje 

(96 %, v/v) po skirtingų IEL poveikių. Untreated – kapsaicinoidų kiekis kontroliniame ekstrakte. YCAP – 

kapsaicino ir dihidrokapsaicino santykinis kiekis ekstrakte, mg/g. Vienodos raidės. turinčios skirtingus 

skaitinius indeksus. žymi statistiškai patikimus (p< 0,05) kapsaicino ir dihidrokapsaicino išeigos 

skirtumus tarp tirtų IEL poveikių 

Fig. 3.5. Capsaicin and dihidrocapsaicin extraction (ethanol 96%) yields from placenta of Habanero 

pepper after different PEF treatments. Untreated – capsaicinoind extraction yield from unaffected 

samples. YCAP – capsaicin and dihidrocapsaicin yields in mg/g fresh Habanero pepper. The lowercase 

indices signify the statistical significance groups (p<0.05 between bars with different indices, no 

significance between bars with the same index) 

Nustačius, kad 3 kV cm-1 elektrinio lauko stiprumo apdorojimas lemia didžiausią 

kapsaicinoidų ekstrakcijos išeigą, vėlesnių tyrimų metu buvo siekiama nustatyti optimalų IEL 

apdorojimo impulsų skaičių bei tuo metu suteiktos specifinės energijos kiekį. Pirmiausia, šviežių 

aitriųjų paprikų „Habanero“ placentos buvo apdorotos 2,5 ir 3 kV cm-1 elektrinio lauko stiprumo 

ir  1, 10 arba 100 impulsais. Iš rezultatų matyti, kad kaip tirpiklis naudotas etanolis (96 %, v/v) 

turėjo didesnę įtaką kapsaicinoidų išeigai nei skirtingi apdorojimai IEL, tačiau buvo pastebėta 

nežymi sąsaja tarp impulsų skaičiaus ir kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeigos 

dydžio (žr. 3.6 pav.).  
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3.6 pav. Kaipsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga iš paprikos „Habanero“ placentos 

etanolyje (96 %, v/v) po skirtingų IEL apdorojimų. Untreated – kapsaicinoidų kiekis kontroliniame 

ekstrakte. YCAP – kapsaicino ir dihidrokapsaicino santykinis kiekis ekstrakte, mg/g. Vienodos raidės, 

turinčios skirtingus skaitinius indeksus, žymi statistiškai patikimus (p < 0,05) kapsaicino ir 

dihidrokapsaicino išeigos skirtumus tarp tirtų apdorojimų IEL 

Fig. 3.6. Capsaicin and dihidrocapsaicin extraction (ethanol 96 %) yields from placenta of Habanero 

pepper after different PEF treatments. Untreated – capsaicinoind extraction yield from unaffected 

samples. YCAP – capsaicin and dihidrocapsaicin yields in mg/g fresh Habanero pepper. The lowercase 

indices signify the statistical significance groups (p<0.05 between bars with different indices, no 

significance between bars with the same index) 

Nustatyta, kad 3 kV cm-1 stiprumo IEL ir 100 impulsų (impulso trukmė 100 μs) apdorotų 

mėginių etanoliniai ekstraktai pasižymėjo didžiausia kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos 

išeiga, kuri buvo atitinkamai 29 % ir 21 % didesnė nei kontroliniuose ekstraktuose, tačiau 

statistiškai patikimi (p < 0,05) skirtumai tarp kontrolės ir skirtingais IEL apdorotų mėginių 

ekstraktų išeigos nebuvo nustatyti.  

Didesnis impulsų skaičius (1–100) ir didesnis suteiktos SEK (0,01–12,8 kJ kg-1) turėjo 

įtakos kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos efektyvumui, todėl buvo nuspręsta pakartoti 

tyrimą ir kaip tirpiklį panaudoti distiliuotą vandenį (pH 5,8) (žr. 3.7 pav.).   
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3.7 pav. Kaipsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga iš paprikos „Habanero“ placentos 

distiliuotame vandenyje po skirtingų IEL poveikių. Untreated – kapsaicinoidų kiekis kontroliniame 

ekstrakte.YCAP – kapsaicinoidų santykinis kiekis ekstrakte, mg/g. Vienodos raidės, turinčios skirtingus 

skaitinius indeksus, žymi statistiškai patikimus (p < 0,05) kapsaicino ir dihidrokapsaicino išeigos 

skirtumus tarp tirtų IEL poveikių 

Fig. 3.7. Capsaicin and dihidrocapsaicin extraction (distilled water) yields from placenta of 

„Habanero“ pepper after different PEF treatments. Untreated – capsaicinoind extraction yield from 

unaffected samples. YCAP – capsaicin and dihidrocapsaicin yields in mg/g fresh „Habanero“ pepper. 

The lowercase indices signify the statistical significance groups (p < 0.05 between bars with different 

indices, no significance between bars with the same index) 

Rezultatai parodė, kad 3 kVcm-1 stiprumo IEL ir 10 impulsų (100 μs trukmės) apdorotų 

mėginių vandeniniai ekstraktai pasižymėjo didžiausia kapsaicino ir dihidrokapsaicino 

ekstrakcijos išeiga, kuri buvo atitinkamai 200 % ir 211 %  (2 kartai) ir statistiškai patikimai 

(p < 0,05) skyrėsi nuo kitų mėginių kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeigos. Tačiau 

iš šių rezultatų negalima nustatyti IEL stiprumo įtakos kapsaicinoidų ekstrakcijai. Todėl 

papildomų tyrimų metu mėginiai buvo paveikti 100 impulsų ir skirtingo stiprumo apdorojimais 

(žr. 3.8 pav.).  
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3.8 pav. Kaipsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga iš „Habanero“ paprikos placentos 

distiliuotame vandenyje po skirtingų IEL poveikių. Untreated – kapsaicinoidų kiekis kontroliniame 

ekstrakte.YCAP – kapsaicinoidų santykinis kiekis ekstrakte, mg/g. Vienodos raidės, turinčios skirtingus 

skaitinius indeksus, žymi statistiškai patikimus (p < 0,05) kapsaicino ir dihidrokapsaicino išeigos 

skirtumus tarp tirtų IEL poveikių 

Fig. 3.8. Capsaicin and dihidrocapsaicin extraction (distilled water) yields from placenta of Habanero 

pepper after different PEF treatments. Untreated – capsaicinoind extraction yield from unaffected 

samples. YCAP – capsaicin and dihidrocapsaicin yields in mg/g fresh Habanero pepper. The lowercase 

indices signify the statistical significance groups (p < 0.05 between bars with different indices, no 

significance between bars with the same index) 

ESC rezultatai parodė, kad didžiausia kapsaicinoidų ekstrakcijos išeiga buvo gauta po 100 

impulsų (tp =100 μs) ir 1 kVcm-1 apdorojimo, o mažiausia po 3 kVcm-1 apdorojimo (žr. 3.8 pav.). 

Atsižvelgius į tai, kad efektyviausia kapsaicinoidų ekstrakcija buvo pasiekta po 10 impulsų ir  

3 kVcm-1 bei 100 impulsų ir 1 kVcm-1 apdorojimų, galima daryti išvadą, kad šių junginių 

ekstrakcijos efektyvumas labiausiai priklauso nuo suteiktos specifinės energijos kiekio arba IEL 

impulsų skaičiaus.  

3.2.2. Kokybinis kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos vertinimas 

Palyginus etanolinio ir vandeninio ekstraktų chromatogramas, nustatyta, kad kapsaicino ir 

dihidrokapsaicino sulaikymo laikai buvo tapatūs (žr. 3.9 pav.). Įvertinus tai, galima teigti, kad 

retais atvejais kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijai naudojamas vanduo (Barbero ir kt., 

2006b) neturėjo neigiamos įtakos ESC metodo specifiškumui ir analičių atskyrimui ekstrakte. 
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Todėl galima daryti išvadą, kad kiekybinio vertinimo metu gauti rezultatai yra patikimi ir 

nepriklauso nuo ESC metodo specifiškumo. 

   

 
3.9 pav. Etanolinio ir a) vandeninio b) ekstraktų chromatogramos po paprikos „Habanero“ placentos 

apdorojimo 100 impulsų apdorojimo (impulso trukmė 100 μs; elektrinio lauko stiprumas 3 kV cm-1) 

Fig. 3.9. HPLC profiles of capsaicinoids after IEL treatments of 100 pulses (tp = 100 μs; 3 kV cm-1) and 

ethanolic a) and aqueous b) extraction 

 

3.3. Betalainų ekstrakcijos išeiga po apdorojimo impulsiniais elektriniais laukais 

3.3.1. Impulsinio elektrinio lauko įtaka betalainų ekstrakcijos efektyvumui 

Siekiant nustatyti realų betalainų kiekį tyrimui naudojamuose mėginiuose, tarkuotų 

burokėlių masė buvo šaldoma šaldiklyje (–24 °C), atitirpinama kambario temperatūroje (+22 °C) 

ir smulkiai sutrinama pulverizatoriumi. Gauti rezultatai pateikti paveikslėlyje (žr. 3.10 pav.).  
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3.10 pav. Betalainų ekstrakcijos (1 val. distiliuotame vandenyje) išeiga iš šviežių ir tarkuotų (Untreated) 

bei iš tarkuotų, užšaldytų, atitirpintų ir sutrintų burokėlių (Frozen/Thawed).  Vienodos raidės, 

neturinčios sutampančių skaitinių indeksų, žymi statistiškai patikimus (p < 0,05) skirtumus tarp tirtų 

grupių. Grupės, turinčios bent po vieną sutampantį indeksą, statistiškai patikimai (p < 0,05) nesiskiria 

Fig. 3.10. Betalain extraction yield (YB) from fresh grated beetroot. Untreated bars show the 

betaxanthin and betacyanin extraction yield from the freshly grated beetroot after 1 h of aqueous 

extraction. Frozen/Thawed bars show the betaxanthin and betacyanin extraction yield the grated 

beetroot after freeze/thaw and subsequently pulverization after 1 h of aqueous extraction 

Buvo nustatyta, kad eksperimentams naudoti burokėliai turėjo 28,5 mg/100 g betaksantinų 

ir 49,9 mg/100 g betacianinų. Šie betalainų kiekiai vėlesnių tyrimų metu buvo prilyginami 100 % 

ekstrakcijai ir vertinami su gautaisiais po skirtingų IEL apdorojimų. Išsiaiškinta, kad kontroliniai 

mėginiai, kurie nebuvo apdorojami betalainų ekstrakcijos išeiga, neviršijo 10 mg/100 g šviežio 

burokėlio.  

3.3.2. Elektrinių impulsų skaičiaus ir impulsinės srovės priklausomybė 

Norint geriau suprasti apdorojimo IEL parametrų įtaką elektroporacijos proceso 

efektyvumui ir tyrimų metu gautus rezultatus palyginti su kitų autorių išvadomis, būtina 

apdorojimo IEL metu atlikti elektrinės srovės matavimus (Raso ir kt., 2016). Prieš tai atliktų 

betalainų ekstrakcijos iš šviežių burokėlių (Beta vulgaris L.) tyrimų (Chalermchat ir kt., 2004; 

Fincan ir kt., 2004; Lopez ir kt., 2009; Loginova ir kt., 2011; Luengo ir kt., 2016) rezultatuose, 

kurių metu buvo naudojamas apdorojimas IEL, šie svarbūs matavimai aptarti nebuvo. Todėl, šio 

tyrimo metu, siekiant geriau suprasti burokėlio (Beta vulgaris L.) audinio elektrinį atsaką į 

skirtingos trukmės impulsinį poveikį, kiekvieno impulso metu buvo matuojama elektrinė srovė. 

Impulsinės elektrinės srovės reikšmės, gautos mėginius apdorojus 0,5 (500 V); 1 (1000 V);  

1,5 (1500 V); 2 (2000 V) kV cm-1 elektrinio lauko stiprumais, yra pateiktos grafiškai (žr. 3.11 pav.).       
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3.11 pav. Impulsinės srovės priklausomybė nuo impulsų skaičiaus. Skirtingi simpoliai vaizduoja skirtingą 

impulso įtampos amplitudę: ○ – 500 V, ■ – 1000 V, □ – 1500 V, ● – 2000 V 

Fig. 3.11. The dependence of the electric current during pulsing on the number of applied pulses.  

○ represents pulses of 500 V, ■ – 1000 V, □ – 1500 V, ● – 2000 V 

Matavimų metu gauti rezultatai parodė, kad elektrinės srovės dydis, apdorojant IEL, 

tiesiogiai priklausė nuo impulso įtampos ir į terpę paduotų impulsų skaičiaus. Grafiniai rezultatai 

atskleidžia, kad 100 impulsų apdorojimo metu elektrinė srovė per tarkuoto burokėlio (Beta 

vulgaris L.) žaliavą didėjo netiesiškai. Kita vertus, nebuvo pastebėtas palyginti reikšmingas 

elektrinės srovės dydžio pokytis, kai impulsų įtampa buvo 500 V (0,5 kV cm-1). Kadangi elektrinės 

srovės dydis tiesiogiai priklauso nuo elektrinio medžiagos laidumo, galima teigti, kad 0,5 kV cm-1 

elektrinio lauko stiprumas buvo nepakankamas norint pasiekti negrįžtamą ląstelių elektroporaciją.   

3.3.3. Ląstelių dezintegracijos indekso ir ekstrakto savitojo elektrinio laidumo palyginamasis 

vertinimas 

Biologiškai aktyvių junginių ekstrakcijos išeiga, ekstrakcijos laikas, tirpiklio ir energijos 

sąnaudos priklauso nuo augalinės žaliavos ląstelių membranų dezintegracijos lygio. Tad, norint 

tinkamai interpretuoti tam tikro apdorojimo įtaką ekstrakcijos efektyvumui, yra būtina tiksliai 

įvertinti šio apdorojimo sukeltą ląstelių membranų dezintegracijos lygį. Siekiant užtikrinti gautų 

išvadų patikimumą, šio tyrimo metu ląstelių dezintegracijos vertinimas buvo atliktas taikant 

skirtingus metodus. Pirmiausia buvo atliekami mėginių impedanso matavimai ir ląstelių 

dezintegracijos indekso (Zp) skaičiavimai, vėliau buvo atlikti gautų vandeninių ekstraktų savitojo 

elektrinio laidumo matavimai (žr. 3.12 pav.). 
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3.12 pav. Ląstelių dezintegracijos indekso ir a) savitojo elektrinio laidumo matavimų b) rezultatai po 1, 

10 ir 100 impulsų poveikių yra pateikti. Skirtingi IEL stiprumai vaizduojami simboliais:  

0,5 kV cm-1 (○), 1 kV cm-1 (■), 1,5 kV cm-1 (□), 2 kV cm-1 (●) 

Fig. 3.12. The dependence of cell disintegration index (Zp) (a) and the conductivity of supernatant (b) on 

the total specific energy input. Different symbols represent electric field strength: 0.5 kV cm-1 (○),  

1 kV cm-1 (■), 1. kV cm-1 (□), 2 kV cm-1 (●) 
 

Rezultatai atskleidė, kad, mėginį paveikus 1 elektriniu impulsu, ląstelių dezintegracijos 

indekso skaitinė vertė reikšmingai nepadidėjo, neatsižvelgiant į sukurtą elektrinio lauko stiprumą. 

Tačiau kiek netikėta yra tai, kad reikšmingi Zp skirtumai tarp skirtingų elektrinio lauko stiprumų 

(1 impulso atveju) nebuvo gauti, nepaisant to, kad suteiktos SEK 2 kVcm-1 (0,76 kJ kg-1) buvo 

net 19 kartų didesnis nei mėginį apdorojant 0,5 kVcm-1 (0,04 kJ kg-1). Tačiau mėginį paveikus 10 

impulsų, palyginti dideli suteiktos energijos skirtumai (žr. 3.3 lent.) tarp skirtingų IEL nulėmė 

akivaizdžius burokėlio audinių impedanso (Zuntr ir Ztr) skirtumus bei parodė tiesioginį sąryšį su 

dezintegracijos indeksu. Pavyzdžiui, po 10 impulsų (0.40 kJ kg-1) ir 0,5 kV cm-1 apdorojimo 

suskaičiuota Zp reikšmė buvo 0,22, o toks pats kiekis paduotų impulsų (7,86 kJ kg-1), sukuriant  

2 kV cm-1 elektrinio lauko stiprumą, galimai visiškai dezintegravo apdorojamo mėginio audinius 

(Zp = 0,95).   

Labai panašūs ląstelių dezintegracijos indekso rezultatai buvo gauti apdorojant IEL bulvių 

gumbų ir obuolių vaisių audinius (Knorr ir Angersbach, 1998; Toepfl, 2006). Todėl galima teigti, 

kad didesnis elektrinio lauko stiprumas, esant tam pačiam impulsų skaičiui, nulemia didesnę 

ląstelių membranų dezintegraciją.   
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3.2 lentelė. Specifinės energijos kiekis, suteiktas po 1, 10 ir 100 impulsų apdorojimo IEL  

Table 3.2. Specific energy inputs and electric field strengths during the PEF treatments of  1, 10, 100 

pulses 

Elektrinio lauko 

stiprumas, kV cm-1/  

Electric field strength, 

kV cm-1 

Impulsų 

skaičius / 

Number 

pulses 

Suteiktos specifinės energijos kiekis, kJ kg-1 /  

Total specific energy input, kJ kg-1 

vidurkis/ 

mean 

 
SD 

0.5 

1 0,04  0,001 

10 0,40  0,007 

100 4,37  0,115 

1,0 

1 0,21  0,007 

10 2,19  0,045 

100 24,05  0,379 

1,5 

1 0,43  0,013 

10 4,62  0,045 

100 54,25  0,537 

2,0 

1 0,76  0,008 

10 7,86  0,040 

100 97,86  1,662 

Pastaba: Rezultatai pateikti su nurodytais standartiniais nuokrypiais (SD) 

Note. Results are expressed as mean ± standard deviation (SD)  

 

Kai mėginiai buvo paveikti 100 pulsų, gautos Zp reikšmės buvo dar didesnės nei po 10 

impulsų ir beveik nesiskyrė prie 1; 1,5; 2 kV cm-1 elektrinio lauko stiprumų. Tačiau po apdorojimo 

IEL, kurio metu 100 impulsų buvo paduota prie 0,5 kV cm-1 elektrinio lauko stiprumo, nulėmė 

pastebimai mažesnį Zp (0,78). Gauti Zp rezultatai leidžia manyti, kad 100 impulsų metu suteiktas 

specifinės energijos kiekio ir elektrinio lauko stiprumo santykis sukėlė tiek grįžtamą, tiek 

negrįžtamą elektroporaciją, todėl tam tikras kiekis IEL apdorotų ląstelių liko nepažeistos. 

Nepaisant to, šios silpniausio apdorojimo sąlygos leido pasiekti labai panašų Zp (0,78), palyginti 

su 10 impulsų ir 1,5 kV cm-1.   

Mokslininkų teigimu, apdorojant IEL, ant apdorojimo kameros elektrodų vyksta 

elektrocheminės reakcijos ir tam tikras kiekis metalų jonų yra atiduodama į apdorojimo terpę 

(Pataro ir kt., 2014). Išsiskyrusių jonų kiekis, pagal šių elektringųjų dalelių rūšį (Kandušer ir kt., 

2008), gali pats savaime nulemti ląstelių membranų dezintegraciją arba dėl išaugusio terpės 

savitojo elektrinio laidumo padidinti tarp elektrodų pratekančios srovės dydį (Kramar ir kt., 2009).  

