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IVADAS

Temos aktualumas. Pastaraisiais metais Europos ir pasaulio mastu siekiama
spresti aplinkos uzterStumo, efektyvaus istekliy naudojimo, ekologijos ir tvarios
gamybos plétros problemas. Vykdant agroinovacijas ir tobulinant maisto
biotechnologijas, siekiama ne tik pagerinti maisto produkty kokybe, bet ir sumazinti
pramonés atlieky kiek]j, pasitelkus biorafinavimo koncepcija — perdirbti zemés tkio ir
maisto pramongje susidarancius Salutinius produktus ir juos panaudoti, suteikiant
pridéting verte. Agrozaliavy ir maisto pramonés Salutiniy produkty perdirbimo j
vertingus komponentus technologijy plétra, jvertinant jy galima panaudojima maisto
produktams gaminti, yra vienas i§ aktualiy ES politikos tiksly.

Dél Sios priezasties mokslo pasaulyje vis daugiau démesio skiriama jvairiy
grudy, vaisiy/uogy ir darzoviy perditbimo metu susidariusiems Salutiniams
produktams, kuriy dideli kiekiai licka nepanaudoti arba panaudojami neracionaliai.
Iki $iol gamybos atliekos keldavo tik ekonomines ir tarSos problemas, pastaruoju
metu jos sulaukia démesio kaip potencialus vertingy maisto ingredienty Saltinis.
Vertingos griidiniy atlieky maisto medziagos (baltymai, skaidulos) ir vaisiy/uogy
iSspaudy  bioaktyvieji  junginiai, pasizymintys antioksidaciniu  aktyvumu,
priesnavikiniu, antivirusiniu, antibakteriniu ir antimutageniniu poveikiu, galéty
papildyti maisto komponentus, taip ne tik apsaugant maista nuo mikrobiologinio
gedimo, bet ir prisidedant prie jvairiy susirgimy rizikos mazinimo (1, 2).

Ryziy sélenos (RP) yra vienas pagrindiniy ryziy malimo Salutiniy produkty,
kuriy kiekis pasaulio mastu sudaro 76 mln. tony per metus (3); todél sulaukia vis
didesnio démesio i§ mokslo visuomenés ne tik dél to, kad yra placiai prieinamos ir
pigios, bet ir dél vertingyjy komponenty, tokiy kaip baltymai, maistinés skaidulos,
atsparus virskinimui krakmolas (AVK), vitaminai, mineralai ir fitocheminés
medziagos (4).

Pastaruoju metu AVK charakterizuojamas kaip funkcinis biopolimeras, kurio
fiziologinis poveikis panaSus ] maistiniy skaiduly (5). Ryziy perdirbimo Salutiniai
produktai gali biiti naudojami kaip AVK $altinis, taciau nattralus jo kiekis priklauso
nuo ryziy veislés ir gali buti palyginti mazas (6). Be to, didesné tradiciniy maisto
gamybos procesy dalis sumazina nevirskinama krakmolo dalj maiste (7). AVK kiekis
gali buti padidintas technologiniy procesy metu (8, 9), taip pat taikant fizinius ar
hidroterminés modifikacijos metodus (10, 11). Pastaraisiais metais didelj
susidoméjimg kelia inovatyvios maisto perdirbimo technologijos, efektyviai
keiCianCios maisto komponenty fizikines bei chemines savybes ir technologines
charakteristikas (12, 13). Alternatyviis metodai, taikomi augalinés kilmés iSspaudoms
ir/ar grudy Salutiniams produktams modifikuoti, pagerina jy funkcines bei
technologines savybes, o Dbiotechnologiniai metodai, taikomi vertingiesiems
komponentams iSgauti, gali s¢kmingai gyvuoti ir pramonéje.

Ultragarsiné kavitacija yra vienas i$ inovatyviy biidy, taikomy jvairios augalinés
kilmés biomasei stabilizuoti, modifikuoti, mikroorganizmy fermentinéms sistemoms
aktyvinti ir vertingiesiems ingredientams efektyviau iSgauti (14). Didzioji dalis
moksliniy tyrimy AVK kiekio padidinimo srityje iki $iol buvo sutelkti tik i gryno
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krakmolo modifikavimg (15, 16), todél aktualu istirti krakmolo modifikavimo
ultragarsu galimybes visoje ryziy malimo Salutiniy produkty matricoje.

Pusiau kietafaz¢ fermentacija (PKF) antimikrobinémis pieno riigSties
bakterijomis (PRB) yra veiksmingas biotechnologinis procesas, pagerinantis produkto
juslines savybes bei maisting verte ir uZztikrinantis produkty sauga (17). PRB
gebéjimas augti griidy perdirbimo Salutiniy produkty substratuose be priedy ir
gyvybingumas laikymo metu yra svarbiis kriterijai, iSsaugant maisto produkty
technologines ir fiziologines savybes. Remiantis literatiira, griidai, tokie kaip ryziai,
mieziai, kvie€iai ir pseudogriidai, yra potencialiis substratai mikroorganizmams
kultivuoti (18); tokiu budu jie gali buti sékmingai perdirbti i didesnés pridétinés
vertés produktus, taikant fermentacijos technologija. Be to, PRB fermentacija yra
svarbus bioprocesas, kuris placiai taikomas antimitybiniams faktoriams, tokiems kaip
tripsino inhibitoriai, fitatai ir taninai, sumazinti grudinéje zaliavoje (19).

Sioje srityje, taikant apdorojimo UG technologija ir mikrobing fermentacija,
kuriamos naujos maisto sistemos i§ RP biopolimery ir antimikrobiniy komponenty.
Pasitelkus minétas technologijas galima iSplésti ryziy malimo Salutiniy produkty
antrinio panaudojimo galimybes optimizuojant saglygas AVK gamybai, jvertinant tiek
antimikrobinio aktyvumo, tiek antimitybiniy faktoriy pokycius RP.

Viena i§ galimybiy, leidzian¢iy racionaliai panaudoti RP vertinguosius
komponentus, buty funkciniy maisto produkty i§ RP ir vaisiy/uogy iSspaudy su
imobilizuotomis antimikrobinémis pieno rigsties bakterijomis kiirimas. Produktai,
kuriuose bioaktyvieji komponentai yra imobilizavimo medZziagoje arba gali biiti
imobilizuojami, pasiZymi nutraceutinémis savybémis, yra inovatyvi koncepcija
funkciniy maisto produkty gamybos srityje. Augalinés kilmés biologiskai aktyvios
medziagos turi teigiamg poveiki zmogaus organizmui, veikdamos kaip skirtingo tipo
antioksidantai ir fermenty veiklos moduliatoriai (20). Grudy séleny, vaisiy/uogy
bioaktyviyjy junginiy ir antimikrobiniy mikroorganizmy simbiotiniy ry$iy derinimas,
kuriant naujas maisto technologijas, yra pazangi priemoné, padedanti uztikrinti maisto
saugg ir su tuo susijusiy riziky valdyma. Be to, fermentuoti maisto produktai, siejami
su sklandzia virskinimo sistemos veikla ir normalios mikrobiotos palaikymu,
cholesterolio kiekio mazinimu kraujo serume ir vitaminy sinteze Zmogaus
organizme (21, 22), turi teigiamg jtaka imunitetui, infekciniy ligy ir maisto alergijy
prevencijai (23). Tokie produktai, parinkus gelji sudarancius ir/ar tirStinancius
augalinés  kilmés  polisacharidus, wuztikrinty imobilizuoty  antimikrobiniy
mikroorganizmy stabilumg produkto laikymo metu.

Kita galimyb¢, leidzianti racionaliai panaudoti gridy perdirbimo Salutiniy
produkty vertinggsias medziagas, yra substrato komponenty darzo augalams auginti
tobulinimas. Tai potenciali sintetiniy priedy alternatyva, kuri padéty spresti su
ekologija ir pertekliniu antriniy produkty susidarymu susijusias problemas pramongje.
Tradicinéje zemdirbystéje iki Siol placiai naudojamos sintetinés trasos didina vandens
bei dirvoZemio uZterStuma ir toksiniy medZiagy kaupimasi ekosistemose. Sios
priezastys skatina ieSkoti alternatyviy, aplinkai draugiSky technologijy dirvozemio
saugai ir augaliniy produkty kokybei uztikrinti. Tokia alternatyva gali biiti organinés
kilmés komponentai, kuriy sudétyje yra antimikrobiniy mikroorganizmy. Be to, tokiy
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komponenty bioaktyviosios medziagos, t.y. fermentacijos metu susidar¢ peptidai,
aminortigstys, organinés ir fenolinés rugstys, ne tik bty veiksminga biologinés
kontrolés priemoné kovojant su jvairiais grybeliniais ir bakteriniais fitopatogenais, bet
ir teigiamai veikty augaly augimg ar s¢kly daiguma.

Darbo tikslas. IStirti apdorojimo ultragarsu bei mikrobinés fermentacijos jtaka
bioaktyviyjy komponenty pokyCiams ryziy malimo Salutiniuose produktuose ir
jvertinti apdoroty ryziy malimo Salutiniy produkty panaudojimo galimybes maisto
produkty bei augaly auginimo substrato gamybai.

Darbo uzdaviniai:

1. Atrinkti ryziy malimo Salutiniy produkty pusiau kietafazei fermentacijai
tinkamas pieno rugsties bakterijas ir nustatyti jy jtakg pieno riig§ties izomery
susidarymui, antimikrobiniy bei fermentiniy aktyvumy ir fenoliniy junginiy bei
antimitybiniy faktoriy pokyc¢iams.