Elektrinis terpės laidumas gali pasikeisti dėl elektrinės srovės tekėjimo metu išaugusios 

temperatūros (Gerlach ir kt., 2008; Krauss ir kt., 2011). Tyrimų metu buvo įrodyta, kad 

elektroporacijos efektyvumą galima valdyti keičiant apdorojimo terpės savitąjį elektrinį laidumą 

(Ivorra ir kt., 2010). Todėl norint dar tiksliau įvertinti tirtų mėginių ląstelių membranų 
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dezintegracijos pokyčius, papildomai buvo atliekami gautų vandenių ekstraktų savitojo elektrinio 

laidumo matavimai (žr. 3.12b pav.).  

Pamatavus ekstraktų, kurie buvo gauti mėginį paveikus vienu impulsu, elektrinius laidumus, 

nustatyta, kad elektrinio lauko stiprumas turėjo reikšmingą įtaką gautam rezultatui. Paveiksle (žr. 

3.12b pav.) pateikti duomenys leidžia spręsti, kad didžiausia savitojo elektrinio laidumo reikšmė 

135 mS m-1 buvo gauta po 2 kV cm-1 (0,76 kJ kg-1) apdorojimo, o mažiausia 51,2 (mS m-1) – po 

0,5 kV cm-1 (0,04 kJ kg-1). Pažymėtina, kad šie rezultatai yra priešingi tiems, kurie buvo gauti 

atlikus impedanso matavimus ir Zp skaičiavimus (žr. 3.12a pav.). Atsižvelgus į išmatuotas savitojo 

elektrinio laidumo reikšmes, galima daryti prielaidą, kad net ir 1 impulso atveju, esant 

atitinkamam suteiktos specifinės energijos kiekiui ir elektrinio lauko stiprumui, galima sukelti 

reikšmingą ląstelių dezintegraciją. Išsiaiškinta, kad 10 impulsų atveju po 1; 1,5 ir 2 kV cm-1 

apdorojimų ekstraktų savitojo elektrinio laidumo dydžiai skyrėsi neženkliai (145–153 mS m-1) ir 

atitiko Zp reikšmes nuo 0,6 iki 0,95 (žr. 3.12a pav.). Be to, 10 impulsų apdorojimas 0,5 kV cm-1 

(0,40 kJ kg-1) nulėmė mažiausią ekstraktų savitąjį elektrinį laidumą (76,9 mS m-1) ir atitiko 0,22 

Zp reikšmę.  Jeigu po 10 impulsų apdorojimo savitojo elektrinio laidumo matavimo rezultatų 

(3.12b pav., 1; 1,5 ir 2 kV cm-1) neatitikimus galima laikyti nereikšmingais, tai skirtumai tarp Zp 

reikšmių (3.12a pav.) gali paskatinti klaidingas IEL apdorojimo efektyvumo interpretacijas.   
 

 
3.13 pav. Ląstelių dezintegracijos indekso ir a) savitojo elektrinio laidumo matavimų b) rezultatai po 

skirtingo suteiktos specifinės energijos kiekio. Skirtingi IEL stiprumai vaizduojami simboliais:  

0,5 kV cm-1 (○), 1 kV cm-1 (■), 1,5 kV cm-1 (□), 2 kV cm-1 (●) 

Fig. 3.13. The dependence of cell disintegration index (a) and the conductivity of supernatant b) in on 

the total specific energy input. Different symbols represent electric field strength: 0.5 kV cm-1 (○),  

1.0 kV cm-1 (■), 1.5 kV cm-1 (□), 2.0 kV cm-1 (●)  

Pabrėžtina, kad savitojo elektrinio laidumo rezultatai, gauti po 100 impulsų (žr. 3.13b pav.), 

koreliavo tiesiškai su Zp reikšmėmis (žr. 3.13a pav.), gautomis po impedanso matavimų.  Galbūt 
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galima išskirti tik tai, kad apdorojimas IEL esant 1,5 kV cm-1 nulėmė didesnį ekstrakto savitąjį 

elektrinį laidumą nei apdorojimas esant 2 kV cm-1.  

Kai mėginiai buvo paveikti 0,8 kJ kg-1 specifinės energijos kiekiu, gauti rezultatai atskleidė, 

kad Zp labiausiai priklauso nuo impulsų skaičiaus, bet ne nuo sukurto elektrinio lauko stiprumo 

(žr. 3.13a pav.). Dėmesys atkreiptinas į tai, kad 0,5 kV cm-1 elektrinio lauko stiprumas nulėmė 

kur kas didesnį Zp (0,73), nei pasiektą po mėginių apdorojimo 2 kV cm-1 (0,17). Tačiau ši 

tendencija sumenkėjo tada, kai mėginiai buvo apdoroti 2 kJ kg-1. Nepaisant to, 50 impulsų 

apdorojimas, esant 0,5 kV cm-1 IEL stiprumui, nulėmė didesnį dezintegracijos indeksą nei 4 

impulsų apdorojimas esant 1,5 kV cm-1 ir 3 impulsų apdorojimas esant 2 kV cm-1. Akcentuotina, 

kad didesnis impulsų skaičius (4), esant 1,5 kVcm-1 apdorojimui, nulėmė mažesnį dezntegracijos 

indeksą nei mažesnis impulsų skaičius (3), kai elektrinio lauko stiprumas buvo 2 kV cm-1. Šį 

bendrosios tendencijos neatitikimą iš dalies galima paaiškinti tuo, kad paruošta tarkuotų burokėlių 

žaliava vis dar turėjo palyginti reikšmingą heterogeniškumą, kuris galėjo nulemti impedanso 

matavimo rezultatus (Zuntr ir Ztr). Ši prielaida dar labiau tikėtina, patikrinus ją specifinės energijos 

skaičiavimo duomenimis (žr. 3.3 lent.). 

 

3.3 lentelė. Impulsų skaičiaus ir suteiktos specifinės energijos kiekio protokolai 

Table 3.3. Number of applied pulses and electric field strengths during PEF treatments of  0.8, 2, 4 kJ kg-1  

Elektrinio lauko stiprumas, 

kV cm-1 / Electric field 

strength, kV cm-1 

Impulsų 

skaičius / 

Number of 

aplied pulses 

Suteiktos energijos kiekis, kJ kg-1/ 

Total specific energy input, kJ kg-1 

vidurkis/ 

mean 

 
SD 

0,5 

26 0,86  0,036 

50 2,01  0,090 

100 4,42  0,106 

1,0 

5 0,81  0,024 

10 2,04  0,041 

25 4,43  0,098 

1,5 

2 0,83  0,011 

4 1,85  0,036 

10 4,20  0,167 

2,0 

1 0,83  0,007 

3 2,53  0,045 

5 4,26  0,074 

Pastaba: Rezultatai pateikti su nurodytais standartiniais nuokrypiais (SD) 

Note. Results are expressed as mean ± standard deviation (SD)  

 

  Įvertinus šiuos duomenis, galima spręsti, kad apdorojimo žaliavos paruošimo stadijoje 

atlikta maišymo procedūra turėtų tęstis ilgiau arba turi būti naudojami specializuoti prietaisai, 
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kurie padėtų užtikrinti didesnį mėginių homogeniškumą. Po to, kai mėginiai buvo apdoroti  

4 kJ kg-1 (1,5 kV cm-1) specifine energija, didžiausia Zp reikšmė buvo 0,93. Naudojant šio dydžio 

specifinės energijos kiekį, 25 impulsų apdorojimas prie 1 kV cm-1 ir 10 impulsų apdorojimas 

esant 1,5 kV cm-1 galiausiai nulėmė didesnį dezintegracijos indeksą nei 100 impulsų apdorojimas 

esant 0,5 kV cm-1 (žr. 3.13b pav.). Taigi, remiantis Zp rezultatais, galima daryti išvadą, kad  

2 kV cm-1 stiprumo apdorojimas, nepaisant didesnio nei ankstesnių sąlygų metu paduoto impulsų 

skaičiaus (5), mažiau dezintegravo mėginio audinių ląstelių membranas nei 100 impulsų 

apdorojimas esant 0,5 kV cm-1.   

Po skirtingų apdorojimų išmatuotų elektrinių laidumų reikšmės buvo didžiausios tada, kai 

mėginiams buvo suteiktas 4 kJ kg-1 SEK (žr. 3.13b pav.). Atkreiptinas dėmesys į tai, kad, 

neatsižvelgiant į paduotų impulsų skaičių, savitojo elektrinio laidumo vertės buvo mažiausios 

tada, kai buvo taikomi 0,5 kV cm-1 stiprumo apdorojimai. Iš savitojo elektrinio laidumo matavimo 

rezultatų galima spręsti, kad, neatsižvelgiant į suteiktos specifinės energijos kiekį, į mėginį 

paduotų impulsų skaičius neturėjo įtakos ląstelių dezintegracijos indekso dydžiui. Kuo didesnis 

IEL stiprumas buvo taikomas, tuo didesnė ląstelių dezintegracija buvo pasiekta (žr. 3.12b pav.).  

3.3.4. Elektrinio lauko stiprumo ir suteiktos specifinės energijos kiekio įtaka betacianinų ir 

betaksantinų ekstrakcijos efektyvumui 

3.14 paveiksle pateikiami betacianinų ir betaksantinų ekstrakcijos išeigos rezultatai po 1 (a), 

10 (b) ir 100 impulsų (c) apdorojimų. Didžiausia betacianinų ekstrakcijos išeiga po 1 impulso 

buvo pasiekta taikant 0,76 kJ kg-1 ir 2 kV cm-1 poveikį, mažiausia – po apdorojimo 0,04 kJ kg-1 ir 

0,5 kV cm-1. Tačiau ekstrakcijos išeigos rezultatai statistiškai patikimai (p < 0.05) skyrėsi po visų 

naudotų IEL poveikių (žr. 3.14a pav.). Betalainų ekstrakcijos rezultatai gauti po 10 impulsų 

apdorojimo (žr. 3.14b pav.) parodė, kad didesnė ekstrakcijos išeiga tiesiogiai priklausė nuo 

suteiktos specifinės energijos kiekio ir tarp elektrodų sukurto elektrinio lauko stiprumo, tačiau 

santykinis betalainų kiekio padidėjimas palyginti su gautu po 1 impulso poveikių buvo mažesnis. 

Palyginus betacianinų ir betaksantinų ekstrakcijų išeigos rezultatus po 10 ir 100 impulsų (žr. 3.14c 

pav.), buvo pastebėta, kad didesnis impulsų skaičius nulėmė didžiausią bendrą ekstrakcijos 

efektyvumą, tačiau santykinis išeigos padidėjimas mažėjo, elektrinio lauko stiprumui didėjant nuo 

0,5 iki 2 kV cm-1. Šie rezultatai gali būti aiškinami remiantis kitų tyrimų rezultatais, kurie 

atskleidžia, kad elektrinio laukos stiprumui esant pakankamam indukuoti kritinį transmembraninį 

potencialą ant ląstelių membranų, elektroporacijos efektyvumas priklauso tik nuo suteiktos 

specifinės energijos kiekio (Zimmermann ir kt., 1996; Donsi ir kt., 2010b; Jäger, 2013). 
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3.14 pav. Betalainų ekstrakcijos išeiga (BEI) po: a) 1, b) 10 ir  c) 100 impulsų apdorojimo. Vienodos 

raidės, neturinčios sutampančių skaitinių indeksų, žymi statistiškai patikimus (p < 0,05) skirtumus tarp tirtų 

grupių. Grupės, turinčios bent po vieną sutampantį indeksą, statistiškai patikimai (p < 0,05) nesiskiria 

Fig. 3.14. Betalain extraction yield (BEY) after the PEF treatment of 1 pulse a), 10 pulses b) and 100 

pulses c) in dependence of electric field strength and total specific energy input. The lowercase indices 

signify the statistical significance groups (p < 0.05 between bars with different indices, no significance 

between bars with the same index) 

 

Pabrėžtina, kad betalainų ekstrakcijos rezultatai po 100 impulsų poveikių ir skirtingų IEL 

stiprumų neparodė statistiškai patikimų (p < 0,05) skirtumų tarp tirtų mėginių grupių, nepaisant 

to, kad poveikių energijos skyrėsi kartais (24.05, 54.25 ir 97.86 kJ kg-1). Tačiau atkreiptinas 

dėmesys į tai, kad ekstrakcijos išeigos dydis po 100 impulsų apdorojimo prie 1 ir 1,5 kV cm-1 

elektrinio lauko stiprumų sutapo su betacianinų ir betaksantinų ekstrakcijos išeiga po 2 kV cm-1 

apdorojimo.    
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Apibendrinus ekstrakcijos rezultatus po visų šiame tyrime naudotų apdorojimų, teigtina, 

kad betaksantinų ir betacianinų ekstrakcijų išeigos (atitinkamai 77 % ir 72 %), pasiektos po 10 

impulsų, esant 7,86 kJ kg-1 specifinės energijos veikimui (žr. 3.14b pav.), savo dydžiu buvo labai 

panašios į gautas po mėginių apdorojimo 24,05; 54,25 ir 97,86 kJ kg-1 specifine energija (žr. 3.14c 

pav.). Šie rezultatai yra panašūs į kitų autorių nurodytuosius. Fincan ir kt. (2004) teigimu, 1 mm 

storio disko formos burokėlio mėginį apdorojus 1 kV cm-1 ir 7, kJ kg-1, po 1 valandą trunkančios 

ekstrakcijos vandeniniame (5 μS/cm) tirpale, galima pasiekti net iki 90 % siekiančia betalainų 

išeigą. Atlikus tyrimus su cikorijų audiniais, nustatyta, kad IEL apdorojimai, kurių metu suteiktas 

SEK viršijo 7 kJ kg-1, nepadidino mechaninės ekstrakcijos efektyvumo vandeniniame tirpale 

(Loginova ir kt., 2010). Taigi, galima teigti, kad rezultatai, gauti šio tyrimo metu, gali patvirtinti 

hipotezę, jog 7 kJ kg-1 SEK yra pakankamas norint pasiekti optimalią betalainų ekstrakciją 

vandeniniame tirpale iš šviežių burokėlių. 

3.3.5. Elektrinio lauko stiprumo ir impulsų skaičiaus įtaka betacianinų ir betaksantinų 

ekstrakcijos efektyvumui 

Tikslūs elektrinės srovės matavimas, apdorojant IEL, yra svarbiausias veiksnys, leidžiantis 

teisingai paskaičiuoti apdorojimo metu suteiktos specifinės energijos kiekį (Raso ir kt. 2016). Tai 

vėliau leidžia tinkamai įvertinti apdorojimo IEL efektyvumą. Tačiau betalainų ekstrakcijos 

rezultatai, gauti ankstesnių tyrimų (Chalermchat ir kt., 2004; Fincan ir kt., 2004; Lopez ir kt., 

2009; Loginova ir kt., 2011; Luengo ir kt., 2016) metu, dėl skirtingai atliktų elektrinės srovės 

matavimų, negali būti interpretuojami vienareikšmiai. Iš gautų rezultatų nėra aišku, kuris iš IEL 

lauko parametras labiau lėmė didesnę betacianinų ir betaksantinų ekstrakcijos išeigą. Todėl šio 

tyrimo metu buvo siekiama detaliau paaiškinti suteiktos specifinės energijos kiekio ir impulsų 

skaičiaus įtaką betalainų ekstrakcijos efektyvumui iš šviežių burokėlių. Siekiant šio tikslo, 

apdorojimai IEL buvo parinkti taip, kad prie skirtingų elektrinio lauko stiprumų (0,5; 1; 1,5 ir  

2 kV cm-1) suteiktos specifinės energijos kiekiai būtų fiksuoti (0,8; 2 ir 4 kJ kg-1) ir reikšmingai 

nesiskirtų (žr. 3.15 pav. ir 3.4 lent.). Siekiant surasti tinkamą impulsų skaičių, kuris, esant tam 

tikram elektrinio lauko stiprumui, nulemtų atitinkamą specifinės energijos kiekį, prieš 

eksperimentus buvo atlikti kontroliniai tyrimai. Toks tyrimo metodo schemos parinkimas leido 

įvertinti elektrinio lauko stiprumo ir elektrinių impulsų skaičiaus įtaką betalainų ekstrakcijos 

proceso efektyvumui.   

Po 0,8 kJ kg-1 apdorojimo IEL, didžiausia pasiekta betaksantinų ekstrakcijos išeiga, 

palyginti su kontrolių mėginių ekstrakcijos rezultatais, buvo 60 %, betacianinų – 54 % (žr. 3.15a 

pav.). Tačiau statistiškai patikimi (p < 0.05) skirtumai buvo gauti tik tarp 0,5 kV cm-1 (26 impulsai) 

ir 2 kV cm-1 (1 impulsas) poveikių.  
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3.15 pav. Betalainų ekstrakcijos išeiga (BEI) po a) ~ 0,8 kJ kg-1, b) ~ 2 kJ kg-1 ir c) ~ 4 kJ kg-1 suteiktos 

energijos poveikių. Vienodos raidės, neturinčios sutampančių skaitinių indeksų, žymi statistiškai 

patikimus (p < 0,05) skirtumus tarp tirtų grupių. Grupės, turinčios bent po vieną sutampantį indeksą, 

statistiškai patikimai (p < 0,05) nesiskiria 

Fig. 3.15. Betalain extraction yield (BEY) after the PEF treatment of ~ 0.8 kJ kg-1 a), ~ 2 kJ kg-1 b) and  

~ 4 kJ kg-1c). The same letters with different lowercase indexes represent means which are significantly 

(p < 0.05) different. No statistical significance was found in the groups having the same index 

 

Lyginant kontrolinių ir IEL apdorotų mėginių betalainų ekstrakcijos išeigas, pastebėta, kad 

prie visų 0,8 kJ kg-1 poveikių trukmių ir elektrinio lauko stiprumų betaksantinai buvo 

ekstrahuojami lengviau nei betacianinai. Taip pat nustatyta, kad betalainų ekstrakcijos išeigos 

dydis po šių poveikių beveik atvirkščiai koreliavo su Zp rezultatais (žr. 3.13a pav. ir 3.15a pav.). 

Iš grafikų matyti, kad mažiausios Zp reikšmės (0,17 ir 0,18) buvo pasiektos po 2 impulsų (1,5 kV 

cm-1) ir 1 impulso (2 kV cm-1) apdorojimų, o didžiausia Zp reikšmė – po 26 impulsų (0,5 kV cm-1).   
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Atkreiptinas dėmesys, kad ekstraktų savitojo elektrinio laidumo matavimų rezultatai 

parodė, jog 50 impulsų apdorojimas, priešingai nei po Zp skaičiavimų, yra pats silpniausias.   

Skirtingų trukmių (žr. 3.4 lent.) IEL poveikiai po mėginių apdorojimo 2 kJ kg-1 energija 

nulėmė labai panašią betaksantinų ir betacianų ekstrakcijos išeigą (žr. 3.15b pav.). Tačiau šios 

ekstrakcijos išeiga po 3 impulsų (2 kV cm-1) buvo statistiškai patikimai (p < 0.05) didesnė nei po 

50 impulsų (0,5 kV cm-1) ir 10 impulsų (1 kV cm-1). Kita vertus, 2 kV cm-1 stiprumo apdorojimas 

IEL suteikė ne 2 kJ kg-1, bet 2,53 kJ kg-1 energiją, todėl tikėtina, kad šis energijų skirtumas galėjo 

nulemti didesnę betalainų ekstrakcijos išeigą. 2,53 kJ kg-1 (2 kV cm-1) energijos kiekis leido 

pasiekti didžiausią betaksantinų (70 %) ir betacianų (65 %) ekstrakcijos išeigą.   