2. Istirti apdorojimo ultragarsu jtaka virSkinimui atsparaus krakmolo kiekio
padidinimui ryziy malimo S$alutiniuose produktuose ir jvertinti ultragarso bei
temperatiros jtaka atsparaus virSkinimui krakmolo morfologinéms, fizikinéms,
cheminéms ir technologinéms savybéms.

3. Ivertinti ryziy malimo Salutiniy produkty panaudojimo galimybes funkcinio
maisto produkto su brukniy uogy i$spaudomis gamybai, parenkant stingdiklius ar
tirStiklius ir jvertinant bakteriniy lgsteliy gyvybinguma bei produkto stabiluma
laikymo metu.

4., Istirti ryziy malimo $alutiniy produkty panaudojimo galimybes darzo augalams
skirto substrato gamybai, jvertinant jy priedy jtaka darzo augaly (pomidory ir pupeliy)
ligy prevencijai ir augimo intensyvumui.

Mokslinis darbo naujumas. Pirmg kartg iSanalizuotas ryziy malimo Salutiniy
produkty tinkamumas fermentacijai jvairiomis Lactobacillus spp. ir Pediococcus spp.
pieno riigsties bakterijomis, jvertinant L(+)-pieno riigSties susidaryma, aminoragsciy
kokybine bei kiekybing sudétj ir fermentacijos metabolity slopinantj poveikj kai kuriy
Penicillium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp. mikroorganizmy augimui.

Pirma kartg jvertinta apdorojimo aukstojo daznio (850 kHz) ultragarsu jtaka
virs§kinimui atsparaus krakmolo susidarymui ryziy malimo Salutiniuose produktuose
(s¢lenose), esant skirtingiems UG parametrams. Optimizuoti apdorojimo ultragarsu
parametrai (temperattira, trukme, galia) virskinimui atsparaus krakmolo maksimaliam
susidarymui ir sudaryta matematinio modelio lygtis jo kiekiui prognozuoti.

Praktiné darbo verté. Ryziy malimo Salutiniai produktai gali buti panaudoti
kaip fermentacijos terpé jvairiy pieno riigsties bakterijy dauginimui ir bioaktyviyjy
metabolity, pasizyminéiy fermentiniu, antigrybiniu ir antibakteriniu aktyvumu,
gamybai be hidroliziniy fermenty ar maistiniy medziagy priedy.

Apdorojimas aukstojo daznio (850 kHz) ultragarsu esant 40 °C temperatiirai
gali buti pritaikytas funkcinio komponento — virs§kinimui atsparaus krakmolo — kiekio
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padidinimui ryziy malimo Salutiniuose produktuose. Taip funkcionalizuoti ryziy
malimo Salutiniai produktai gali biiti panaudoti antimikrobiniy pieno rugsties
bakterijy imobilizavimui ir funkciniy maisto produkty gamybai.

Gauty rezultaty pagrindu sukurta naujo produkto (batonélio) receptiira i$
apdoroty ultragarsu bei fermentuoty antimikrobinémis pieno rigsties bakterijomis
ryziy malimo Salutiniy produkty ir brukniy uogy iSspaudy, parenkant optimalig Siy
komponenty kombinacija ir stingdiklius, uztikrinancius tekstiiros stabilumag ir pieno
rugSties bakterijy gyvybinguma laikant. Produktas pristatytas KTU parodoje
,» Technorama 2022, ten sulauké didelio susidoméjimo ir palankaus jvertinimo.

Fermentuoti antimikrobinémis pieno riigSties bakterijomis ryziy malimo
Salutiniai produktai gali biiti rekomenduoti kaip bioaktyviis darzo augaly — pupeliy ir
pomidory — auginimo substrato komponentai, padidinantys jy atsparumg Sakny puvinj
sukeliantiems patogenams, taip pat pagerinantys §iy augaly sékly daiguma ir augimo
intensyvuma.

Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Ryziy malimo $alutiniai produktai yra tinkama terpé pieno rugsties bakterijy
dauginimui ir bioaktyviyjy metabolity, pasizymin¢iy fermentiniu,
antigrybiniu ir antibakteriniu aktyvumu, gamybai.

2. Taikant auksStojo daznio (850 kHz) ultragarsa galima padidinti virskinimui
atsparaus krakmolo (3 tipo) kiekj ryziy malimo $alutiniuose produktuose.
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gausu B grupés vitaminy, tokiy kaip tiamino (B;), riboflavino (B;), niacino (Bj) ir
vitamino Bs. Gausu mineraliniy medziagy (kalio, fosforo, cinko, magnio, gelezies ir
jodo), taip pat nesoCiyjy riebaly rugsciy, pasizyminciy teigiamu poveikiu Zmoniy
sveikatai.