Atsižvelgus į anksčiau gautus Zp rezultatus, galima teigti, kad betaksantinų ir betacianų 

ekstrakcijos išeigų dydžiai neturėjo tiesioginio ryšio su apskaičiuotais Zp, o savitojo elektrinio 

laidumo vertės koreliavo tiesiogiai su šių betalainų ekstrakcijos rezultatais, gautais po apdorojimų 

2 kJ kg-1.    

Pritaikius 4 kJ kg-1 specifinę energiją, nustatyta, kad didesnis impulsų skaičius neturėjo 

įtakos didesnei ekstrakcijos išeigai, nes didžiausia betacianinų ekstrakcijos išeiga buvo pasiekta 

taikant 5 (2 kV cm-1) impulsų poveikį.  

Ekstrakcijos rezultatai, gauti po apdorojimų 4 kJ kg-1, palyginti su Zp reikšmėmis. Teigtina, 

kad didžiausią betacianinų išeigą nulėmęs 5 impulsų (2 kV cm-1) apdorojimas nepasižymėjo 

didžiausiu Zp iš visų tirtų poveikių. O betacianinų išeigos rezultatai po 25 ir 10 impulsų 

apdorojimų koreliavo su apskaičiuotais Zp.  

Pastebėta, kad šios tyrimų grupės (4 kJ kg-1) atveju gauti betaksantinų ir betacianinų išeigos 

rezultatai tiesiogiai koreliavo su skirtingų poveikių metu suteiktų impulsų skaičiumi.  

Tyrimų metu gauti rezultatai iš dalies sutampa su Lopez ir kt. išvadomis (2009). Šie autoriai 

nustatė, kad impulsų skaičius neturi reikšmingos įtakos betalainų ekstrakcijos efektyvumui iš 

šviežių burokėlių, neatsižvelgiant į elektrinio lauko stiprumą. Šią išvadą patvirtina rezultatai, gauti 

tada, kai apdorojimo IEL metu buvo naudojamas mažas impulsų skaičius (žr. 3.15 pav.). Tačiau 

tyrimų metu paaiškėjo, kad silpnesnis elektrinio lauko apdorojimas ir didelis impulsų skaičius 

veikia betacianinų ekstrakcijos išeigą (žr. 3.16 pav.).  
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3.16 pav. Betacianinų ekstrakcijos išeigos (BCEI), ląstelių dezintegracijos indekso (a) ir supernatanto 

savitojo elektrinio laidumo (b) sąryšiai po skirtingų IEL poveikių: ■ – 1 impulsas, □ – 10 impulsų ir  

● – 100 impulsų. Skirtingi elektrinio lauko stiprumai žymimi raidėmis: A – 0,5 kV cm-1, B – 1 kV cm-1, 

 C – 1,5 kV cm-1and D – 2,0 kV cm-1. Prie raidžių esantys skaičiai žymi suteiktos specifinės energijos 

kiekį (kJ kg-1) 

Fig. 3.16. The relationship between betacyanin extraction yield (BCEY), cell disintegration index (a) and 

the conductivity of supernatant (b) in different PEF conditions with constant number of pulses delivered. 

■ signifies 1, □ signifies 10 and ● signifies 100 pulses applied. The letter A represents electric field 

strength of 0.5 kV cm-1, B – 1.0 kV cm-1, C – 1.5 kV cm-1and D – 2.0 kV cm-1. The numbers next to the 

letters represent the total specific energy input in kJ kg-1  

 Rezultatai, pateikti 3.16 pav., parodo tiesioginį ryšį tarp betacianinų ekstrakcijos 

efektyvumo, ląstelių dezintegracijos indekso ir supernatanto savitojo elektrinio laidumo. 

Pabrėžtina, kad didėjant impulsų skaičiui, mažėja betacianinų ekstrakcijos išeigos skirtumai tarp 

skirtingų apdorojimų IEL.  

 Lebovka ir kt. (2002) ankstesniais tyrimais atskleidė, kad norint pasiekti didesnį 

elektroporacijos efektyvumą, esant silpnesniems elektriniams laukams, yra būtina naudoti didesnį 

impulsų skaičių. Panaši tendencija pastebima ir šio tyrimo metu, pavyzdžiui, IEL poveikiai: A0,40 

(10 impulsų; 0,5 kV cm-1) ir C0,43 (1 impulsas; 1,5 kV cm-1) nulėmė panašų betacianinų 

ekstrakcijos efektyvumą. Ankstesniuose autorių tyrimuose detaliai neatskleista priklausomybė 

tarp impulsų skaičiaus ir suteiktos specifinės energijos kiekio. Tačiau šių tyrimų metu gauti 

rezultatai parodo, kad betalainų ekstrakcijos efektyvumas gali būti valdomas parenkant mažiausią 

impulsų skaičių, esant didžiausią efektyvumą suteikiančiam energijos kiekiui ir taip ženkliai 

sumažinant proceso energijos nuostolius. Pavyzdžiui, apdorojimai IEL: A4,37 (100 impulsų; 

0,5 kV cm-1) ir B2,19 (10 impulsų; 1 kV cm-1) pasižymėjo labai panašia betacianinų išeiga, 

nepaisant to, kad suteiktos SEK skyrėsi apie 2 kJ kg-1.    
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Ankstesnių tyrimų rezultatuose teigta, kad, norint pasiekti didesnį augalinių audinių 

dezintegracijos laipsnį, efektyviau naudoti stipresnius elektrinius laukus (Toepfl, 2006; Jäger, 

2013). Tačiau šių tyrimų metu gauti rezultatai atskleidė, kad apdorojimai IEL, sukuriantys 

silpnesnį elektrinį lauką (<1 kV cm-1), gali būti panašaus efektyvumo, kaip ir apdorojimai IEL, 

sukuriantys stipresnį elektrinį lauką (>1 kV cm-1), kai yra pasiekiama tam tikra suteiktos specifinės 

energijos vertė. Pavyzdžiui, 3.16b pav. B24,05 (100 impulsų; 1 kV cm-1) apdorojimas IEL lemia 

labai panašią betacianų ekstrakcijos išeigą, ląstelių dezinteracijos indeksą ir supernatanto elektrinį 

laidumų, palyginti su C54,25 (100 impulsų; 1,5 kV cm-1) bei D97,86 (100 impulsų; 2 kV cm-1) 

apdorojimais IEL. Tokie rezultatai aiškintini tuo, kad ląstelių elektroporacijos efektyvumas 

labiausiai priklauso nuo suteiktos energijos kiekio tada, kai elektrinio lauko stiprumas yra didesnis 

nei būtinas indukuoti kritinį TMP ant ląstelių membranų (Zimmermann ir kt., 1996).  

Gauti rezultatai taip pat parodo, kad Zp labiausiai priklauso nuo impulsų skaičiaus, bet ne 

nuo elektrinio lauko stiprumo ar suteiktos energijos kiekio tol, kol nėra pasiekiama visiška audinių 

dezintegracija (žr. 3.17a pav.).  

 

 

3.17 pav. Betacianinų ekstrakcijos išeigos (BCEI), ląstelių dezintegracijos indekso (a) ir supernatanto 

savitojo elektrinio laidumo (b) sąryšiai po skirtingų apdorojimų IEL: ■ – 0,8 kJ kg-1, □ – 2,0 kJ kg-1 ir  

● – 4,0 kJ kJ kg-1/kg. Skirtingi elektrinio lauko stiprumai žymimi raidėmis: A – 0,5 kV cm-1, B – 1 kV cm-1,  

C – 1,5 kV cm-1and D – 2 kV cm-1. Prie raidžių esantys skaičiai žymi impulsų skaičių 

Fig. 3.17. The relationship between betacyanin extraction yield (BCEY), cell disintegration index (a) and 

the conductivity of supernatant (b)at different PEF parameters preserving constant total specific energy 

of the pulses. ■ signifies specific energy input of 0.8 kJ kg-1, □ –2.0 kJ kg-1, ● – 4.0 kJ kg-1, the letter A 

represents pulses of 0.5 kV cm-1, B - of 1.0 kV cm-1, C – of 1.5 kV cm-1, and D – of 2.0 kV cm-1.  

The numbers next to the letters represent the number of applied pulses  
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Tyrimais nustatyta, kad Zp dydis labiau priklauso nuo suteiktų impulsų skaičiaus, o ne nuo 

specifinės energijos kiekio ar elektrinio lauko stiprumo. Šis atradimas nesutampa su Luengo ir kt. 

(2016) gautais rezultatais. Autoriai padarė išvadą, kad Zp labiau priklauso nuo suteiktos specifinės 

energijos kiekio nei nuo elektrinio lauko stiprumo ar impulsų skaičiaus. Toks rezultatų 

neatitikimas gali būti aiškinamas tuo, kad Luengo ir kt. (2016) tyrimo metu buvo naudojami 

elektriniai laukai, stipresni nei 1 kV cm-1, todėl šie autoriai galėjo nepastebėti elektrinio lauko 

stiprumo slenkstinės vertės, nuo kurios elektrinio lauko stiprumo didinimas paveikia mažiau.  

Išsiaiškinta, kad po apdorojimų IEL, kurių metu buvo suteiktas vienodas energijos kiekis, 

gauti dezintegracijos indeksai klaidingai įvertino apdorojimo IEL efektyvumą (žr. 3.17a pav.). 

Dezintegracijos indeksai nekoreliavo su betacianų ekstrakcijos išeiga po 0,8; 2,0 ir 4,0 kJ kg-1 

apdorojimų IEL (žr. 3.17a pav.). Supernatantų savitasis elektrinis laidumas atskleidė tiesioginį 

sąryšį su betacianų ekstrakcijos išeiga (žr. 3.16b ir 3.17b pav.). Tai galima paaiškinti keliais 

būdais. Labiausiai tikėtina, kad klaidingi Zp galėjo būti gauti dėl padidėjusio ląstelių osmosinio 

slėgio ir sumažėjusių tarpląstelinių ertmių, nes mėginių impedansas buvo matuotas praėjus 5 s po 

apdorojimo IEL (Abidor ir kt., 1994). Ląstelių osmosinio slėgio įtaką Zp buvo pastebėta matuojant 

ląstelių granulių Zp vfėliau nei 50 ms po apdorojimo IEL (Castellvi ir kt., 2016). Kita vertus, kai 

apdorojimai IEL turėjo vienodą impulsų skaičių, Zp tiesiogiai koreliavo su betacianinų 

ekstrakcijos išeiga (žr. 3.16a pav.). Ši priklausomybė paaiškintina tuo, kad stipresni elektriniai 

laukai lemia didesnes ląstelių membranų pažaidas (Teissie, 2017).    

Apibendrinant tyrimų metu gautus rezultatus, galima teigti, kad betacianinų ir betaksantinų 

ekstrakcijos efektyvumas labiausiai priklauso nuo elektrinio lauko stiprumo, suteiktos specifinės 

energijos kiekio. Tačiau, kai naudojami elektriniai laukai yra silpnesni nei 1 kV cm-1, tada impulsų 

skaičius taip pat reikšmingai veikia betalainų ekstrakcijos efektyvumą. Nustatyta, kad, norint 

tiksliau įvertinti apdorojimo IEL metu sukeltą ląstelių dezintegraciją, būtina atlikti supernatanto 

savitojo elektrinio laidumo matavimus.  

Betalainų ekstrakcijos rezultatai parodė, kad 3 impulsų ir 2 kV cm-1 apdorojimas IEL, kurio 

metu buvo suteiktas 2,53 kJ kg-1 SEK, nulėmė apie 70 % betaksantinų ir betacianinų ekstakcijos 

išeigą bei buvo optimalus ekstrakcijos ir energijos sąnaudų atžvilgiu.   
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3.4. Matematinis elektroporuotos ląstelės modelis 

3.4.1. Elektroporuotos ląstelės matematinio modelio projektavimas 

Matematinis baigtinių elementų modelis buvo sudarytas iš 39 dvimačių geometrinių 

struktūrų (žr. 3.18 pav.).  

 

3.18 pav. Elektroporuotos ląstelės modelio geometrijos vaizdas „Comsol Multiphysiscs“  

programinio paketo aplinkoje 

Fig. 3.18.  Grafical view of the electroporated cell geometry in “Comsol Multiphysics” 

Pirmiausia buvo suprojektuota apdorojimo kamera, kuri buvo sudaryta iš dviejų, vienas 

kitam lygiagrečių elektrodų, atskirtų ląstelės išorinę terpę imituojančios geometrijos. Tada 

kameros centre (x=0; y=0) buvo nubraižyti keturi ovalūs (sferos formos) apskritimai – dvi ląstelės 

membranos ir dvi vakuolės tonoplasto struktūros pločiui apibrėžti. Po to išilgai ląstelės 

membranos struktūros, vienodais atstumais buvo įterpti stačiakampiai kanalėliai (16 vienetų) tam, 

kad būtų supaprastintai imituotos elektroporacijos metu susidarančios laidžiosios poros. Poros 

dydžio kinetikos tyrimai rodo, kad iš karto po apdorojimo IEL fosfolipidinės poros dydis gali 

siekti 10 nm ir daugiau (Sowers ir kt., 1986). Atsižvelgiant į tai, kanalėlio plotis buvo parinktas 

15 nm. Analogiški pakeitimai buvo atlikti ir vakuolės tonoplasto geometrinėje struktūroje.  

Atlikus literatūros šaltinių analizę, nepavyko rasti aiškaus atsakymo, kaip ląstelės sienelės 

buvimas nulemia transmembraninio potencialo susidarymą elektroporacijos proceso metu, todėl 

ši augalinės ląstelės sritis nebuvo įtraukta į matematinio modelio projektavimą. Siekiant 

optimizuoti matematinius skaičiavimus, prie skirtingų savitojo elektrinio laidumo modeliavimo 
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sąlygų (žr. 3.6–3.8 lent.) ląstelės geometriniai matmenys tyrimo metu nebuvo keičiami  

(žr. 3.4 lent.).   Matematinio modelio elektriniai parametrai pateikti 3.5 lentelėje.  

Siekiant ištirti indukuoto transmembraninio potencialo susidarymą, ant augalinės ląstelės 

membranų elektroporuotos ląstelės geometriniai matmenys buvo pasirinkti atsižvelgiant į 

eksperimentinių augalinės ląstelės dydžio matavimų duomenis (Kondorosi ir kt., 2000). Tačiau 

ląstelės forma nebuvo parinkta augalinei ląstelei labiau būdingos netaisyklingos „kampuotos“ 

formos, nes tada dėl didesnio stačių briaunų skaičiaus būtų netiksliai suformuojamas baigtinių 

elementų tinklelis ir neteisingai skaičiuojamos programiniame modulyje integruotos Laplaso 

lygtys (Teissie, 2017). Dėl tų pačių baigtinių elementų tinklelio apribojimų ląstelės membranos ir 

vakuolės tonoplasto pločiai buvo parinkti 3 kartus didesni (15 nm) nei nustatyti eksperimentinių 

matavimų metu (3–5 nm) ir naudojami standartinių transmembraninio potencialo modelių (Pauly 

ir Schwan, 1959) lygčių sprendiniuose (Kotnik ir kt., 1997). Ankstesnių tyrimų metu buvo 

nustatyta, kad, pasinaudojant „Comsol Multiphysics“ programiniu paketu ir sprendžiant Laplaso 

lygtis, galima matematiškai apskaičiuoti indukuoto transmembraninio potencialo dydį ant 

sferoidinės formos ląstelės membranos (Kotnik ir kt., 2009; Pucihar ir kt., 2009a).  

 

3.4 lentelė.  Elektroporuotos ląstelės modelio geometriniai matmenys 

Table 3.4. Geometrical parameters of the electroporated cell model  

Geometrinė struktūros pavadinimas / 

Name of geometrical structure 

Matmens dydis, μm / 

Dimensions, μm 

Vakuolė 

Vacuole 
60 x 90 

Ląstelė 

Cell 
70 x 100 

Išorinė terpė 

External medium 
10000 x 200 

Teigiamas elektrodas 

Positive electrode 
500 x 200 

Neigiamas elektrodas 

Negative electrode 
500 x 200 

Ląstelės membranos storis 

Cell membrane thickness 
0,015 

Tonoplasto storis 

Tonoplast thickness 
0,015 

Laidžiosioji pora 

Pore size 
2 x 0,015 
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3.5 lentelė.  Elektroporuotos ląstelės modelio elektriniai parametrai 

Table 3.5. Electrical parameters of the electroporated cell model 

Geometrinė struktūros pavadinimas / 

Name of geometrical structure 

Reikšmės / 

Values 

Vakuolės savitasis elektrinis laidumas (𝜎𝑣) 

Vacuole conductivity (𝜎𝑣) 

3.6–3.8  lentelės 

Table 3.6–3.8 

Tonoplasto savitasis elektrinis laidumas  

Tonoplast conductivity  
1 ∙ 10−8 𝑆 𝑚−1 

Citozolio savitasis elektrinis laidumas (𝜎𝑐) 

Citozol conductivity (𝜎𝑐) 

3.6–3.8  lentelės 

Table 3.6–3.8 

Ląstelės membranos savitasis elektrinis laidumas  

Conductivity of cell membrane  
1 ∙ 10−8 𝑆 𝑚−1 

Išorinės terpės savitasis elektrinis laidumas (𝜎𝑡) 

Conductivity of external medium (𝜎𝑡) 

3.6–3.8  lentelės 

Table 3.6–3.8 

Elektrodų savitasis elektrinis laidumas   

Conductivity of electrodes  
1,74 ∙ 106 𝑆 𝑚−1 

Vakuolės dielektrinė konstanta (𝜀𝑟) 

Dielectrical constant of vacuole (𝜀𝑟) 
80 

Tonoplasto dielektrinė konstanta (𝜀𝑟) 

Dielectric constant of tonoplast (𝜀𝑟) 
3,2 

Citozolio dielektrinė konstanta (𝜀𝑟) 

Dielectric constant of citozol (𝜀𝑟) 
80 

Ląstelės membranos dielektrinė konstanta (𝜀𝑟) 

Dielectric constant of cell membrane (𝜀𝑟) 
3,2 

Išorinės terpės dielektrinė konstanta (𝜀𝑟)  

Dielectric constant of cell medium (𝜀𝑟) 
80 

Elektrodų dielektrinė konstanta (𝜀𝑟)  

Dielectric constant of electrodes (𝜀𝑟) 
1 

Elektrinio impulso įtampa  

Pulse voltage  
1000 V 

Pastaba. Prieš atliekant matematinį modeliavimą, ląstelės membranų elektrinių 

parametrų dydžiai buvo parinkti taip, kad sutaptų su išorinės terpės elektriniais 

parametrais, o tonoplasto porų elektriniai parametrai – taip, kad sutaptų su ląstelės 

citozolio elektrinių parametrų dydžiais. 

Note. The electrical parameters of cell pores coincide with the parameters of external 

medium while the electrical parameters of tonoplast pores coincide with the 

parameters of cell citozol during all simulations. 

 

Atliktų tyrimų rezultatai atskleidė, kad ant ląstelės membranos indukuoto TMP dydis 

tiesiogiai priklauso nuo ląstelės išorinės terpės savitojo elektrinio laidumo, tačiau iki šio nėra 
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atlikta tyrimų, apibrėžiančių sąsają tarp išorinės terpės savitojo elektrinio laidumo ir ant vakuolės 

tonoplasto indukuoto TMP dydžio (Pucihar ir kt., 2001; Pavlin ir Miklavčič, 2003; Schmeer ir kt., 

2004; Pavlin ir kt., 2005). Kadangi tuoj pat po apdorojimo IEL per indukuotas laidžiąsias poras 

vyksta jonų ir mažų bei didelių molekulių difuzija tarp ląstelės išorinės terpės ir ląstelės citozolio 

aplinkų (Puc ir kt., 2003; Pucihar ir kt., 2008;), tad manytina, kad tai tiesiogiai veikia citozolio 

savitąjį elektrinį laidumą ir indukuotą TMP dydį ant vakuolės tonoplasto. Todėl tyrimo metu 

matematinio modeliavimo sąlygas apibrėžiantys savitojo elektrinio laidumo dydžiai (žr. 3.6–3.8 

lent.) buvo empiriškai išskaidyti, siekiant imituoti tikėtinas elektrinių laidumų būsenas 

elektroporacijos proceso metu: 

A. 𝜎𝑡1 =  𝜎𝑐1 =  𝜎𝑣1, (žr. 3.6 – 3.8 lent., Nr. 1, 7, 13) 

B. 𝜎𝑡2 = 𝜎𝑡1 =  𝜎𝑐2 = 𝜎𝑐1 ;  𝜎𝑣2 = 𝜎𝑣1/3, (žr. 3.6 – 3.8 lent., Nr. 2, 8, 14) 

C. 𝜎𝑡3 = 𝜎𝑡1 =  𝜎𝑣3 = 𝜎𝑣1;  𝜎𝑐3 = 𝜎𝑐1/3, (žr. 3.6 – 3.8 lent., Nr. 3, 9, 15) 

D. 𝜎𝑡4 = 𝜎𝑡1/3; 𝜎𝑐4 = 𝜎𝑐1 =  𝜎𝑣4 = 𝜎𝑣1, (žr. 3.6 – 3.8 lent., Nr. 4, 10, 16) 

E. 𝜎𝑡5 = 𝜎𝑡1/3; 𝜎𝑐5 = 𝜎𝑐1/3; 𝜎𝑣5 = 𝜎𝑣1, (žr. 3.6 – 3.8 lent., Nr. 5, 11, 17) 

F. 𝜎𝑡6 = 𝜎𝑡1/3; 𝜎𝑐6 = 𝜎𝑐1/3; 𝜎𝑣6 = 𝜎𝑣1/3, (žr. 3.6 – 3.8 lent., Nr. 6, 12, 18) 

 

Ankstesnių tyrimų rezultatai parodė, kad pirmasis impulsų sekos impulsas sukelia 

elektroporacijos procesą didžiausiame ląstelės membranos plote (Son ir kt., 2016). Todėl šame 

tyrime buvo nuspręsta naudoti 1 impulso poveikį, kurio trukmė 100 μs.  

3.4.2. Baigtinių elementų tinklelio generavimas 

Atsižvelgus į tai, kad atskiros geometrinės sritys buvo apibrėžtos kaip medžiagos, savo 

biofizikinėmis savybėmis artimos vandeniui (išorinė terpė, citozolis ir vakuolė) ir alyvuogių 

aliejui (ląstelės membrana ir vakuolės tonoplastas), tad baigtinių elementų tinklelis buvo 

sukalibruotas spręsti skysčių dinamikos uždavinius. 

Baigtinių elementų tinklelis buvo sudarytas iš 1 680 476 paviršinių elementų – laisvųjų 

trikampių, kai didžiausias elemento dydis 7,79 mm, o mažiausias – 222 nm. Tinklelis buvo iš 

anksto apibrėžtas smulkių elementų režime (žr. 3.19 pav.).   
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3.19  pav. Ląstelės BEM (A), ląstelės membranos BEM (B), laidžiosios poros BEM (C) 

Fig. 3.19. The finite element mesh of cell A), cell membrane B) and the conductive pore C) 

 

3.4.3. Elektroporuotos ląstelės modelio savitojo elektrinio laidumo sąlygos 

Siekiant padidinti matematinių skaičiavimų metu gautų rezultatų patikimumą, modeliavimo 

sąlygos buvo parinktos atsižvelgiant į eksperimentiškai išmatuotus raudonųjų burokėlių, mėlynių 

ir aitriųjų paprikų vaisų sulčių elektrinius laidumus. Matavimų rezultatai atskleidė, kad raudonojo 

burokėlio (veislė „Kestrel H“), mėlynių (Vaccinium myrtillus L.) ir atriųjų paprikų (veislė 

„Habanero“) vaisių sulčių savitasis elektrinis laidumas atitinkamai yra 1, 46, 0, 29 ir 0, 76 S m-1.  

Tada, remiantis modeliavimo sąlygų A–F aprašymais, buvo apskaičiuoti skirtingų ląstelės sričių 
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savitojo elektrinio laidumo dydžiai ir priskirti modeliavimo sąlygų numeriai, kurie vėliau bus 

nurodyti TMP analizės grafikų viršuje (žr. 3.20–3.22 pav.).    

 

3.6 lentelė. Raudonojo burokėlio ląstelės modelio savitojo elektrinio laidumo dydžiai  

Table 3.6. The electrical conductivities of beetroot cell compartments 

Modeliavimo sąlygos numeris /  

Number of modeling condition 
𝜎𝑡, S m-1 𝜎𝑐, S m-1 𝜎𝑣, S m-1 

1 1,46 1,46 1,46 

2 1,46 1,46 0,48 

3 1,46 0,48 1,46 

4 0,48 1,46 1,46 

5 0,48 0,48 1,46 

6 0,48 0,48 0,48  

 

3.7 lentelė. Mėlynių uogos ląstelės modelio savitojo elektrinio laidumo dydžiai 

Table 3.7.  The electrical conductivities of blueberry cell compartments 

Modeliavimo sąlygos numeris /  

Number of modeling condition 
𝜎𝑡, S m-1 𝜎𝑐, S m-1 𝜎𝑣, S m-1 

7 0,28 0,28 0,28 

8 0,28 0,28 0,09 

9 0,28 0,09 0,28 

10 0,09 0,28 0,28 

11 0,09 0,09 0,28 

12 0,09 0,09 0,09 
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3.8 lentelė. Aitriosios paprikos ląstelės modelio savitojo elektrinio laidumo dydžiai 

Table 3.8. The electrical conductivities of the chili pepper cell compartments 

Modeliavimo sąlygos numeris /  

Number of modeling condition 
𝜎𝑡, S m-1 𝜎𝑐, S m-1 𝜎𝑣, S m-1 

13 0,76 0,76 0,76 

14 0,76 0,76 0,25 

15 0,76 0,25 0,76 

16 0,25 0,76 0,76 

17 0,25 0,25 0,76 

18 0,25 0,25 0,25 

 

3.4.4. Biologinės ląstelės transmembraninių potencialų tyrimas 

Iš Švano lygties yra žinoma, kad ant sferos formos ląstelės membranos indukuoto 

transmembraninio potencialo didumas tiesiškai priklauso nuo šios ląstelės formos (f), ląstelę 

veikiančio elektrinio lauko stiprumo (E, V m-1), ląstelės spindulio (r, μm) ir kampo tarp ląstelės 

normalės ir elektrinio lauko vektorinių linijų (𝜃). Tačiau tiesinė Švano lygtis nebegalioja tada, kai 

ląstelė yra netaisyklingos formos arba kai aukštos įtampos impulso trukmė yra nano sekundžių 

eilės (Gimsa ir Wachner, 2001; Valič ir kt., 2003). Tokiu atveju TMP dydis yra apskaičiuojamas 

pasitelkus Laplaso lygtis (Valič ir kt., 2003). Atsižvelgus į elektrinio lauko vektorinių linijų 

krypties bei ląstelės padėtį, šių linijų atžvilgiu jis gali būti net kelis kartus didesnis nei sferos 

formos ląstelės atveju (Kotnik, 2016).  

Mokslininkų nustatyta, kad eksperimentiškai išmatuota biologinių ląstelių 

transmembraninio potencialo kritinė riba, prie kurios įvyksta elektroporacijos procesas, gali 

svyruoti nuo 0,2 iki 1 V (Teissié ir Rols, 1993; Weaver, 2003). Tačiau, atsižvelgus į tai, kad 

fosfolipidinės membranos storis gali keistis pagal lipidų rūšį ir aplinkos veiksnių įtaką (Karp ir 

Marshall, 2013), galima iškelti prielaidą, kad TMP dydis, išmatuotas tam tikrame membranos 

taške, gali būti didesnis nei laidžiosios poros srityje. Todėl šio tyrimo metu gauti ląstelės 

membranos ir vakuolės tonoplasto TMP yra apskaičiuoti taškuose, kurie yra pažymėti geltona 

spalva. Jie nutolę vienodais atstumu nuo laidžios poros ir yra lygiagretūs vienas kitam (žr. 3.18 

pav.). TMP analizės rezultatai pateikti paveiksluose (žr. 3.20–3.22 pav.).   
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 Raudonojo burokėlio ląstelės TMB analizės rezultatai: 

  

  
 

3.20 pav.  Raudonojo burokėlio ląstelės membranos TMP (raudona linija) ir tonoplasto TMP (mėlyna 

linija), 1000 V ir 100 μs impulsas (žalia linija). TMP – transmembraninis potencialas 

Fig. 3.20. The simulated transmembrane potential (TP) on beetroot cell membrane (red line) and 

tonoplast (blue line). The 1000 V voltage and 100 μs duration pulse is depicted as green line 

Rezultatai parodė, kad didžiausias TMP (3,2V) indukuotas ant tonoplasto 100 μs impulso 

pabaigoje buvo tada, kai 𝜎𝑡 = 𝜎𝑣 =  1,46 𝑆 𝑚−1;  𝜎𝑐 = 0,48 𝑆 𝑚−1 (Nr. 3). Mažiausias TMP 

(1,4 V) buvo indukuotas, kai 𝜎𝑡 = 0,48 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  1,46 𝑆 𝑚−1 (Nr. 4). TMP analizės 

grafikuose (žr. 3.20–3.22 pav.) ir lentelėse pateiktų duomenų modeliavimo sąlygose (žr. 3.6–3.8 

lent.) taip pat matyti, kad ant ląstelės membranos ir tonoplasto indukuoto TMP dydžio skirtumai 

mažėjo pagal elektrinių laidumo santykinį dydį abipus ląstelės membranos ir vakuolės tonoplasto. 

Didžiausias skirtumas (2,5 V) tarp ląstelės membranos TMP ir tonoplasto TMP buvo, kai 

 𝜎𝑡 = 0,48 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  1,46 𝑆 𝑚−1 (Nr. 4) ir palaipsniui mažėjo šia tvarka: 𝜎𝑡 = 𝜎𝑐 = 0,48; 

𝜎𝑣 = 1,46 (Nr. 5; 2 V), 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 =  𝜎𝑣 = 1,46 (Nr. 1; 2V), 𝜎𝑡 =  𝜎𝑣 = 1,46;  𝜎𝑐 = 0,48 (Nr. 3; 

1,3V), 𝜎𝑡 = 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 = 0,48 (Nr. 6; 0,9V), 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 1,46 ; 𝜎𝑣 = 0,48 (Nr. 2; 0,8V).    
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 Mėlynių uogos ląstelės TMP analizės rezultatai: 
 

 
3.21 pav.  Mėlynių uogos ląstelės membranos TMP (raudona linija) ir tonoplasto TMP (mėlyna linija), 1000 V ir 

100 μs impulsas (žalia linija). Pulse voltage – impulse įtampa. TMP – transmembraninis potencialas 

Fig. 3.21. The simulated transmembrane potential (TP) on the blueberry cell membrane (red line) 

and tonoplast (blue line). The 1000 V voltage and 100 μs duration pulse is depicted as green line 

 

Gauti rezultatai atskleidė, kad didžiausias TMP (3,5V) indukuotas ant tonoplasto 100 μs 

impulso pabaigoje buvo tada, kai 𝜎𝑡 = 𝜎𝑣 =  0,28 𝑆 𝑚−1;  𝜎𝑐 = 0,09 𝑆 𝑚−1 (Nr. 9). Mažiausias 

TMP (1,5V) buvo indukuotas, kai 𝜎𝑡 = 0,09 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  0,28 𝑆 𝑚−1 (Nr. 10). TMP 

analizės grafikuose (žr. 3.30 pav.) ir lentelėse pateiktose duomenų modeliavimo sąlygose (žr. 3.6–

3.8 lent.) aiškėja, kad ant ląstelės membranos ir tonoplasto indukuoto TMP dydžio skirtumai 

mažėjo pagal elektrinių laidumo santykinį dydį abipus ląstelės membranos ir vakuolės tonoplasto. 

Didžiausias skirtumas (1,5V) tarp ląstelės membranos TMP ir tonoplasto TMP buvo, kai 

𝜎𝑡 = 0,09 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  0,28 𝑆 𝑚−1 (Nr. 10) ir palaipsniui mažėjo šia tvarka: 𝜎𝑡 = 𝜎𝑐 = 0,09; 

𝜎𝑣 = 0,28 (Nr. 11; 0,9V), 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 =  𝜎𝑣 = 0,28 (Nr. 7; 0,7 V), 𝜎𝑡 = 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 = 0,09 (Nr. 12; 

0,4V), 𝜎𝑡 =  𝜎𝑣 = 0,28;  𝜎𝑐 = 0,09 (Nr. 9; 0,3V), kol galiausiai ant tonoplasto indukuoto TMP dydis 
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viršijo TMP indukuotą ant ląstelės membranos (+0,3V). Ant tonoplasto indukuotas TMP tapo 

didesnis nei ant ląstelės membranos. kai 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,28 ;  𝜎𝑣 = 0,09 (Nr. 8).   
 

 Aitriosios paprikos ląstelės TMP analizės rezultatai: 
  

 
3.22 pav.  Aitriosios paprikos ląstelės membranos TMP (raudona linija) ir tonoplasto TMP (mėlyna 

linija), 1000 V ir 100 μs impulsas (žalia linija). TMP – transmembraninis potencialas 

Fig. 3.22. The simulated transmembrane potential (TP) on chili pepper cell membrane (red line) and 

tonoplast (blue line). The 1000 V voltage and 100 μs duration pulse is depicted as green line 

Nustatyta, kad didžiausias TMP (3,4V) indukuotas ant tonoplasto 100 μs impulso pabaigoje 

buvo tada, kai 𝜎𝑡 = 𝜎𝑣 =  0,76 𝑆 𝑚−1;  𝜎𝑐 = 0,25𝑆 𝑚−1 (Nr. 15). Mažiausias TMP (1,4 V) buvo 

indukuotas, kai 𝜎𝑡 = 0,25 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  0,76 𝑆 𝑚−1(Nr. 16). Iš (žr. 3.31 pav.) TMP analizės 

grafikų ir duomenų pateiktų modeliavimo sąlygų lentelėse (žr. 3.13–3.15 lent.) taip pat matyti, 

kad ant ląstelės membranos ir tonoplasto indukuoto TMP dydžio skirtumai mažėjo pagal 

elektrinių laidumo santykinį dydį abipus ląstelės membranos ir vakuolės tonoplasto. Didžiausias 

skirtumas (2,1 V) tarp ląstelės membranos TMP ir tonoplasto TMP buvo, kai 𝜎𝑡 = 0,25 𝑆 𝑚−1; 

𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  0,76 𝑆 𝑚−1(Nr. 16; 2,1V) ir palaipsniui mažėjo šia tvarka: 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 =  𝜎𝑣 = 0,76 
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(Nr. 13; 1,4V),  𝜎𝑡 = 𝜎𝑐 = 0,25; 𝜎𝑣 = 0,76 (Nr. 17; 1,4V), 𝜎𝑡 = 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 = 0,25 (Nr. 18; 

0,9), 𝜎𝑡 =  𝜎𝑣 = 0,76;  𝜎𝑐 = 0,25 (Nr. 15; 0,8V),  𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,76 ;  𝜎𝑣 = 0,25 (Nr. 14; 0,4V).       

Apibendrinus burokėlio, mėlynių uogos ir aitriosios paprikos ląstelių TMP analizių metu 

gautus rezultatus, akcentuotina, kad kai ląstelės išorinės terpės, citozolio ir vakuolės vidinės 

ertmės elektriniai laidumai yra vienodi 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 =  𝜎𝑣, tada ant ląstelės membranos indukuotas 

TMP didėja tiesiškai didėjant išorinės terpės elektriniam laidumui. Tačiau kai  𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 =  𝜎𝑣, ant 

tonoplasto indukuotas TMP didėja tada, kai visų šių terpių elektrinis laidumas mažėja. Žinant tai, 

kad šiame ektroporuotos ląstelės modelyje laidžiųjų porų skaičius yra baigtinis (ribojamas 

transmembraninės srovės dydis), galima daryti prielaidą, kad didėjantis indukuotas TMP rodo 

galimai didesnį membranos elektroporacijos efektyvumą. Gauti rezultatai leidžia teigti, kad 

tonoplasto elektroporacijos efektyvumas didėja mažėjant elektriniam laidumui abipus ląstelės 

membranos ir vakuolės tonoplasto. Tačiau keičiantis elektrinių laidumų santykiui, keitėsi ir ant 

tonoplasto indukuotas TMP. Atsižvelgus į tai, kad ląstelės vakuolėje yra didesnė jonų ir krūvį 

turinčių molekulių koncentracija, manytina, jog vakuolės viduje esantis savitasis elektrinis 

laidumas bus didesnis nei ląstelės citozolyje. Todėl matematinių modeliavimo sąlygų Nr. 4, Nr. 

10 ir Nr. 16 analizės metu gauti TMP rezultatai gali būti labiausiai tikėtini. Pritaikius šias 

išvardytas sąlygas, gauti rezultatai parodė, kad tonoplasto membranos elektroporacijos 

efektyvumas gali tapti didesnis už ląstelės membranos, kai 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,28 ;  𝜎𝑣 = 0,09 (Nr. 8). 

O modeliavimo sąlygos Nr. 2 ir Nr. 14 buvo sprendžiamos esant didesniems laidumams ir 

atskleidė galimai mažesnį tonoplasto elektroporacijos efektyvumą.   