RP baltymai yra vertingi ir pasizymi dideliu virSkinamumo laipsniu ir
hipoalergiSkumu (39). Baltymuose gausu nepakei¢iamyjy aminortigsciy, tokiy kaip
triptofanas, histidinas, cisteinas ir argininas (40), dél kuriy biologinés ir funkcinés
baltymo savybés apima antioksidacinj, antihipertenzinj, antidiabetinj ir riebaly kiekj
produkte mazinantj poveikj (41). Didelé baltymy maistiné verté leidzia panaudoti juos
specialios paskirties (kiidikiy) maisto produkty gamybai (30, 42). Ryziuose néra
gliadiny, taip pat baltymy frakcijy, susijusiy su celiakija (43). RP baltymai sudaryti i$
37 % albuminy, 36 % globuliny, 22 % gluteliny ir 5 % prolaminy (44).

RP yra bioaktyviyjy peptidy (iki 20 aminoriig§¢iy liekany), kurie pasizymi
jvairiomis fiziologinémis funkcijomis, priklausan¢iomis nuo aminoriigs¢iy sudéties.
Sie baltymai reguliuoja baltymy apykaita, skrandZio ir Zarnyno veikla, taip pat gerina
mineraliniy medziagy pasisavinima, skatina naudingosios zarnyno mikrofloros
vystymasi, veikia kaip imunomoduliatoriai, antimikrobinés medziagos (45).

Pagal Zaliava, bendras maistiniy skaiduly kiekis RP svyruoja nuo 25 % iki
40 %. Palyginimui, avizy s¢lenose yra beveik dvigubai maziau maistiniy skaiduly,
taCiau RP yra mazesni tirpiyjy skaiduly kiekiai (7-13 %), likusj kieki sudaro
netirpiosios  skaidulos, | kuriy sudéti jeina celiuliozé, hemiceliuliozé ir
arabinoksilanai (46, 47). Netirpiyjy ryziy skaiduly komponentai, tokie kaip celiulioze
ir ligninas, dazniausiai néra fermentuojami storojoje zarnoje, todél padidina gaubtinés
zarnos tirj dél vandens sulaikymo ir tuo pagerina zarnyno veiklag (48). O Stai
tirpiosios skaidulinés medziagos yra lengvai fermentuojamos, padidina masés
klampuma skrandyje; dél Sios priezasties padidéja sotumo jausmas, létinama zarnyno
peristaltika ir gliukozés absorbcija plonojoje zarnoje (49).

RP reguliuoja ir stabilizuoja gliukozés bei glikozilinto hemoglobino
koncentracija kraujyje (26). Atlikti tyrimai rodo, kad RP ir jy komponentai
kontroliuoja hiperglikemijg ir su ja susijusias komplikacijas (50).

Nuriebinti RP vis plac¢iau naudojami maisto produkty, turtingy biologiskai ir
fiziologiskai aktyviomis medziagomis, gamybai. I§ RP pagaminti produktai turi didelj
potencialg funkcinio maisto gamyboje, taip pat farmacijos pramonéje dél teigiamo
poveikio sveikatai profilaktiniu ar medicininiu aspektu (51). Be baltymy, riebaly,
maistiniy skaiduly, vitaminy, mineraly, Siuose RP gausu tokiy bioaktyviyjy
komponenty, kaip fitosteroliai (f-sitosterolis, stigmasterolis, kapesterolis), fenolinés
rugstys (kumaro, fitino, ferulo riigStys), karotinoidai (o-karotinas, p-karotinas,
liuteinas ir likopenas) (48, 52). Sie komponentai pasizymi jvairiu biologiniu
aktyvumu, dél kurio gali prisidéti prie organizmo biologiniy funkcijy gerinimo.

Vienas i§ jy, jorizanolis, laikomas bene veiksmingiausiu nataraliu
antioksidantu (53). Chemiskai y-orizanolis yra komponenty, tokiy kaip transferulo
rugsties esteriai, triterpeno alkoholiai ir steroliai, darinys (49). j-orizanolis ne tik
mazina cholesterolio kiekj kraujyje, bet ir teigiamai veikia centring nervy sistema,
psichine bukle, taip pat pasizymi prieSuzdegiminiu, antialerginiu poveikiu (54, 55).
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Sis natiiraliai aptinkamas y-orizanolis kartu su vitaminu E pasizymi dideliu laisvyjy
radikaly suriSimo aktyvumu, tai padeda apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso (56).