3.4.5. Elektroporacijos įtaka elektrinio lauko stiprumui ant ląstelės membranų 

Šiai analizei atlikti buvo pasirinktos biologinės ląstelės transmembranių potencialų tyrimo 

metu analizuotos sąlygos, kai indukuotas TMP ant tonoplasto buvo mažiausias (Nr. 4) ir 

didžiausias (Nr. 8), palyginti su indukuotuoju ant ląstelės membranos. Šios analizės uždavinys 

buvo įvertinti elektrinio lauko stiprumo pasiskirstymą ląstelės geometrijos aplinkoje. Šiam 

uždaviniui atlikti buvo analizuojamas elektrinio lauko vektorinių linijų ir kontūro lygių 

pasiskirstymas. Elektrinio lauko vektorinių linijų skaičius (35) buvo parinktas pagal lauko 

stiprumo amplitudę siekiant tiksliau atvaizduoti šių linijų išsidėstymą apdorojimo kameroje ir 

aplink elektroporuotos ląstelės geometriją. Tuo pačiu principu buvo parinktas ir elektrinio lauko 

kontūro lygių skaičius (1395). Skirtingų spalvų elektrinio lauko kontūro lygiai žymi skirtingus 

elektrinio lauko stiprumus, šių spalvų reikšmės pateiktos spalvų juostoje kiekvieno grafiko 

dešinėje pusėje.   
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3.23 pav. Elektrinio lauko vektorinių linijų (juodos spalvos linijos) ir elektrinio lauko kontūro lygių 

(spalvų juosta) pasiskirstymas, kai 𝜎𝑡 = 0,48 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  1,46 𝑆 𝑚−1(Nr. 4) 

Fig. 3.23. Electric field lines (black lines) and electric field countour (color legend) in domain of 

electroporated cell when 𝜎𝑡 = 0.48 𝑆 𝑚−1; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  1.46 𝑆 𝑚−1 (Nr. 4) 

 

Gauti grafiniai rezultatai atskleidžia, kad ant ląstelės membranos ir vakuolės tonoplasto 

sukurto elektrinio lauko stiprumo dydis priklauso nuo kampo tarp ląstelės normalės ir vektorinių 

elektrinio lauko linijų (žr. 3.23 pav.). Nustatyta, kad elektrinio lauko stiprumas ant laidžiųjų porų 

yra keletą kartų mažesnis nei membranų srityse, kurios nėra elektroporuotos. Šie grafiniai 

rezultatai atitinka gautuosius po TMP analizės (Nr. 8) ir parodo, kad elektrinio lauko stiprumas 

yra didžiausias tose membranos vietose, kuriose buvo suskaičiuotas didžiausias ant tonoplasto 

indukuotas TMP, kai 𝜎𝑡 = 0,48 𝑆/𝑚; 𝜎𝑐 = 𝜎𝑣 =  1,46 𝑆/𝑚 (Nr. 4).   
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3.24 pav. Elektrinio lauko vektorinių linijų (juodos spalvos linijos) ir elektrinio lauko kontūro lygių 

(spalvų juosta) pasiskirstymas, kai 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,28 ;  𝜎𝑣 = 0,09 (Nr. 8) 

Fig. 3.24.  Electric field lines (black lines) and electric field countour (color legend) in domain of 

electroporated cell when 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0.28 ;  𝜎𝑣 = 0.09 (Nr. 8) 

 

Kai 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,28 ; 𝜎𝑣 = 0,09 (Nr. 8), tada elektrinio lauko stiprumas ant abiejų 

membranų pasiskirstė taip pat, atsižvelgiant į vektorinių linijų kryptį ląstelės normalės atžvilgiu 

(žr. 3.24 pav.). Tačiau elektrinis laukas buvo pastebimai mažesnis ant ląstelės membranos, 

palyginti su indukuotuoju ant tonoplasto ir jis koreliuoja su rezultatais, gautais po TMP analizės.    

3.4.6. Elektroporacijos proceso chronologinė analizė 

Šios simuliacinės analizės uždavinys – ištirti elektroporacijos proceso įtaką TMP 

susidarymui, atsižvelgiant į skirtingas elektroporacijos proceso stadijas:   

a) elektrinio impulso apdorojimo nepakanka, kad būtų galima elektroporuoti ląstelės 

membraną ir tonoplastą; 

b) elektrinis impulsas elektroporuoja tik ląstelės membraną, o tonoplastas nėra 

elektroporuojamas; 

c) elektrinio impulso apdorojimas yra pakankamas sukelti elektroporacijos procesą 

tiek ant ląstelės membranos, tiek ant tonoplasto.    
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3.25 pav. TMP pasiskirtstymas neįvykus membranų elektroporacijai (a) 

Fig. 3.25.  Distribution of TMP on non – electroporated cell (a) 

 

 

 

3.26 pav. TMP pasiskirtstymas po ląstelės membranos elektroporacijos (b) 

Fig. 3.26. Distribution of TMP after the electroporation of cell membrane (b) 
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3.27. pav. TMP pasiskirtstymas po ląstelės membranos ir tonoplasto elektroporacijos (c) 

Fig. 3.27. Distribution of TMP after the electroporation of cell membrane and tonoplast (c) 

 

Gauti rezultatai atskleidė, kad elektrinio impulso metu ant ląstelės membranos indukuotas 

TMP (žr. 3.25–3.27 pav.) sumažėja tada, kai ant membranos susikuria laidžiosios poros. Paveiksle 

matyti, kad ant vakuolės tonoplasto TMP nėra indukuojamas tol, kol nėra elektroporuojama 

ląstelės membrana. Tačiau įvykus ląstelės membranos elektroporacijai (kai 𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,28 ;  

𝜎𝑣 = 0,09), TMP yra indukuojamas ir ant tonoplasto. Pastebėtina, kad elektrinio lauko linijos 

išretėja ties ląstelės membranos sritimis, ant kurių yra indukuojamas didžiausias TMP, ir 

priešingai – sutankėja ten, kur TMP yra mažiausias. Šis dėsningumas aiškintinas tuo, kad 

elektrinio lauko stiprumas yra mažiausias tose srityse, per kurias prateka didžiausia 

transmembraninė srovė.  
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IŠVADOS 

1. Mėlynių uogas (Vaccinium myrtillus L.) apdorojus skirtingais IEL suteiktos specifinės 

energijos kiekiais, nustatyta, kad 1 kJ kg-1 IEL 32 % padidino mėlynių sulčių išeigą, 

10 kJ kg-1 IEL 55 % padidino bendrą antocianinų kiekį sultyse ir 75 % išspaudų 

ekstrakte.    

2. Mėlynių uogas (Vaccinium myrtillus L.) apdorojus skirtingais IEL suteiktos specifinės 

energijos kiekiais, nustatyta, kad 10 kJ kg-1 apdorojimas IEL atitinkamai 40,5 % ir 

108,6 % padidino sulčių ir išspaudų ekstrakto antioksidacinį aktyvumą.    

3. Aitriųjų paprikų (Capsicum annum L.) placentas apdorojus IEL, nustatyta, kad IEL įtaka 

kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeigos efektyvumui yra didesnė tada, kai 

mechaninė ekstrakcija yra vykdoma distiliuotame vandenyje (pH 5,8), o mažesnė – 

etanolyje (96 %, v/v). Kapsaicino ir dihidrokapsaicino ekstrakcijos išeiga vandenyje, po 

1,1 kJ kg-1 specifinės energijos kiekio ir 3 kV cm-1 IEL stiprumo apdorojimo, padidėjo 

atitinkamai 200 % ir 211 %, o 12,8 kJ kg-1 suteiktos specifinės energijos kiekio ir tokio 

pat stiprumo IEL kapsaicino ir dihidrokapsaicino ektstrakcijos išeigą etanolyje padidino 

atitinkamai tik 29 % ir 21 %.  

4. Raudonuosius burokėlius (Beta vulgaris L.) apdorojus IEL, nustatyta, kad betaksantinų 

ir betacianinų ekstrakcijos efektyvumas labiausiai priklauso nuo IEL stiprumo ir 

suteiktos specifinės energijos kiekio, o teigiamas elektrinių impulsų skaičiaus poveikis 

šių biologiškai aktyvių junginių ekstrakcijos išeigai yra reikšmingas tik tada, kai IEL 

yra silpnesnis nei 1 kV cm-1.    

5. Raudonuosius burokėlius (Beta vulgaris L.) apdorojus skirtingų parametrų IEL, 

nustatyta, kad 2,53 kJ kg-1 specifinės energijos kiekio ir 2 kV cm-1 IEL stiprumo 

apdorojimas yra optimalus betaksantinų ir betacianų ekstrakcijos efektyvumo bei 

elektros energijos sąnaudų požiūriu. Buvo nustatyta tiesioginė priklausomybė tarp 

ekstrakto savitojo elektrinio laidumo ir betalainų išeigos, tačiau atvirkščiai proporcingas 

ryšys – tarp šių junginių išeigos (gautos po vienodo specifinės energijos kiekio ir 

skirtingo stiprumo apdorojimų IEL) ir ląstelių dezintegracijos indekso.  

6. Matematinio modeliavimo metu gauti rezultatai parodė, kad ant vakuolės tonoplasto 

indukuotas transmembraninio potencialo dydis priklauso nuo ląstelės išorinės terpės 

savitojo elektrinio laidumo.  
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SUMMARY 

INTRODUCTION 

Pulsed electric field (PEF) treatment of vegetative raw material is one of the fastest 

developing methods in the food industry (Puértolas et al., 2016). This method is applicable to food 

of animal and plant origin (Toepfl, 2006; Jäger, 2013). The PEF treatment can significantly 

increase the extraction of biologically active compounds (Lebovka et al., 2003), alter the structural 

properties of biological tissues (Pataro et al., 2011), or pasteurize juice and dairy products (Arroyo 

et al., 2016). Unlike many traditional technologies for processing plant-based feedstock, PEF 

treatment does not have a harmful thermal effect on product quality because of the very short 

exposure time (μs–ms) (Pizzichemi, 2007). This technological advantage allows to preserve 

higher amounts of substances and vitamins beneficial to human health during the processing of 

the raw vegetable matte (Azmir et al., 2013) and preserves the marketable appearance of the final 

product (Kannan 2011). PEF-treated fruit juices have also been found to contain higher levels of 

biologically active compounds (Pataro et al., 2017). It is also important to note that PEF treatment 

consumes several times less energy than traditional nutrient processing technologies (Haberl et 

al., 2013).   

For the environmentally friendly extraction of biologically active compounds, it is necessary 

to choose methods that do not require large amounts of organic solvents, energy and time 

(Mamidipally and Liu, 2004; Esatbeyoglu et al., 2015). Therefore, innovative and 

environmentally friendly extraction methods are receiving more and more attention (Tiwari and 

Cullen, 2013). In many ways, exposure to PEFs is the most effective way to achieve the extraction 

of bioactive compounds, but the high dispersion of technological parameters (electric field 

strength, specific energy input and pulses delivered to the raw material) and biological factors 

(conductivity, osmotic pressure) makes it difficult to select the optimal, universally applicable 

parameters of the PEF method (Jäger and Knorr, 2017).  

New, larger-scale studies of PEF parameters are required to efficiently increase the extraction 

of biomolecules from plant material. 

 

Hypothesis. It is possible to achieve the optimal yield of biologically active compound 

extraction from raw vegetable matter by adapting the technological parameters of the PEF 

treatment (electric field strength, number of electric pulses and specific energy input) for the 

specific properties of the raw plant matter (conductivity of the raw material, osmotic pressure). 

Research aim. To optimize the PEF parameters in order to effectively increase biomolecule 

extraction from plant material.  
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The research tasks: 

 1. To investigate the influence of PEF-induced cell electroporation on the extraction yield of 

biologically active compounds from blueberries (Vaccinium myrtillus L.), chilli peppers 

(Capsicum annum L.) and beetroots (Beta vulgaris L.).  

2. To evaluate the influence of the basic PEF parameters (electric field strength, number of electric 

pulses and amount of specific energy provided) on the electric properties of vegetable raw 

material.  

3. To evaluate the influence of PEF-induced disintegration of plant cells on the yield of 

biologically active compounds.  

4. To determine the technological laws regulating the relationship between PEF parameters, tissue 

disintegration index and yield of biologically active compounds.  

5. To develop mathematical model of the cell, which could allow the theoretical evaluation of the 

influence electric conductivity of cell external medium, cell and vacuole cytozol has on efficiency 

of electroporation process. 

Statements to be defended:  

1. Selective extraction of the biologically active compounds from the plant material can be 

achieved with the appropriately selected parameters of the PEF.  

2. The biologically active compound extraction efficiency is determined by the basic electric 

parameters of the PEF: the electric field strength, the specific energy input and the number of 

applied pulses.  

3. In order to correctly evaluate the effect of different PEF parameters on the disintegration of raw 

vegetable matter and the yield of biologically active molecules, it is vital to compare the cell 

disintegration index with the measured electric conductivity of the extracts.  

 4. The magnitude of the transmembrane potential induced by PEF exposure on the biological cell 

membrane and vacuole tonoplast depends on the electrical conductivity of the cell external 

medium, cell cytozol, and vacuole inner medium. 

Scientific novelty. Scientific novelty. For the first time, PEF-assisted extraction of capsaicin and 

dihydrocapsaicin from chilli pepper fruits is reported to reveal new theoretical patterns in PEF-

assisted extraction. In beetroot studies, the direct correlation between the Zp index, which reflects 

the damage to the cellular membranes, the conductivity of the extract, and the yield of bioactive 

molecules. Additionally, a new unique electroporated cell model that allows the investigation 
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electric conductivity of extracellular medium, cell cytoplazm and vacuole interior has on the 

transmemberane potential induced on the vacuolar tonoplast membrane.  

Practical relevance of the work. The results obtained in this work can be applied in the medical 

and food industry to increase the extraction efficiency of biologically active compounds, 

significantly reducing the extraction time, reducing the cost of electricity and environmentally 

harmful organic solvents, and purposefully utilizing secondary products from the processing of 

raw vegetable materials.   

Approval of the dissertation work. There are 3 scientific articles published in the dissertation 

topic: 1 in a peer-reviewed journal with a citation index in the Clarivate Analitics Web of Science 

database, 1 in a peer-reviewed journal without a citation index in the Clarivate Analitics Web of 

Science database and 1 in a peer-reviewed journal. The topic of the dissertation has been prepared 

and presented in 10 international conferences: 6 oral (in Ireland, Slovenia, Latvia, Austria, 

Germany, Italy) and 4 poster presentations (in Lithuania, Portugal, USA, France).  

Volume and structure of the dissertation.  

The doctoral dissertation is written in Lithuanian. It consists of 180 pages, 30 figures, and 8 tables. 

A total of 190 references have been used. The dissertation contains an introduction, a literature 

review, materials and methods section, results and discussion, conclusions, a list of references, a 

list of publications, a summary of the dissertation, publications and a curriculum vitae.   
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ABBREVIATIONS 

 

BEY  Betalain extraction yield 

FEM  Finite element method 

DPPH   2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  

HPLC  High-performance liquid chromatography  

FRAP    Ferric reducing antioxidant power 

PEF  Pulsed Electric Field 

BCEY  Betacyanin extraction yield 

YCAP   Extraction yield of capsaicinoids 

LAMMC  Lithuanian Research Centre for Agriculture and Forestry  

TAC  Total anthocyanin content 

TE  Trolox equivalents 

TMP  Transmembrane potential 

Zp  Cell disintegration index 
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MATERIALS AND METHODS  

 

PEF treatment of blueberry (Vaccinium myrtillus L.) fruits, juice expression and 

extraction of anthocyanins from press cake  

Blueberry fruits. Wild blueberries (Vaccinium myrtillus L.) were purchased from a local 

farmer’s market in September 2014 (late-season berry crop), Lithuanian origin). Berries were 

bought in transparent polyethylene terephthalate punnets. The soluble solids content of fresh 

blueberry fruits was determined with an Abe digital refractometer model DR-A1 (ATAGO CO., 

LTD, USA) at 25°C, the pH was determined using a Lab-TEST II pH Meter (International PBI, 

Milan, Italy), and the fruit firmness was measured using a TA XT plus Texture Analyze (Stable 

Micro Systems Ltd., Godalmig, UK) with 1 mm-diameter cylinder probe. The soluble solids in 

the fruits was 12.6±0.2 Brix°, the pH was 2.96±0.02 and the fruit firmness was 28.5±1.8 N/cm2. 

Blueberry fruits were stored in the refrigerator (4±1°C) until use (for up to 5 days). 

PEF-assisted extraction. Before pressing, blueberry fruits were pre-treated with PEF using 

the laboratory scale batch system previously described in detail by Bobinaitė et al. (2015a). 

Briefly, the system consisted of a high voltage pulsed power (20 kV, 500 A) generator 

(Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Sweden) able to generate monopolar square wave pulses 

(3–25 s, 1–450 Hz). High-voltage cable connected the generator to a cylindrical batch treatment 

chamber (3.4 cm in diameter, electrode gap up to 5 cm) which was specifically designed to also 

be used as a mechanical press (Bobinaitė et al., 2015a). The maximum electric field intensity  

(E, in kV cm-1) and total specific energy input (WT, in kJ kg-1) were calculated as reported in 

Bobinaitė et al. (2015a).  

Prior to PEF treatment, blueberry samples were tempered at ambient temperature. In all 

experiments, sample temperature was measured by placing a 0.5 mm K-type thermocouple into 

the sample. The initial temperature of the samples was 20±1°C. The temperature increase of the 

samples due to the PEF treatment never exceeded 23±1°C.  

During each experiment, 10 g of blueberry fruits (pre-cut in two halves with a knife) were 

loaded into the treatment chamber and subjected to PEF pre-treatment at constant field strength 

(3 kV cm-1), frequency (10 Hz) and duration (20 µs). The total specific energy input (1, 5, and 

10 kJ kg-1) was varied by changing the number of applied pulses. These PEF pre-treatment 

parameters were chosen based on the previously reported assessment of the cell disintegration 

index (Bobinaitė et al. 2015a).  

Immediately after PEF pre-treatment, the samples were pressed in the same PEF chamber 

at a constant pressure of 132 kPa for 8 min by loading a constant weight on the upper electrode. 
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The resulting liquid was centrifuged (ALC PK 130R, DJB Labcare Ltd, Newport, UK) at 

5000 rpm and 5°C for 10 min in order to obtain a clear juice. The latter was weighed and the 

juice yield was expressed as grams of juice per 100 g of fresh weight (fw) of the berries. 

The press cake left after the juice press was also weighed. Afterwards, it was subjected to 

solvent extraction with acidified aqueous ethanol (50% ethanol; 0.5% HCl, v/v), with a solvent 

to press cake ratio of 6:1 (mL/g). The extraction process was carried out for 24 h at ambient 

temperature with constant shaking at 150 rpm (Orbital incubator-S150, pbi international, Milan, 

Italy) in 50 mL sealed plastic containers wrapped in aluminium foil. The final extracts, obtained 

after filtration with a filter paper (Watman No.1) in a Buchner funnel, were stored at 4°C and 

analysed in the same day. 

Untreated (control) samples (juice and press cake extracts) were collected after the 

application of the same protocols without PEF treatment.  

 

Determination of anthocyanins 

 

Sample preparation. Samples of either blueberry juice or press cake extracts were diluted 

1:10 v/v with a solution consisting of 90% solvent A (10% aqueous formic acid) and 10% solvent 

B (acetonitrile/methanol (ACN–MeOH), 85:15 v/v). Prior to HPLC analysis, juices and diluted 

extracts were filtered through regenerated cellulose, syringe-tip filters (0.45 µm, 13 mm).  

HPLC Analysis. Anthocyanins were separated using Waters 2695 series HPLC system, 

equipped with the Waters 2998 photo diode array detector (DAD) (Waters Corporation, USA). 

Analytical separation was carried out using an ACE Excel 5 Super C18 column (5 µm; 125 × 

4.6 mm; Aberdeen, Scotland) with the modified procedure of Wang et al. (2014). The temperature 

of the column oven was set at 25°C. The mobile phase consisted of aqueous 10% formic acid 

(eluent A) and ACN–MeOH (85:15, v/v) (eluent B). The gradient program was as follows: 0–30 

min from 5 to 12% eluent B; 30–50 min from 12 to 25% eluent B. The injection volume was 10 

µL. The flow rate of the mobile phase was 1.0 mL/min. Anthocyanins were detected at the 

wavelength of 520 nm. DAD data were recorded from 200 to 600 nm.  

Identification and Quantification. Anthocyanins in juice and extracts were identified 

according to the HPLC retention times (RT) and UV absorbance maximum, in comparison with 

commercial standard or with literature data (Lätti et al., 2008; Wang et al., 2014). Commercial 

standard (cyanidin 3-galactoside) was dissolved in solvent B (10%) and solvent A (90%) to 

generate seven-point external standard calibration curve (concentration range was from 1 to 

100 mg/L), whose linearity was acceptable (R2=0.996). 
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The total content of anthocyanins in the juice and extracts was determined as the sum of the 

amount of the individually quantified compounds as equivalents of cyanidin 3-galactoside (CGE) 

per L of juice or per 100g of fw of berry press cake. 