Svarbu paminéti, kad viena i§ pagrindiniy rudyjy ryziy ir RP mazesnio
vartojimo priezas¢iy yra trumpa tinkamumo vartoti trukmé dél didelio lipidy kiekio
ryziy malimo Salutiniuose produktuose. RP pritaikyma maisto pramonéje riboja ju
greitas gedimas dél fermenty lipazés ir lipoksidazes veikimo (57, 58). Sie fermentai
greitai hidrolizuoja lipidus ] laisvasias riebaly rugstis ir glicerolj, tai lemia drastiska
RP kokybés sumazéjima (4). Norint efektyviai panaudoti RP, rekomenduojama
inaktyvuoti lipaze, kuri atsakinga uz RP sudedamyjy daliy hidrolize. ISkart po malimo
RP gali buti stabilizuojami, ekstruduojant (59), kaitinant mikrobangomis (60),
infraraudongja spinduliuote (61), taip pat apdorojant hidroterminiu btidu (62). Maisto
pramongje, siekiant uztikrinti didele komponenty iSeiga, maza kaing ir kuo mazesnj
bioaktyviyjy sudedamyjy daliy praradima, yra svarbu parinkti ir optimizuoti
stabilizavimo biida.

1.1.3.  Antimitybiniai faktoriai ryZiy malimo Salutiniuose produktuose

Pagrindiniai antimitybiniai faktoriai, kurie yra gradinése kultiirose, tai
saponinai, taninai, fitino riigstis, lektinai, proteazés ir amilazés inhibitoriai (63). Fitino
rugstis slopina fermenty, reikalingy baltymy skaidymui plonojoje zarnoje ir
skrandyje, veikla, veikia mineraly biologinj prieinamumg (64). Taninai, sudarydami
griztamuosius ir negrjztamuosius tanino ir baltymy kompleksus tarp taniny hidroksilo
grupés ir baltymy karbonilo grupés, paveikia baltymy virSkinamumg ir sumazina
nepakei¢iamyjy aminortgSciy jsisavinimg virsSkinimo metu (65). Proteazés
inhibitoriai yra natliralis augaly inhibitoriai, kurie slopina fermenty katalitinj
aktyvuma, blokuodami aktyvigja fermenty zong (66).

Viena didziausiy su sveikata susijusiy problemy priezasciy yra mikroelementy,
vitaminy ir mineraly trikumas zmoniy mityboje (67). Be to, ne tik mikroelementy
suvartojimas, bet ir jy biologinis pricinamumas yra svarbus mitybos veiksnys,
siekiant patenkinti zmogaus maistiniy medziagy poreikius. Neapdorotuose maisto
produktuose prastas mineraly biologinis prieinamumas mazina $iy maisto produkty
maisting verte, todél gali pasireikSti medziagy apykaitos sutrikimai (68). Vienas i§
pagrindiniy faktoriy, daugiausiai veikianciy kalcio ir kity mikroelementy, tokiy kaip
gelezis, varis ir cinkas, biologin] prieinamuma, yra fitatai, kurie sudaro chelatus. Kai
kurie kiti faktoriai, tokie kaip polifenoliai ir oksalatai, taip pat laikomi
antimitybiniais, nes gali riboti maisto mineraly biologinj pricinamuma (63). Taciau
fitocheminés medziagos, pvz., fenoliniai junginiai, pasizymi antioksidaciniu
aktyvumu, nes jie gali paSalinti reaktyviojo deguonies formas, slopindami kompleksy
su gelezies jonais susidarymg (63).

Ryziy gruduose, palyginus su kitomis griidinémis kultliromis, randami mazi
kiekiai alergijas sukelian¢iy medziagy (57). Pagrindinés antimitybinés medziagos
ryziuose, tokios kaip fitatai, tripsino inhibitoriai, taninai ir polifenoliai, daugiausiai
yra susitelkusios embriono ir aleurono sluoksniuose (69). Todél, nors RP yra pigi
zaliava, ju jtraukimas | maisto gamyba ribotas dé¢l antimitybiniy faktoriy, kurie RP
frakcijoje yra aptinkami didesniais kiekiais (70).
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draugiskesné technologija. Be to, UG veikimas Zemos temperatiros aplinkoje leidzia
iSsaugoti junginiy funkcionaluma (81).

1.2.3.  Biotechnologinés priemonés ryZiy malimo Salutiniy produkty
komponentams modifikuoti

Pagrindinés biotechnologinés priemonés, taikomos augalinés zaliavos
apdorojimui, yra kietafazé fermentacija, naudojant jvairius grybinés kilmés
mikroorganizmus, mieles bei pieno riigSties bakterijas, ir fermentiné¢ hidrolizé
jvairiais fermentais, skaidanciais skaidulines medziagas ir baltymus.

Taikant tradicines ir alternatyvias priemones Salutiniy produkty apdorojimui,
galima padidinti biologiskai vertingy natiiraliy komponenty kiekius, kurie maisto
produktams suteikty didesne pridéting verte (82) (1.3 lent.). Toks funkcionalizavimas
padidina bioaktyviyjy komponenty jsisavinima ir prieinamuma fermentams, tai
naudinga zmogaus sveikatai (83).

Vienas 1§ kietafazés fermentacijos (KF) kokybés kriterijy — tai mikroorganizmy
gebéjimas prisitaikyti ir augti Salutiniy produkty substratuose be priedy ir
gyvybingumas laikant. Remiantis literatira, grudai, tokie kaip mieziai, kvieciai,
ryziai, yra potencialiis substratai mikroorganizmams augti (18, 84). Fermentacija
atrinktais mikroorganizmais galéty biiti vienas i§ tvariy modifikavimo bidy,
suteikianCiy fermentuotiems maisto produktams didesn¢ maisting verte ir priimtinas
organoleptines savybes (85). RP funkcionalizavimui taikomi jvairiis fermentacijos
procesai.

1.3 lentelé. Apdorojimo budai ir jy efektyvumas (26)

Bioprocesas Efektyvumas
Padidintas tirpiyjy fenoliniy rigsc¢iy kiekis
Padidintas antioksidacinis aktyvumas
Padidintas tirozinazés aktyvumo slopinimas

Sumazintas sociyjy riebaly rugsciy kiekis
Padidintas fermento peroksidazés slopinimas

Kietafazé Padidintas fosfolipidy kiekis
fermentacija - - — — —
Polisacharidy polimerizacijos laipsnio sumazinimas
Padidintas tirpiyjy maistiniy skaiduly tirpumas
PrieSuzdegiminés savybeés
Pagerintos fizikinés ir cheminés savybés (vandens ir aliejaus absorbcija,
tirpumas vandenyje, cholesterolio absorbcija)
. Padidintas bendras fenoliniy junginiy kiekis ir antioksidacinis aktyvumas
Fermentiné . . Ry
hidrolize Didesnis B grupés vitaminy tirpumas

Padidintas trumpyjy grandiniy riebaly riigs¢iy (acto rugsties ir propiono
rugsties) kiekis

Mikrobiné fermentacija. Pagal Razak irkt.,, RP fermentacijai panaudojus
mikroskopinius grybus, jskaitant mieles (Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae ir
Monascus purpureus, Saccharomyces cerevisiae ir Aspergillus spp.), nustatytas
antioksidacinio aktyvumo ir bioaktyviyjy junginiy kiekio padidéjimas (86).
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Fermentacijai naudojant keliy mikroorganizmy kombinacijas, galima gauti dvigubai
didesnj fenoliniy ragsciy (ferulo ir galo riigsciy) kiekj, lyginant su nefermentuotais
RP (86, 87). Kiti autoriai parodé, kad naudojant Aspergillus awamori ir A. oryzae,
galima gauti didesnius bendry fenoliniy junginiy kiekius, o kartu ir didesnj
antioksidacinj aktyvuma (88). Nuriebintyjy RP atveju, mikrobiné fermentacija
reik§mingai padidina TMS vandens ir aliejaus absorbcijos geba (89). Fermentuojant
RP Saccharomyces cerevisiae mielémis pasireiskia antistresinis poveikis zmogaus
organizmui, taip pat sustiprinamas imuninis atsakas prie§ vézinius susirgimus (90,
91). Kupski ir kt. (92) nustate, kad fermentuojant RP Rhizopus oryzae, baltymy kiekis
padidéjo 43 %, taip pat gautas didesnis fenoliniy junginiy kiekis turéjo jtakos
didesniam antioksidaciniam aktyvumui.

Fermentacija Fusarium spp. risimis — dar vienas galimas RP apdorojimo biidas,
taciau Sie ar kiti mikroskopiniai grybai gali mikotoksinais uztersti griidine zaliavag (93,
94).

Fermentacija pieno riigSties bakterijomis. Fermentacija PRB yra
veiksmingas biotechnologinis procesas, taikomas produkty saugai uztikrinti ir
mitybinei bei funkcinei vertei padidinti (17). Parenkant fermentacijai mikrobines
kultiiras, pagrindiniai kriterijai yra mikroorganizmy biomasés augimo ir organiniy
rugSciy susidarymo greitis, taip pat antimikrobiniy ir antigrybiniy junginiy
gamyba (95). PRB fermentacijai naudojamos dél savo probiotiniy savybiy ir jy
gaminamy metabolity antimikrobinio poveikio.

PKF proceso metu dazniausiai naudojami  Lactobacillus spp. ir
Pediococcus spp.  mikroorganizmai, kurie skirstomi ] homofermentinius,
heterofermentinius ir fakultatyvinius heterofermentinius. Homofermentinés bakterijos
fermentuoja heksozes iki pieno rigsties (>85 %), fermentuoja fruktozg, taCiau
nefermentuoja pentoziy. Fakultatyvios heterofermentinés bakterijos fermentuoja
heksozes iki pieno rugsties, o pentozés yra §iy PRB fermentuojamos iki pieno ir acto
rugsties. Heterofermentinés PRB fermentuoja heksozes iki pieno ir acto rigsties,
etanolio ir CO,, o pentozés fermentuojamos iki pieno ir acto rugsties.