 

Determination of ferric reducing antioxidant power (FRAP) and DPPH radical 

scavenging capacity 

The total antioxidant activity of juice and press cake extracts was determined by FRAP 

(ferric reducing antioxidant power) and DDPH (free radical scavenging activity) assays.  

FRAP assay was performed according to the method reported by Benzie and Strain (1996) 

with some modifications, as thoroughly described elsewhere (Bobinaitė et al., 2015a).  

DPPH assay was based on the method of Brand-Williams (1995) with some modifications, 

as thoroughly described elsewhere (Bobinaitė et al., 2015b). 

Trolox (Acros Oganics, Geel, Belgium) was used as the standard for the calibration curve 

in both assays, and the antioxidant capacity was expressed as µmol of trolox equivalents (µmol 

TE) per mL of juice or g of fw berry press cake.   

 

PEF treatment of fresh chili pepper (Capsicum annum L.) and subsequent extraction of 

capsaicin and dihidrocapsaicin 

Chili pepper fruits. The fresh peppers (Capsicum annum Jacq., variety 'Habanero') were 

purchased from a local market (Sanitex Inc., Kaunas, Lithuania) and stored in the refrigerator (4 

°C) for 24 h. Before the experiments, fruits were washed with deionized water and cut in four 

halves. In order to prepare the PEF treatment material, the placenta of each half was separated and 

immediately subjected to PEF. 0.5 g of separated placenta was used for the experiments.  

PEF-assisted extraction. The equipment of the PEF treatment of fresh chili peppers 

(Capsicum annum L.) consisted of the electrical pulse generator (BTX T 820, Holliston, USA), a 

digital oscilloscope (Rigol DS2072A, Rigol Technologies Inc., USA), a current probe (Pintek PA 

– 622, Pintek Electronics Co, Taiwan), the safety stand (BTX 630B, Holliston, USA) and 

electroporation cuvettes. The electroporation cuvettes with a 4 mm gap between the aluminum 

electrodes were used for the experiments. The voltage and the electric current of the delivered 

pulses was measured and collected by the current probe, which was located close to the safety 

stand and coupled to a digital oscilloscope. The monopolar rectangular pulses of different electric 

field strengths were delivered to the cuvette by the leads that connected the electroporator with 

the electrodes.  
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During the experiments, 10 and 100 electric pulses with 0.5 kV cm-1, 1.0 kV cm-1, 1.5 kV cm-1 

and 2.0, 2.5 and 3 kV cm-1 electric field strengths were delivered to the samples. In all of the 

experiments, the duration of a single pulse was 100 µs, and the pulse repetition rate was 1 Hz.   

Immediately after the exposure to PEF, 0.5 g of pepper placenta was put in a glass jar of 

25 ml, and 5 ml of deionized water (pH 5.8) or ethanol (96%, v/v) were poured on the sample, 

then the mixture was incubated without agitation for 5 min. at 22°C. After the incubation, the 

extract was taken for HPLC analysis.  

The same steps were taken for the extraction of capsaicin and dihidrocapsaicin from the 

untreated samples, except no PEF treatment was applied to the sample. 

 

Determination of capsaicinoids 

HPLC Analysis. Anthocyanins were separated using Waters 2695 series HPLC system, 

equipped with the Waters 2998 photo diode array detector (DAD) (Waters Corporation, USA). 

Analytical separation was carried out using an ACE C18 column (5µm; 250 × 4.6 mm; Aberdeen, 

Scotland) with the modified procedure of Dong et al., (2014). The temperature of the column oven 

was set at 25 °C. The mobile phase consisted of 0.1 % trifluoroacetic acid (eluent A) and 

acetonitrile (99.8%, v/v) (eluent B). The duration of analyses was set for 16 minutes. The injection 

volume was 10 µL. The flow rate of the mobile phase was 1.0 mL/min. Capsaicins were detected 

at the wavelength of 280 nm. DAD data were recorded from 200 to 600 nm.  

Identification and Quantification. Capsaicin and dihidrocapsaicin in extracts were 

identified according to the HPLC retention times (RT) and and UV absorbance maximum, in 

comparison with commercial standard or with the data from the literature (Dong et al., 2014). 

1,275±0,037 mg of capsaicin and 1,210±0,052 mg of dihidrocapsaicin standards were dissolved 

in 5 ml ethanol (99.9 %, v/v) to generate six-point external standard calibration curve for detection 

of capsaicin (concentration range was from 0.004 to 0.255 mg/L; R2=0,999) and five-point 

external standard calibration curve for detection of dihidcapsaicin (concentration range was from 

0.008 to 0.242 mg/L; R2=0,999).  

 

PEF treatment of fresh beetroot (Beta vulgaris L.) and subsequent extraction of betalains  

Beetroots. The fresh beetroots (Beta vulgaris L., variety 'Kestrel H') that were grown in the 

fields of Lithuanian Research Centre for Agriculture and Forestry (LAMMC) were used for the 

experiments. The red beetroots were collected from a warehouse and left at room temperature 

(22 C°) for 24 h. After the acclimatization stage, 20 roots of about 150–200 g were taken for the 

experiments.  
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It is well known that the root of a red beetroot has an extremely heterogeneous structure 

(Loginova et al., 2011). Therefore, in order to improve the homogeneity of the treatment sample 

in terms of the electrical resistance and the total content of betalains, roots were selected at 

random, carefully washed with deionized water, grated with a course box grater and manually 

mixed. Afterwards, the shreds of various lengths with ≤ 2 mm thickness were prepared. 

PEF-assisted extraction. The equipment of the PEF treatment consisted of the electrical 

pulse generator (BTX T 820, USA), a digital oscilloscope (Rigol DS2072A, Rigol Technologies 

Inc., USA), a current probe (Pintek PA – 622, Pintek Electronics Co, Taiwan) and the treatment 

chamber with two parallel electrodes. 

The voltage and the electric current of the delivered pulses was measured and collected by 

the current probe, which was located close to the treatment chamber and coupled to a digital 

oscilloscope. The electrodes were made of two equal polished stainless steel (AISI 304) disks 

(surface area 24 cm2).  

Outside of the electrodes, the transparent polymethylmethacrylate (PMMA) tube enclosed 

the electrodes, forming a treatment chamber with 24 cm3 volume when the gap between the 

electrodes was 1.0 cm. This size for the gap between the electrodes was kept constant in all the 

experiments. The monopolar rectangular pulses of different electric field strengths were delivered 

to the electrodes by the leads that connected the electroporator with the electrodes. In order to 

evaluate the correlation between the degree of cell membrane disintegration and the betalain 

extraction efficiency, the whole investigation was split into two parts. The first part of this 

investigation was arranged to determine the effect of the electric field strength and the specific 

energy input. In these experiments 1, 10 or 100 electric pulses with 0.5 kV cm-1, 1.0 kV cm-1, 

1.5 kV cm-1 and 2.0 kV cm-1 electric field strengths were delivered to the samples.  

The second set of experiments was designed to determine the influence of the electric field 

strength and the number of applied pulses when the total specific energy input is constant. For 

that purpose, electric pulse combinations with specific energy inputs of 0.8, 2 and 4 kJ kg-1 were 

applied. In all of the experiment, the duration of a single pulse was 100 µs, and the pulse repetition 

rate was 1 Hz.    

Immediately after the exposure to PEF, 10 g of beetroot shreds were put in an Erlenmeyer 

flask. 50 ml of deionized water (pH 5.8) was poured into each flask, and the samples were 

incubated without agitation for 1 h at 22°C in the dark. After the incubation, 1 ml of extract was 

taken for spectrophotometric analysis. In all of the experiments, the loss of beetroot juice because 

of the juices released on the electrode surface and the grating induced juice leakage were 

neglected. 
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The same steps were taken for the extraction of betalains of the untreated samples, except no 

PEF treatment was applied to the sample. 

In parallel, the assessment of the total betalain yield was performed using freeze/thaw and 

pulverization stages. 10 g of the beetroot shreds were placed into clean dry-freezing bags and 

incubated at – 24°C for 24 h. The thawing was done at 22°C temperature, employing the free 

convection of the air in the room. In order to ensure complete betalain extraction, the thawed 

samples were additionally pulverized with a handheld homogenizer (Polytron PT1200E, 

Kinematica, Luzern, Switzerland).    

 

Spectrophotometric quantification of betalains 

Quantification of betalains was done in deionized water as described previously (Stinzing et 

al., 2003). The betacyanin absorption was measured at 536 nm and betaxanthin absorption – at 

485 nm, using DU-800 Ultraviolet/Visible spectrophotometer (Beckman Coulter Inc., Brea, 

California, USA). The background absorption was measured at 650 nm for both of the pigments. 

The concentrations of betacyanins and betaxanthins were calculated using the following equation 

(Wruss et al., 2015): 

Betacyanins or Betaxanthins =
𝐴 ∙ 𝐷𝐹 ∙ 𝑀𝑊 ∙ 1000

ԑ ∙ 𝑖
, 𝑚𝑔/𝐿 (1) 

where A = (A536 nm - A650nm) for betacyanins or A = (A485nm - A650nm) for betaxanthins, DF is the 

dilution factor, MW (molecular weight) = 550 g/mol for betacyanins and 308 g/mol for 

betaxanthins, ԑ (molar extinction coefficient) = 60000 L/(mol∙cm) for betacyanins and 

48000 L/(mol∙cm) for betaxanthins, i is path length of the cuvette (in all the experiments, it was 

equal to 1 cm). The concentrations were expressed as mg/100 g of fresh beetroot.     

Determination of the electric field strength and the total specific energy input 

The electric field strength was calculated by dividing the distance between the electrodes 

(1 cm) and the pulse voltage set in the electroporator (Raso et al., 2016):   

E =
U

d
 (2) 

where E – electric field strength, V/cm; d – distance between the electrodes, cm; U – voltage, V.  

The specific energy input per pulse (Wp) was calculated according to the following equation 

(Raso et al., 2016): 

Wp = U ∙ I ∙ τ, (3) 
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where Wp – the specific energy input per pulse, J/kg; U – pulse voltage, V; I – pulse electrical 

current, A; τ – pulse duration, s. The total specific energy input (WT) was calculated by 

multiplying Wp with the number of the applied pulses.   

Evaluation of plant tissue disintegration degree 

To assess the disintegration degree of treated samples, impedances of untreated and treated 

samples were measured at 1 and 5 MHz using by using a precision impedance meter (LCR-8105G, 

GW Instek America Corp., CA, USA). The sample disintegration index (Zp) was determined by 

the following equation (Donsì et al., 2010b): 

Zp =
|Zuntr(1kHz)| − |Ztr(1kHz)|

|Zuntr(1kHz)| − |Ztr(5MHz)|
 (4) 

 

where Zuntr and Ztr are the absolute values of the complex impedance of the intact and treated 

samples, respectively, at low (1 kHz) and high (5 MHz) frequencies. The Ztr was measured 5 s 

after the treatment. The disintegration index was rated in a range of 0 (intact sample) to 1 

(completely disintegrated sample). It should also be noted that previous research in the field states 

that the value of Zp in the MHz frequency range very similar to Zp of the frozen/thawed tissue, 

enabling the use of frozen/thawed tissue as the reference (positive control) of the completely 

disintegrated tissue.  

After the preparation of the analytical samples, the flasks of the unused extraction medium 

were subsequently taken for the analyses of the electrical conductivity. During each measurement, 

a probe of the conductivity meter (Meter Toledo Seven Compact pH meter S210, Merk KGaA, 

Germany) was directly inserted into extraction medium at a specified liquid level and left until 

the stable meaning was computed. Temperature of supernatant after the different PEF treatments 

was measured automatically with conductivity meter and ranged from 20 to 22 °C. To ensure the 

accuracy of the assessment, a probe was pre-washed with deionized water and dried before each 

measurement.   

Software  

Mathematical modelling was done using Comsol (5.2) Multiphysiscs (Comsol Inc., 

Stockholm, Sweden; a trial code: 9FFF3FFFF7F5 – TYFI – 160224 – 10073638 – 594017123). 

The graphs were done with SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc. USA).   

Statistical analysis  

For each set of blueberry processing conditions, the experiments were performed in triplicate 

and each collected sample was analysed in duplicate. The mean values and standard deviations 

(SD) of the experimental data were calculated. The one-way analysis of variance (ANOVA) was 
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used to determine statistically significant differences between the means. The mean values were 

further compared using Tukey’s post-hoc test. The differences were considered significant at 

p ≤ 0.05. Statistical Analyses were carried out using SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, USA) 

statistical package.  

The results of betalain and capsaicinoid extraction were subjected to analysis of variance 

(ANOVA) (p<0.05) using SPSS Version 25 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The 

significant differences between the groups were identified by Tukey’s post hoc test. In the graphs 

and tables, the results are represented with lowercase letters a, b, c and d. The indices of the groups 

represent the significance of differences in the groups, with the samples marked with same letter 

and index having no statistical significance between themselves, and samples of the same letter 

but different indices being statistically significantly different from one another. Results in figures 

and tables are presented as means ± standard deviation (SD). Each experimental point was 

obtained from three independent experiments.    

 

The governing equations of the finite element method for time-dependent electric field 

studies 

Finite element modelling (FEM) is a mathematical method based on numerical algebra that 

calculates the change in a physical system at a discrete point of a continuum (Logan, 2001). To 

begin with, the geometrical object, for which the change is calculated, is divided into the finite 

number of elements that connect on specific points or edges. Then the differential equation 

describing the change in the variable at each of the elements is changed into a system of algebraic 

equations. When these equations are joined into a single numerical system, the approximation for 

the solution to the original differential equation is found (Reddy, 1984).  

When the electric potential around a geometrical body is described as a numerical value, the 

polarisation of the electric charge in the electric field can be described using Ohm’s equation 

(Tabatabaian, 2014):  

 𝐽 = 𝜎 ∙ 𝐸 , (5) 

while accounting for the continuum of the geometrical body, 

 𝜕𝜌

𝜕𝑡
+ ∇ ∙ 𝐽 = 0, 

(6) 

where  𝐽 – current density, (A/m2); 𝜎 – conductivity, (S);  𝐸 – electric field strength, (V/m);  

 𝑡 – treatment time, (s); 𝜌 – charge density, (C/m3); ∇ – Laplace operator.  
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Then the Gauss’ law can be expressed as: 

 ∇ ∙ (𝜀 ∙ 𝐸) = 𝜌. (7) 

 

By combining these, one can deduce the following differential equation for the space charge 

density in a homogeneous medium: 

 𝜕𝜌

𝜕𝑡
+

𝜎

𝜀
∙ 𝜌 = 0. 

(8) 

 

This equation has the solution: 

 
𝜌(𝑡) = 𝜌0 ∙ 𝑒−

𝑡
𝜏, 

(9) 

where the charge relaxation time is: 

 𝜏 =
𝜀

𝜎
. (10) 

Combining the time-harmonic equation of continuity 

 ∇ ∙ 𝐽 = ∇ ∙ (𝜎 ∙ 𝐸 + 𝐽𝑒) = −𝑗 ∙ 𝜔 ∙ 𝜌, (11) 

 

with the equation  

 ∇ ∙ 𝐷 = 𝜌, (12) 

 

yields the following equation for the frequency domain study type: 

 
∇ ∙ 𝐽 = ∇ ∙ (𝜎 ∙ 𝐸 + 𝐽𝑒) =

𝜕𝜌

𝜕𝑡
 

(13) 

where 𝐷 – charge displacement, (C/m2),  𝐽𝑒 – current density of external electric field, (A/m2) 

For the Time Dependent study type, transient equation of continuity is used instead, and the 

resulting equation becomes 

 −∇ ∙ 𝑑𝜕𝑡
𝜕 ((𝜀0 ∙ ∇ ∙ 𝑉 + 𝑃) − ∇ ∙ (𝜎 ∙ ∇ ∙ 𝑉 − 𝐽𝑒)) = 0, (14) 

where 𝑉 – pulse voltage, (V).  

After that, the study type is adopted by intrinsic and external time scales:  

 When 𝜏 > 𝑡  – electrostatics and stationary;  

 When 𝜏 < 𝑡  – electric currents and stationary;  

 When 𝜏~𝑡  – electric currents and time – dependent.      

Considering that, the numerical simulations would be performed for 1 electric pulse with 

duration of 100 μs, the time – dependent study type  ( 𝜏~𝑡) was chosen.     
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RESULTS AND DISCUSSION 

Effects of PEF pre-treatment on blueberry juice yield 

The effect of PEF pre-treatments at constant electric field strength (3 kV cm-1) but at different 

energy input (1–10 kJ kg-1) on blueberry juice yield is shown in Table1.  

Table 1. Blueberry juice yield, ferric reducing antioxidant power (FRAP), and DPPH radical scavenging 

capacity (DPPH) of juice and press cake extracts of untreated (0 kJ kg-1) and PEF treated (3 kV cm-1) 

blueberry fruits 

WT 

(kJ kg-1) 

Juice yield DPPH FRAP DPPH FRAP 

(g/100 g fw berry) (µmol TE/mL juice) (µmol TE/g press cake) 

0 42.7±1.00a
1 2.9±0.15a

1 4.8±0.28a
1 16.4±2.20a

1 39.8±1.13a
1 

1 55.9±1.77b
2 3.5±0.03b

2 5.5±0.38b
2 29.0±0.30b

2 55.9±0.38b
2 

5 57.4±1.42c
2 3.7±0.10c

2,3 6.2±0.38c
3 32.6±1.19c

2,3 61.4±0.68c
3 

10 56.3±1.57d
2 4.1±0.31d

3 6.5±0.58d
3 34.2±0.93d

3 68.0±1.48d
4 

Note. The lowercase indices signify the statistical significance groups (p ≤ 0.05 between bars with different 

indices, no significance between bars with the same index).     

 

The juice yield of PEF pre-treated berries was, on average, 32 % higher when comparing it 

with the untreated sample. However, there were no statistically significant differences among the 

juice yields of the PEF-treated samples at different energy input, suggesting that the lowest value of 

1 kJ kg-1 was sufficient to increase the juice yield, while higher energy inputs (5 and 10 kJ kg-1) did 

not cause any further improvement. This conclusion seems to be in contrast with results of cell 

disintegration index (Zp) reported in the previous work (Bobinaitė et al., 2015a). In fact, it was 

found that at fixed field strength of 3 kV cm-1 and energy inputs of 1, 5 and 10 kJ kg-1, the Zp 

value of blueberry tissues was 0.73, 0.77 and 0.80, respectively, with significant (p ≤ 0.05) 

differences detected between 1 kJ kg-1 and 10 kJ kg-1 treatments (Bobinaitė et al., 2015a). 

Therefore, it is likely that the cell disintegration degree (Zp = 0.73) achieved for blueberry tissue 

with the lowest energy input (1 kJ kg-1) as well as the corresponding softening of the mash 

particles due to the electroporation resulted in the most favorable conditions for juice release from 

the blueberry tissue.  
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Effects of PEF pre-treatment on the content and composition of anthocyanins  

in blueberry juice 

The application of a PEF pre-treatment clearly contributed to an increase in anthocyanin 

release from the tissue to the juice. The total anthocyanin content (TAC) rose approximately to 

21, 29 and 55 % when the blueberry fruits were treated with PEF at 1, 5 and 10 kJ kg-1, 

respectively. However, while no significant differences were detected between PEF-treated 

samples at 1 and 5 kJ kg-1 and the untreated samples, a significant (p≤0.05) increase in TAC (up 

to 244.8 mg/ L) was observed for the PEF pre-treatment at the highest energy input of 10 kJ kg-1. 