PKF technologija gali biiti taikoma ne tik produkto funkcinéms savybéms
pagerinti, bet ir kaip priemoné iSgauti funkcinius maisto komponentus (26). PRB
fermentacijos metu, be organiniy rigsciy, gamina baltymines medZziagas, kurios
pasizymi antimikrobinémis savybémis (bakteriocinai), t.y. slopina pasaliniy
mikroorganizmy dauginimasi (95). Bakteriocinai sumazina mikrobinj uZterStumg
fermentacijos proceso metu, slopina patogeniniy mikroorganizmy veiklg ir
mikroskopiniy gryby augima.

Remiantis literatiiros duomenimis, PKF procesas taip pat yra veiksminga
priemoné antimitybiniy faktoriy pasalinimui gradinéje Zzaliavoje (70). Vykdant
biologinés detoksikacijos technologijas, agropramonés atlieky PKF procese
pagrindinis démesys skiriamas fitino riigties ir tripsino inhibitoriy pasalinimui arba
ju kiekio sumazinimui.

Fermentiné hidrolizé. Be mikrobinés fermentacijos, fermentin¢ hidrolize
placiai taikoma griidinés zaliavos maistiniy skaiduly modifikavimui dél santykinai
mazesniy sgnaudy, paprastos jrangos ir draugiskumo aplinkai. Jrodyta, kad fermentiné
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1.4 lentelé. Krakmolo griiduose kiekis ir charakteristikos

& Krakmolas Granuli Kleisteri-
Saltinis o > Amilozé, % —— zacijos Literatiira
) dydis, pm o
temp., °C
Kukurtzai 75 28 5-18 62-72
Ryziai 80 18,5 3-8 6878 (126)
Kvieciai 65 26 <30 58—-64
Rugiai 60 — <20 57-70

Kiekvienos grudy rusies krakmolo griudeliai turi biidingg dydj ir formag
(1.5 pav.), tai priklauso nuo augalo $altinio (128). Ryziy krakmolo granuliy dydis
svyruoja nuo 3 um iki 8 um ir yra daugiakampés, ovalios, netaisyklingos arba lygios
formos (129).

1.5 pav. Krakmolo granuliy SEM (didinimas x4000): (a) kukuriizy; (b) ryziy;
(c) kvietiy; (d) tapijokos; (e) bulviy (130)

Krakmolo kleisterizacijos temperattira priklauso nuo amilozés bei amilopektino
kiekio ir jy santykio. Amilozé yra linijinés struktiiros krakmolo polisacharidas
(1.6 pav. (a)), sudarytas i§ anhidrogliukozés likuéiy, sujungty tarpusavyje a-1,4-
glikozidiniais ry$iais, jos vidutiné molekuliné masé yra apie 10°-10°kDa (131).
Amilopektinas yra Sakotos struktiros krakmolo polisacharidas (1.6 pav. (b)),
sudarytas i§ trumpy linijiniy kamieniniy grandiniy ir skirtingo ilgio Soniniy $aky bei
atSaky, prijungty prie kamieno a-1,6-glikozidiniais rySiais. Amilopektino
makromolekulés yra vienos i§ didziausiy gamtoje, jy vidutiné molekuliné masé yra
apie 10’10’ kDa. Amilopektino makromolekulés gali i§sidéstyti tiek amorfinése, tiek
kristalinése srityse. Amorfinése srityse yra iSsiSakojusios makromolekulés dalys,
kristalinése — lygiagreciai iSsidésciusios linijinés makromulekulés dalys (126).
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1.6 pav. (a) Amilozés; (b) amilopektino; (c¢) krakmolo makromolekuliy fragmentai
1.3.2. Atsparaus virSkinimui krakmolo tipai ir fizikinés cheminés savybés

Atsparus virskinimui krakmolas (AVK) yra apibiidinamas kaip augalinés kilmés
angliavandenis, atsparus virSkinimui plonojoje Zarnoje (132), todél jis patenka i
storgjj Zarnyng, kur yra i$ dalies arba visiSkai fermentuojamas. AVK fiziologinis
poveikis panaSus ] maistiniy skaiduly poveikj (133, 134, 135), todél paprastai
laikomas viena i$ bendro maistiniy skaiduly kiekio sudedamyjy daliy.

Pirmg karta § AVK démesys buvo atkreiptas nustatant bendrg skaiduliniy
medziagy kiekj Prosky metodu (136). Atlikti tyrimai parode, kad griiduose vyrauja ne
tik skaidulinés medziagos bei nekrakmolo polisacharidai, bet ir kitos krakmolo
formos, kurios néra priskirtinos skaiduloms (137). Taip pat nustatyta, kad AVK néra
greitai virSkinamas kaip paprastas krakmolas ir kad §i savybé suteikia biologing
naudg. Kai kurios savybés panaSios ] skaiduly, taiau esama ir kity, kurios
priskiriamos tik AVK.