It is worth noting that in the previous work (Bobinaitė et al., 2015a), PEF pre-treatment at constant 

energy input (10 kJ kg-1) and different electric field strengths (1–5 kV cm-1) significantly 

(p ≤ 0.05) increased the TAC of blueberry juice in comparison with the untreated samples. In 

particular, the TAC increased by 60%, 78%, and 44% when the berry fruits were PEF-treated at 

1, 3 and 5 kV cm-1, respectively. However, in the previous study, no significant difference was 

detected between the TAC of the PEF treated samples (Bobinaitė et al., 2015a). Combining the 

results of the two studies allows the conclusion that electric field strengths in the range of  

1–3 kV cm-1 and energy input of 10 kJ kg-1 are the most favourable conditions to reach the 

maximum anthocyanin extraction yield into blueberry juice. 

Using HPLC-DAD, 15 individual anthocyanins were characterized in the blueberry juice. 

Glucose was the main sugar linked with anthocyanidins, and cyanidin 3-glucoside and malvidin 

3-glucoside were the predominant compounds. Moreover, the average amount of anthocyanin 

linked galactose and arabinose in the juice was 3.1 and 3.5 times lower than the amount of 

anthocyanidin linked glucose, respectively. 

The average percentages of delphinidin (Dp), Cyanidin (Cy), Petunidin (Pt), Peonidin (Pn) 

and Malvidin (Mv) in the untreated samples were 4.2, 34.5, 7.8, 16.3 and 37.3%, respectively. 

However, there were slight variations in the anthocyanin distribution after PEF pre-treatment. The 

percentages of Dp, Cy, Pt, Pn and Mv in the juices of PEF pre-treated blueberries at different 

energy input were in the range 3.0–4.0%, 35.9–38.5%, 7.0–7.6%, 16.8–17.1% and 32.6–37.3%, 

respectively.  

It is interesting to note that PEF application significantly enhanced the release of malvidin 

3-glucoside, cyanidin 3-glucoside, peonidin 3-glucoside, malvidin 3-galactoside and peonidin 

3-arabinoside into the juice. However, the increase of the release of the 10 other anthocyanins was 

not statistically significant. 
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Effects of PEF pre-treatment on the content and composition of anthocyanins in 

blueberry press cake extracts 

Fifteen individual anthocyanins were also detected in the press cake extracts, even though 

differences can be clearly noted in terms of relative content of individual anthocyanin compounds 

between the juice and the press cake extract (Fig. 2). Specifically, cyanidin 3-galactoside was the 

most abundant in the press cake extracts, followed by cyanidin 3-glucoside, delphinidin 

3-galactoside and delphinidin 3-glucoside, while cyanidin 3-glucoside and malvidin 3-glucoside 

were more abundant in the juice. It is worth noting that the abundance of delphinidin glycosides 

in the press cake extracts might be of particular importance, as it has been demonstrated that 

delphinidin and its monoglucoside possess the highest radical scavenging activity among the 

tested anthocyanidins and anthocyanins (Kähkönen and Heinonen, 2003). 

In the press cake extracts glucose and galactose were the main sugars linked with 

anthocyanidins.  The glucose content in the anthocyanidins was only slightly higher than that of 

galactose content in anthocyanidins. The arabinose content in anthocyanidins was 2.0–2.3 times 

lower than glucose content and 1.6–1.7 times lower than galactose content. 

It is important to note that, regardless the application of PEF pre-treatment, blueberry by-

products still retain high amount of anthocyanins, as shown by the comparisons in the average 

concentrations of all individual anthocyanins and TAC detected in the PEF-treated berries. This 

is in agreement with previously reported findings for V. myrtillus berry by-products (Laaksonen 

et al., 2010).  

The application of PEF pre-treatment increased the TAC in the press cake extracts by 36–

75%, in comparison to the extraction from the untreated samples (Fig. 2). Significant differences 

(p≤0.05) were detected among the PEF-treated samples when the energy input was increased 

from 1 to 10 kJ kg-1. The number and type (anthocyanidin type or sugar moiety) of anthocyanins 

in the blueberry press cake extracts was not affected by the PEF pre-treatment. However, 

significantly higher amounts of all individual anthocyanins were extracted from the press cakes 

of PEF pre-treated blueberries, in comparison with the untreated samples. 

The differences in the anthocyanin distribution in the blueberry juices and press cake 

extracts could be due to the different content of individual anthocyanins in the skin and pulp of 

the berry fruit. Alternatively, these differences could be caused due to the relative ease of specific 

anhocyanin extraction from different parts of the fruit. 

There is some literature data which suggests that the PEF treatment may either induce the 

selective extraction of specific compounds or cause their degradation. Luengo et al. (2013) 

reported that the extraction yield of naringin and hesperidin from orange peel increased with 
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higher PEF treatment intensity. The same authors also found that PEF treatments had a slight 

effect on the proportion of naringin/hespiridin in the extracts. Additionally, the study on the 

extraction of individual anthocyanins from grape by-products found that PEF remarkably 

enhanced the extraction of anthocyanin monoglucosides in comparison to the acylated glucosides 

(Corrales et al. 2008). Similar results were observed by Gachovska et al. (2010), who reported 

that the PEF treatment of red cabbage mash enhanced total anthocyanin extraction in water by 

2.15-fold in comparison with the untreated sample, and the PEF treated samples had a higher 

proportion of non-acylated forms than the control. In some cases, it has been also observed that 

high amounts of electric energy delivered during electroporation may cause deterioration and 

degradation of valuable compounds (Kahmič-Kalamiza et al., 2014). Zhang et al., (2008) have 

reported that the degradation rate constant of cyanidin-3-glucoside in an aqueous-methanol 

solution when exposed to PEF treatment was 104 times higher than after the thermal treatment. 

Furthermore, authors reported that degradation of cyanidin-3-glucoside increased with higher 

electric field and treatment time (Zhang et al., 2007). However, the HPLC results of this study 

indicated that PEF pre-treatment kept the original HPLC profile of anthocyanins in control 

blueberry juice and control press cake extract, which demonstrated that PEF pre-treatment did 

not lead to any degradation/modification of individual anthocyanins detected in the samples 

(Figs. 1 and 2). It is in agreement with previously reported findings of Luengo et al., (2013), 

where no evidence of flavonoid degradation due to PEF treatment (1–7 kV cm-1) of orange peels 

was detected.  
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Effects of PEF pre-treatment on the antioxidant activity of blueberry juice and  

press cake extracts 

Compared to the juice obtained from the untreated berries, PEF pre-treatments significantly 

increased the antioxidant activity of the juices. The DPPH increased by 17.2–40.5% and FRAP 

increased by 15.2–36.1% in the PEF pre-treated samples in comparison to the control). 

Furthermore, the extracts obtained from press cakes of PEF pre-treated blueberries possessed a 

significantly higher antioxidant activity than the control extracts (by 76.3–108.6% and 40.4–

70.7% for DPPH and FRAP, respectively) (Table 1). Significant differences were detected 

between the DPPH of the juices of the PEF pre-treated samples at 1 and 10 kJ kg-1, whereas no 

significant difference was observed in FRAP of the juice when the energy input was increased 

from 5 to 10 kJ kg-1. The DPPH values of the press cake extracts followed similar trend as the 

ones observed in the juice. However, unlike the FRAP in the juice, significant differences in FRAP 

were observed between each of the extracts obtained from the press cakes of blueberries treated 

at varying total specific energy inputs. 

It is important to note that the DPPH and FRAP assays measure and integrate (total) 

antioxidant power of the sample. Therefore, the antioxidant properties of the blueberry juice and 

extracts will be determined by the antioxidant properties of the anthocyanins, the other phenolic 

compounds as well as non-phenolic substances (e. g., vitamin C). Previous study has reported a 

total of 22 flavonol glycosides and 5 flavonl aglycons in addition to the 15 different anthocyanins 

in V. myrtillus fruits (Laaksonen et al., 2010).  

The capability of PEF pre-treatment to enhance the antioxidant activity of juices expressed 

from plant-based materials was also reported by other scientists (Donsi et al., 2010; Grimi et al., 

2011). PEF assisted extraction of grape by-products significantly increased the antioxidant 

activity of the extract (Corrales et al., 2008). Similarly, Luengo et al. (2013) reported that PEF 

treatments of orange peels improved the antioxidant activity of the extracts obtained by 51–192% 

in comparison to the untreated samples.  

 

Quantification of the capsaicinoids after different PEF treatments 

In order to investigate the extraction of capsaicinoids from the fresh pepper placenta, several 

experiments were done to find out the optimal PEF treatment time. This allowed the reduction of 

PEF parameter dispersion. The results showed that treating the fresh pepper placenta with 100 

PEF pulses had the highest impact on the capsaicin and dihidrocapsaicin extraction yield in 

ethanol (96%, v/v). Taking these results into consideration, the subsequent experiments of 

capsaicinoid extraction from the pepper placenta were performed by using 100 PEF pulses at 
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different electric field strengths (1–3 kV cm-1). The results from these experiment are depicted in 

Fig. 3.  

 

Fig. 3. The yield of capsaicin and dihidrocapsaicin extraction in ethanol (96%) from placenta of 

'Habanero' pepper after different PEF treatments. “Untreated” column shows capsaicinoid extraction 

yield from control samples (not treated with PEF). YCAP – yields of capsaicin and dihidrocapsaicin in 

mg/g fresh 'Habanero' pepper. The lowercase indices signify the statistical significance groups (p<0.05 

between bars with different indices, no significance between bars with the same index) 

 

The results obtained in this study show that the PEF application at 3 kV cm-1 field strength 

results in significantly (p<0.05) higher yield of capsaicin and dihidrocapsaicin extraction in 

comparison to the untreated control. However, no statistically significant differences are seen 

between the untreated control and the samples treated with 1 or 2 kV cm-1 PEF pulses. 

The next experiments were done to optimize the PEF-assisted extraction of capsaicinoids by 

applying PEF treatments with 2.5 and 3 kV cm-1 field strength and different number of applied 

pulses. However, the results from these experiments showed that ethanol solution had a higher 

influence on the capsaicin and dihydrocapsaicin extraction yield than the PEF treatment. On the 

other hand, PEF pulses had some effect on the extraction yield as the capsaicinoid yield was higher 

after 100 PEF pulses in comparison to the treatments of 1 and 10 pulses. 

After the initial optimization has showed that capsaicin and dihydrocapsaicin extraction yield 

was increased with the higher pulse number and the higher specific energy delivered, it was 

decided to repeat the same experiments using distilled water (pH 5.8) as a solvent. 1–100 PEF 
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pulses, delivering total specific energy of 0.01–12.8 kJ kg-1 were used for this study. The results 

are shown in Fig. 4. 

 

Fig. 4. The yield of capsaicin and dihidrocapsaicin extraction (in distilled water) from placenta of 

'Habanero' pepper after different PEF treatments. “Untreated” column shows capsaicinoid extraction 

yield from control samples (not treated with PEF). YCAP – yields of capsaicin and dihidrocapsaicin in 

mg/g fresh 'Habanero' pepper. The lowercase indices signify the statistical significance groups (p<0.05 

between bars with different indices, no significance between bars with the same index) 

 

The results show the highest aqueous extraction yields of capsaicin and dihydrocapsaicin 

(200 and 211% of the one observed in the PEF-untreated control, respectively) after 10 PEF pulses 

with 3 kV cm-1 field strength and 100 μs duration of each pulse. This yield was statistically 

significant higher (p<0.05) than the other samples. However, the effect of PEF strength on 

capsaicinoid extraction could not be determined from these results. In order to assess this, another 

study, in which the samples were exposed to 100 pulses of varying intensity, was conducted (see 

Fig. 5).  
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Fig. 5. Yields of capsaicin and dihidrocapsaicin extraction (in distilled water) from placenta of 

'Habanero' pepper after different PEF treatments. “Untreated” column shows capsaicinoid extraction 

yield from control samples (not treated with PEF). YCAP – yields of capsaicin and dihidrocapsaicin in 

mg/g fresh 'Habanero' pepper. The lowercase indices signify the statistical significance groups (p<0.05 

between bars with different indices, no significance between bars with the same index) 

 

The HPLC results show that the highest capsaicinoid extraction yield after treatment with 100 

PEF pulses (pulse duration for each pulse 100 μs) was obtained at pulse strength of 1 kV cm-1, and 

the lowest capsaicinoid extraction yield was obtained at pulse strength of 3 kV cm-1 (Fig. 5). As 

the highest capsaicinoid extraction yields in different sets of experiments were obtained after 10 

pulses at 3 kV cm-1 PEF pulse strength and after 100 pulses at 1 kV cm-1 PEF pulse strength, it 

can be concluded that the extraction efficiency of these compounds mainly depends on the specific 

energy delivered.  
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The influence of PEF pulse strength and the specific energy input on the yield of betalains  

 

  

Fig. 6. The dependence of betalain extraction yield after the PEF treatment of 1 pulse (a), 10 pulses (b) 

and 100 pulses (c) on the electric field strength and total specific energy input. The lowercase indices 

signify the statistical significance groups (p < 0.05 between bars with different indices, no significance 

between bars with the same index) 

Fig. 6 shows the impact of PEF treatment with 1 (Fig.6a), 10 (Fig.6b) and 100 (Fig. 6c) electric 

pulses at 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 kV cm-1 pulse strength on betalain extraction. After the application of 

a single electric pulse (Fig.6a), the lowest betalain yield was obtained at 0.5 kV cm-1 (0.04 kJ kg-1) 

and showed a significant increase with the increasing total specific energy input, up to the highest 

betalain yield after single 2.0 kV cm-1 (0.76 kJ kg-1) pulse. The same trend – the efficiency of 

colorant release increasing with higher total specific energy input – is observed after the treatment 

with 10 pulses (Fig.6b). However, in the results depicted in Fig.4c show a plateau in betalain 

extraction yield as no significant differences are observed for betaxanthin and betacyanin yields 

after PEF treatments when the total specific energy input exceeds 24.05 kJ kg-1.  
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To sum up, the results of this study showed that the extraction yields of betaxanthins (77%) 

and betacyanins (72%) after the PEF treatment with total specific energy input of 7.86 kJ kg-1   

(10 pulses at 2.0 kV cm-1 pulse strength) were very similar to those obtained after PEF using total 

specific energy input at 24.05, 54.25 and 97.86 kJ kg-1 (see Fig. 6b). This is in agreement with 

Fincan et al., (2004), where the authors demonstrated that thin (~1 mm) disks of the fresh red 

beetroot tissue could release of about 90% of total betalain content after the application of PEF 

(1.0 kV cm-1 pulse strength, 7 kJ kg-1 total specific energy input) and 1 h of aqueous (5 μS/cm) 

extraction. Similar results were reported by Loginova et al. (2010) when the specific PEF energy 

input over 7 kJ kg-1 did not improve the soluble solid extraction from chicory tissues. The results 

obtained in this study confirm that the specific energy input of about 7 kJ kg-1 is sufficient to 

achieve the optimal aqueous betalain extraction yield from shredded fresh beetroot.     

 

The influence of PEF strength and the number of applied pulses on betalain yield 

The results of previous studies on PEF-assisted extraction of betalains (Chalermchat et al., 

2004; Fincan et al., 2004; López et al., 2009; Loginova et al., 2011; Luengo et al., 2016) are 

difficult to evaluate, because it is not clear if the specific energy input or the number of applied 

pulses had higher influence on the extraction efficiency. Therefore, in order to elucidate the 

influence of the number of applied pulses on the betalain extraction yield from the fresh beetroot, 

we conducted experiments in which different combinations of varying the pulse strength and the 

number of pulses were delivered to the samples while retaining fixed specific energy inputs of 

about 0.8, 2.0 and 4.0 kJ kg-1. 

The results obtained after the application of 0.8 kJ kg-1 total specific energy (Fig 7a) showed 

that the PEF pulse strengths of 2.0 kV cm-1 (1 pulse) resulted in the highest yield of betaxanthins 

(60%) and betacyanins (54%).  However, the significant (p < 0.05) differences in the betacyanin 

extraction yields were only observed among PEF treatment protocols of 0.5 kV cm-1 (26 pulses), 

which yielded 54% of the betacyanin extraction, and 2.0 kV cm-1 (1 pulse), which yielded 46% 

betacyanin extraction. When the treatments of the specific energy input of 2 kJ kg-1 were applied, 

no significant (p < 0.05) differences observed in betaxanthin yield between the treatment groups 

of 0.5–1.0 kV cm-1, 1.0–1.5 kV cm-1 and 1.5–2.0 kV cm-1, (Fig. 7b).  However, the betaxanthin 

and betacyanin yield after the treatment 3 pulses at 2 kV cm-1 pulse strength was significantly 

higher than the yields obtained after 50 pulses at 0.5 kV cm-1 and 10 pulses at 1 kV cm-1. On the 

other hand, the total specific energy input of PEF treatment at 2 kV cm-1 was 2.53 kJ kg-1 and 

2.01–2.04 for the other groups. Therefore, the 0.50 kJ kg-1 difference in the total specific energy 

input may have resulted in higher extraction. At ~4.0 kJ kg-1 group, no significant (p<0.05) 
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differences in betacyanin yield were detected after the applications of 25 pulses at 1.0 kV cm-1, 

10 pulses at 1.5 kV cm-1 and 5 pulses at 2.0 kV cm-1 (Fig. 7c).  
 

 

Fig. 7. Betalain extraction yield after the PEF treatment of ~ 0.8 kJ kg-1 (a), ~ 2.0 kJ kg-1 (b) and  

~ 4.0 kJ kg-1 c). The lowercase indices signify the statistical significance groups (p < 0.05 between  

bars with different indices, no significance between bars with the same index) 

The findings of this study partially agree with the conclusion made by López et al. (2009). 

The authors stated that the number of pulses applied at lower PEF strengths (1.0 kV cm-1) does 

not have any significant effects on the extraction yield of the betaine from the fresh beetroot. This 

was also observed in our study when shorter durations of PEF treatments were applied (Fig. 6a 

and 7a). However, we found that at low PEF pulse strengths, a substantial increase in the number 

of pulses (and, subsequently, the duration of the treatment) has some influence on the betalain 

extraction efficiency (Fig. 8).     
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Fig. 8. The relationship between betacyanin extraction yield, cell disintegration index (a) and the 

conductivity of supernatant (b) in different PEF conditions with constant number of pulses delivered.  

■ signifies 1, □ signifies 10 and ● signifies 100 pulses applied. The letter A represents electric field 

strength of 0.5 kV cm-1, B – 1.0 kV cm-1, C – 1.5 kV cm-1and D – 2.0 kV cm-1. The numbers next to the 

letters represent the total specific energy input in kJ kg-1 

Results shown in Fig. 8 revealed a clear relationship between betacyanin extraction yield and 

cell disintegration index as well as a relationship between betacyanin extraction yield and 

supernatant conductivity at the pulse parameters used. The influence of the PEF strength to the 

extraction yield of betacyanins becomes lower when the number of applied pulses is increased 

(Fig. 8).   

According to Lebovka et al. (2002), to reach the desirable effect of electroporation at lower 

PEF strengths, more pulses have to be applied. The same can be seen in our results, for example, 

Fig. 8, A0.40 (10 pulses 0.5 kV cm-1) and C0.43 (1 pulse at 1.5 kV cm-1) yield similar results. 

Nevertheless, it was still difficult to describe the relationship between the number of pulses and 

the total specific energy input. However, our findings demonstrate that the energy consumption 

of the PEF-assisted betalain extraction from the fresh beetroot could be reduced by optimizing the 

number and strength of applied pulses – for example, in Fig. 8, it is clear that A4.37 (100 pulses 

at 0.5 kV cm-1) and B2.19 (10 pulses at 1.0 kV cm-1) yield very similar results although the total 

specific energy input is different by ~2 kJ kg-1.   

Previous studies also suggested that the PEF utilizing higher strength pulses is more energy 

efficient to reach the complete disintegration of plant tissue (Töpfl, 2006; Jäger, 2013). However, 

our results show that PEF applications with lower electric pulse strengths (< 1.0 kV cm-1) can be 

equally effective for the betalain extraction to the PEF applications with higher electric pulse 

strengths as long as the threshold for total specific energy input is reached. For example, in Fig. 8b, 

the B24.05 point (100 pulses at 1.0 kV cm-1) show almost the same betalain extraction yield, cell 
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disintegration index and supernatant conductivity in comparision to D7.86 (10 pulses at 2.0 kV 

cm-1), C54.25 (100 pulses at 1.5 kV cm-1) and D97.86 (100 pulses at 2.0 kV cm-1). This could be 

explained by the hypothesis that the extent of cell membrane electroporation above the critical 

electric field strength mostly depends on the specific energy input (Zimmermann et al., 1996).  

We have also found that the main factor in determining the Zp of the PEF-treated beetroot 

cells is the number of applied pulses, and not the electric field strength or even specific energy 

input, at least below the plateau levels (Fig. 9a).  

 

Fig. 9. The relationship between betacyanin extraction yield, cell disintegration index (a) and the 

conductivity of supernatant (b)at different PEF parameters preserving constant total specific energy of 

the pulses. ■ signifies specific energy input of 0.8 kJ kg-1, □ –2.0 kJ kg-1, ● – 4.0 kJ kg-1, the letter A 

represents pulses of 0.5 kV cm-1, B - of 1.0 kV cm-1, C – of 1.5 kV cm-1, and D – of 2.0 kV cm-1. The 

numbers next to the letters represent the number of applied pulses 

 

These results somehow contradict the results obtained by Luengo et al., (2016) where the 

authors stated that the Zp mainly depends on the applied energy rather than the strength and 

number of PEF pulses. We consider that this statement holds true only after the application of the 

electric field strengths higher than 1.5 kV cm-1 and treatments using more than 10 pulses at the 

pulse duration of 100 μs. It is noteworthy that in our experiments where pulse combinations that 

result in the same total specific energy were delivered, the cell disintegration index was a 

misleading parameter for the estimation of betalain extraction yield (Fig. 9a). The disintegration 

indices did not correlate with the extraction yield of betalains at PEF treatments delivering 0.8, 

2.0 and 4.0 kJ kg-1 total specific energy (Fig. 9a). Meanwhile, there was a direct relationship 

between the supernatant conductivities and the betalain extraction efficiency (Fig. 8b and Fig. 9b). 

There are a few reasons why the disintegration indices and the betalain extraction results 

mismatch. The most likely of them is the possible overestimation of impedance results, measured 

5 s after the PEF treatment due to the PEF-induced osmotic imbalance, leading to cell swelling 
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and the reduced extracellular spaces (Abidor et al., 1994). Such effects are likely to influence the 

disintegration indices as the measurements of Ztr (Donsì et al., 2010b) are usually carried out later 

than 50 ms after the treatment (Castellvi et al., 2016). On the other hand, at the fixed number of 

pulses, there was a direct relationship between Zp and the betalain extraction yield (Fig. 8a), that 

mirrored the relationship between the conductivity of supernatants and the betalain extraction 

yield (Fig. 8b). This relationship can be explained assuming that higher permeabilization levels 

are achieved by applying higher PEF strengths (Teissie, 2017).      

In summary, the results obtained in this study show that the betaxanthin and betacyanin 

extraction yield from fresh beetroot mostly depend on the electric field strength and the specific 

energy input. However, at lower (≤ 1.0 kV cm-1) PEF pulse strengths, the number of applied 

pulses also plays a significant role. Additionally, we show that supernatant conductivity 

measurements should be used instead of or together with the cell disintegration index (Zp) as a 

way to evaluate the efficiency of PEF treatment with varying PEF parameters as the use of Zp 

alone could lead to misleading interpretations of PEF treatment efficiency. The optimization of 

the PEF treatment showed that the application of 3 pulses with 100 µs duration and 2.0 kV cm-1 

pulse strength (delivering total specific energy of 2.53 kJ kg-1) managed to extract ~70 % of both 

betaxanthins and betacyanins when compared to complete extraction while retaining the highest 

energy efficiency.  

 

The development of the electroporated cell model 

The mathematical finite element model was composed of 39 2D geometric structures  

(Fig. 8). Firstly, treatment chamber, composed of 2 parallel electrodes separated by external 

medium geometries was designed. 4 oval (ellipse) shapes were drawn in the centre of the chamber 

(x=0; y=0); those represented the two layers of cell membrane and two layers of vacuole tonoplast 

membrane. Together, these defined the width of the structure. Subsequently, 16 rectangular 

channels, representing the permeable pores forming after electroporation in the simplified manner, 

were inserted in the structure representing the cell membrane and spaced out evenly. The channel 

width was chosen to be 15 nm. This decision was based on kinetics studies which show that 

phospholipid pore size can reach 10 nm and more immediately after PEF treatment (Sowers et al., 

1986).  Similar changes have been made in the geometric structure of the vacuole tonoplast.  
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Fig. 10.  Graphical view of the electroporated cell geometry in “Comsol Multiphysics” 

 

Since a clear answer about how cell walls affect the transmembrane potential formation 

during the electroporation was not found in the literature, the plant cell wall was omitted from this 

model. In order to optimize the numerical calculations during the modelling of different electric 

conductivity conditions (see Tables 4–6), the cell dimensions were kept constant in all of the 

different modelling experiments. The values for these are presented in Table 2. 

 

Table 2. Geometric parameters of the electroporated cell model 

Name of geometric structure Dimensions, μm 

Vacuole 60 x 90 

Cell 70 x 100 

External medium 10000 x 200 

Positive electrode 500 x 200 

Negative electrode 500 x 200 

Cell membrane thickness 0.015 

Tonoplast thickness 0.015 

Pore size 2 x 0.015 
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In order for the modelling data to fit in more closely with the experiments, the dimensions of 

the cell were selected based on the size of the plant cells as measured experimentally (Kondorosi 

et al., 2000). Although the plant cells are usually characterized by irregular‚ angular shapes, oval 

cell shape was chosen for the modelling. This was done because the higher steep number of the 

edges end up inaccurately forming the finite element mesh, leading to the software errors during 

the integration of Laplace equations (Teissie, 2017). However, previous studies have shown that 

solution of Laplace equations using, “Comsol Multiphysics” software allow the numerical 

calculation of TMP induced on the membrane of a spheroidal cell (Kotnik at al., 2009; Pucihar et 

al., 2009a). 

Due to the restrictions of finite element mesh listed above, the thickness of cell tonoplast 

membranes in the model were set to 15 nm. This value is three times larger than 3–5 nm membrane 

thickness observed experimentally and used in standard numerical models of TMP models, (Pauly 

and Schwan 1959).   

The results from previous studies show that magnitude of TMP induced on the cell membrane 

directly depends on the electric conductivity of the external medium (Pucihar et al., 2001; Pavlin 

and Miklavčič, 2003; Schmeer et al, 2004; Pavlin et al., 2005). However, the studies which define 

the relationship between the conductivity of the external medium and the magnitude of the TMP 

induced on vacuole tonoplast have not been carried out so far. However, it is known that the 

diffusive exchange of ions and molecules (both small and large) happens through electric field 

induced conductive pores happens immediately PEF treatment (Puc et al., 2003; Pucihar et al., 

2008;). Therefore, it is feasible that the conductivity of the external medium would have a direct 

influence on the electric conductivity of the cytosol, which in turn would affect the magnitude of 

electric field induced TMP the vacuole tonoplast. Therefore, multiple simulation conditions 

mimicking the expected electric conductivity status during the electroporation were described (see 

Tables 4–6): 

G. 𝜎𝑡1 =  𝜎𝑐1 =  𝜎𝑣1, (Tables 4–6, conditions 1, 7, 13) 

H. 𝜎𝑡2 = 𝜎𝑡1 =  𝜎𝑐2 = 𝜎𝑐1 ;  𝜎𝑣2 = 𝜎𝑣1/3, (Tables 4–6, conditions 2, 8, 14) 

I. 𝜎𝑡3 = 𝜎𝑡1 =  𝜎𝑣3 = 𝜎𝑣1;  𝜎𝑐3 = 𝜎𝑐1/3, (Tables 4–6, conditions 3, 9, 15) 

J. 𝜎𝑡4 = 𝜎𝑡1/3; 𝜎𝑐4 = 𝜎𝑐1 =  𝜎𝑣4 = 𝜎𝑣1, (Tables 4–6, conditions 4, 10, 16) 

K. 𝜎𝑡5 = 𝜎𝑡1/3; 𝜎𝑐5 = 𝜎𝑐1/3; 𝜎𝑣5 = 𝜎𝑣1, (Tables 4–6, conditions 5, 11, 17) 

L. 𝜎𝑡6 = 𝜎𝑡1/3; 𝜎𝑐6 = 𝜎𝑐1/3; 𝜎𝑣6 = 𝜎𝑣1/3, (Tables 4–6, conditions 6, 12, 18) 
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The electric parameters of elelctroporated cell model are shown in Table 3.  

 

Table 3. Electric parameters of the electroporated cell model 

Electric parameter Values 

Vacuole conductivity (𝜎𝑣) See Tables 4–6  

Tonoplast conductivity  1 ∙ 10−8 S m−1 

Cytosol conductivity (𝜎𝑐) See Tables –4–6 

Conductivity of cell membrane  1 ∙ 10−8 S m−1 

Conductivity of external medium (𝜎𝑡) See Tables 4–6 

Conductivity of electrodes  1.74 ∙ 106 S m−1 

Dielectric constant of vacuole (𝜀𝑟) 80 

Dielectric constant of tonoplast (𝜀𝑟) 3.2 

Dielectric constant of cytosol (𝜀𝑟) 80 

Dielectric constant of cell membrane (𝜀𝑟) 3.2 

Dielectric constant of cell medium (𝜀𝑟) 80 

Dielectric constant of electrodes (𝜀𝑟) 1 

Pulse voltage  1000 V 

Note. During all simulations, the electric parameters of the pores on the cell 

membrane are the same as the electric parameters of the external medium, and 

the electric parameters of the pores on tonoplast membrane pores are the same 

as the parameters of cell cytosol  

 

Results from the previous studies have shown that the largest cell membrane surface is 

electroporated after the first pulse, pulse train or sequence (Son et al., 2016).  Therefore, 1 pulse 

with 100 µs duration was chosen for this modelling.  

In the further development of the model, separate geometric areas were defined as substances. 

The biophysical characteristics of external medium, cytosol and vacuole were described to be 

equivalent to those of water, and those of the membranes (cell membrane and vacuole tonoplast) 

were described to be equivalent to those of the olive oil. After this, the finite element mesh was 

calibrated to solve fluid dynamics tasks. 

The finite element mesh was composed of 1 680 476 surface elements – free triangles. The 

minimum size of an element was 222 mm, and the maximum size of an element was 7.79 mm. 

The mesh has been pre-defined in the fine elements regime (Fig. 11).  
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Fig. 11. The finite element mesh of cell A), cell membrane B) and the conductive pore C) 
 

In order to increase the reliability of the results of the calculations, the conductivities were 

selected based on the experimentally measured electric conductivity of red beetroot, blueberry 

and chilli pepper juice. According to these measurements, the electric conductivity of the red beet 

(cv. 'Kestrel H '), blueberries (Vaccinium myrtillus L.) and chilli peppers (cv. 'Habanero') was 

1.46, 0.29 and 0.76 S m-1, respectively. Six simulation conditions per cell type were described. 

Each of those had a different electric conductivity regime. The parameters used for each 

simulation are described in Tables 4–6. The same numbers of modelling conditions will be used 

in the TMP graphs shown below (Fig. 12–14). 
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Table 4. The electrical conductivities of beetroot cell compartments 

Number of modelling 

condition 
𝜎𝑡, S m-1 𝜎𝑐, S m-1 𝜎𝑣, S m-1 

1 1.46 1.46 1.46 

2 1.46 1.46 0.48 

3 1.46 0.48 1.46 

4 0.48 1.46 1.46 

5 0.48 0.48 1.46 

6 0.48 0.48 0.48  
 

Table 5.  The electrical conductivities of blueberry cell compartments 

Number of modelling 

condition 
𝜎𝑡, S m-1 𝜎𝑐, S m-1 𝜎𝑣, S m-1 

7 0.28 0.28 0.28 

8 0.28 0.28 0.09 

9 0.28 0.09 0.28 

10 0.09 0.28 0.28 

11 0.09 0.09 0.28 

12 0.09 0.09 0.09 
 

Table 6. The electrical conductivities of the chili pepper cell compartments 

Number of modelling 

condition 
𝜎𝑡, S m-1 𝜎𝑐, S m-1 𝜎𝑣, S m-1 

13 0.76 0.76 0.76 

14 0.76 0.76 0.25 

15 0.76 0.25 0.76 

16 0.25 0.76 0.76 

17 0.25 0.25 0.76 

18 0.25 0.25 0.25 

 

According to Schwan equation (Schwan, 1957), the magnitude of the transmembrane 

potential induced on a spherical cell membrane is linearly dependent on the cell shape (f), electric 

field strength (E, V/m), cell radius (r, μm) as well as on the angle between the cell normal and the 

electric field lines (θ).  
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However, the linear Schwan equation is no longer valid when the cell shape is irregular or 

when the high voltage pulse duration is in the order of nanoseconds (Gimsa and Wachner, 2001; 

Valič et al., 2003). In this case, the magnitude of the TMP is calculated using Laplace equations 

(Valič et al., 2003). Dependently on the direction of the electric field lines the position of the cell 

relative to these lines, the TMP may be several times larger than the one calculated by Schwan 

equation for a spherical cell (Kotnik, 2016). 

It is experimentally known that the threshold of transmembrane potential on biological cells 

at which the electroporation process happens can range from 0.2 to 1 V (Teissié and Rols, 1993; 

Weaver, 2003). However, given that the thickness of the phospholipid membrane may vary 

depending on the type of lipids and the influence of abiotic stressors (Karp and Marshall, 2013), 

it can be assumed that the TMP measured at a given point in the membrane may be greater than 

in the conductive pore area. Therefore, the TMP of the cell membrane and vacuole tonoplast 

obtained in this study are calculated at equal distances from the permeable pores at the evaluation 

points (yellow) (Fig. 10). The results of the TMP analysis are shown in Fig. 12–14.  

 Simulation results for the electroporated red beetroot cell: 

 

Fig. 12. The simulated transmembrane potential (TP) on beetroot cell membrane (red line) and tonoplast 

(blue line). The 1000 V voltage and 100 μs duration pulse is depicted as green line 
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 Simulation results for the electroporated blueberry fruit cell:  

 

Fig. 13. The simulated transmembrane potential (TP) on the blueberry cell membrane (red line) and 

tonoplast (blue line). The 1000 V voltage and 100 μs duration pulse is depicted as green line 
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 Simulation results for the electroporated chili pepper cell:  

 

Fig. 14.  The simulated transmembrane potential (TP) on chili pepper cell membrane (red line) and 

tonoplast (blue line). The 1000 V voltage and 100 μs duration pulse is depicted as green line 

Summarizing the results of the TMP analysis of beetroot, blueberry and chili pepper cells, it 

can be observed that, when the cell conductivity of the outer medium, cytosol and vacuole is the 

same (𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 =  𝜎𝑣, ), the TMP induced on the cell membrane increases linearly with the 

electrical conductivity of the external medium. However, in these conditions the TMP induced on 

the tonoplast increases when the conductivity of external medium, cytosol and the vacuole 

decreases. Given that the number of conductive pores in this electroporated cell model is finite, 

which is limiting transmembrane current, it can be assumed that the increase in the induced TMP 

indicates a potentially greater efficiency of membrane electroporation. Therefore, the efficiency 

of tonoplast electroporation increases with decreasing electric conductivity on both sides of the 

cell membrane and vacuolar tonoplast. However, TMP induced on the tonoplast also changed 

with the change in the electric conductivity ratio. 
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Given that cells in a vacuole have a higher concentration of ions and charged molecules, it 

can be assumed that the electric conductivity inside the vacuole will be higher than that in the 

cytosol. This means that the results of analyses No. 4 (beetroot, Fig. 12), No. 10 (blueberry, 

Fig. 13) and No. 16 (chilli pepper, Fig. 14) are most likely to be reflective of the experimental 

situation. It is interesting to note that in specific conditions (No. 8,  𝜎𝑡 =  𝜎𝑐 = 0,28 ;  𝜎𝑣 = 0,09, 

see Fig. 12), the transmembrane potential, and, correspondingly, electroporation efficiency of the 

tonoplast membrane can become higher than that of the cell membrane. However, similar 

modelling conditions for the different plants (No. 2 and No. 14), where the electric conductivities 

were higher across the board, lead to lower transmembrane potential, and, presumably, lower 

electroporation efficiency of the tonoplast. This allows the conclusion that the electroporation of 

each plant tissue is different, and optimizations for that specific tissue have to be performed in 

order to achieve efficient electroporation and extraction of the intracellular compounds. 

 

CONCLUSIONS 

1. Treatment of blueberry berries (Vaccinium myrtillus L.) with different PEFs at the given 

specific energy levels showed that exposure to 1 kJ kg-1 PEF increased the yield of blueberry juice 

by 32%, total anthocyanin content in juice by 55 %, and total anthocyanin content in press cake 

extract by 75 %. 

2. Treatment of blueberry berries (Vaccinium myrtillus L.) with different PEFs at the given 

specific energy levels showed that exposure to 10 kJ kg-1 PEF increased the antioxidant activity 

of the juice and press cake extract by 40.5% and 108.6%, respectively.  

3. The PEF effect on the efficiency of capsaicin and dihydrocapsaicin extraction from the placenta 

of Capsicum annum L. was found to be higher in distilled water (pH 5.8) and lower in ethanol 

(96%, v/v). After PEF pulses with 1.1 kJ kg-1 specific energy and 3 kV cm-1 strength and aqueous 

extraction, the capsaicin and dihydrocapsaicin yield increased by 200 and 211%, respectively, in 

comparison to PEF untreated control. However, after the PEF pulses with 12.8 kJ kg-1 specific 

energy and 3 kV cm-1 strength and ethanol extraction, the yield of capsaicin and dihydrocapsaicin 

increased only by 29 and 21 %, respectively.  

4. The treatment of red beet (Beta vulgaris L.) with PEF showed that the extraction efficiency of 

betaxanthin and betacyanin mainly depends on the PEF strength and the specific amount of energy 

provided, whereas the positive effect of the electrical pulse number the extraction yield of these 

biologically active compounds is only significant when the PEF strength is less than 1 kV cm-1.  

5. After treatment of red beet (Beta vulgaris L.) with different PEF conditions, the condition with 

specific energy content of 2.53 kJ kg-1 and PEF strength of 2 kV cm-1 was found to be optimal in 
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terms of betaxanthin and betacyanin extraction efficiency and energy consumption of. There was 

a direct relationship between the electric conductivity of the extract and the yield of betalaines, 

but an inverse relationship between the yield of these compounds (obtained after exposure to the 

same specific amount of energy and different PEF strength) and the cell disintegration index. 

6. The results obtained by mathematical modelling showed that the magnitude of transmembrane 

potential induced on a vacuole tonoplast depends on the electrical conductivity of the cell external 

medium.  
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