Atsparaus virskinimui krakmolo aptinkama jvairiuose ankstiniuose augaluose,
grudiniuose maisto produktuose, javy ir bulviy produktuose. Didziausiais kiekiais
pasizymi ankstiniai augalai ir gridai (1.5 lent.).

Ryziy perdirbimo Salutiniai produktai taip pat gali bati AVK Saltinis, taciau
natiiralus AVK kiekis ryziuose priklauso nuo ryziy veislés ir gali biti palyginti mazas
(1,6 g/100 g) (6). Kalbant apie AVK funkcionalumg, manoma, kad AVK suvartojimas
turety sudaryti nuo 10 % iki 20 % paros angliavandeniy poreikio. Tafiau daugumoje
maisto produkty AVK yra maziau nei 5 %, be to, didesn¢ dalis jprastiniy maisto
gamybos procesy sumazina nevir§skinamojo krakmolo dalj maiste (7). Ta¢iau didesni
kiekiai gali sukelti viduriavimg, pilvo patima, apsunkinti Zzarnyno bakterijy
veikimg (139).

Pagal savo chemines ir fizikines savybes AVK suskirstytas j penkis tipus (134).
Kiekvienas tipas pasizymi skirtingu atsparumu fermentams, taip pat Saltiniais, i$ kuriy
gali biiti iSgaunamas.
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1.5 lentelé. Skaiduliniy medZziagy, krakmolo ir atsparaus virSkinimui krakmolo
kiekiai kai kuriuose griiduose ir jy produktuose (g/100 g) (138)

Bendras Atsparus

IR Bendras J Coare .

Krakmolo Saltinis - skaiduliniuy virskinimui
krakmolo kiekis v c .
medziagy kiekis krakmolas

Ankstiniai augalai
Raudonosios pupelés 42,6 36,8 24,6
Lesiai 53,3 33,1 25,4
Juodieji zirniai 53,9 32,8 17,7
Gridai
Mieziai 55,2 17,0 18,2
Kukuriizai 77,9 19,6 25,2
Baltieji ryziai 95,1 1,5 14,1
Kvieciai 50,8 17,0 13,6
Avizos 43,4 37,7 7,2
Miltai
Kukuriizy 84,3 2,8 11,0
Kvieciy 68,8 12,1 1,7
Ryziy 86,9 5,1 1,6

AVKI - krakmolas, jsiterpegs pluostiniy augaly lasteliy sienelése krakmolo-
baltymy komplekso pavidalu, ir krakmolo granulés yra neprieinamos fermentams dél
lasteliy sieneliy ir baltymy matricos (138). AVKI randamas i§ dalies lukstentuose
nesmulkintuose griduose ir séklose, ankstinése darzovése (pupelése, riesutuose,
zirniuose ir IgSiuose).

AVK2 — krakmolas, kuris dél savo natiiralios kristalinés strukttros ir biidingy
krakmolo granuliy savo sudétyje turi didesnj amilozés kiekj. Tai nekleisterizuotas
krakmolas, kuriame B tipo kristalinés struktiiros atsparios krakmolo granulés létai
hidrolizuojamos a-amilazés. AVK2 tipo granulés yra atsparios skaidymui dél savo
konfigtracijos ir struktiros (linijinés struktiiros amilozé), kuri riboja virSkinimo
fermenty prieinamuma. AVK2 tipo gausu krakmolinguose vaisiuose, zaliose
darzovése (bulvése, bananuose) ir dideli amilozés kiekj turinCiose produktuose
(kukuriizy krakmole) (140). Sis tipas yra unikalus, nes jis i$saugo savo struktirg ir
atsparuma net perdirbant ir paruosiant daugelj maisto produkty (141).

AVK3 susidaro produktuose virimo ar kito apdorojimo ir atSaldymo proceso
metu, tada pasikei¢ia krakmolo struktiira, kuri tampa atspari virskinimui. Sis procesas
vadinamas krakmolo retrogradacija, tai yra laipsniskas krakmolo daleliy
agregavimasis ] netirpiuosius mikrokristalinius darinius, kai agreguoja linijinis
komponentas amilozé (142). Ausinant vandeninius krakmolo tirpalus, retrogradacijos
procesas greitéja. AVK3 susidarymo metu krakmolo granulés yra visiskai hidratuotos,
amiloz¢ yra paSalinama i§ granuliy, véstant polimero grandinés reorganizuojasi,
stabilizuojasi vandeniliniai ry$iai, dvi gretimos krakmolo molekulés kristalizuojasi ir
susidaro atsparios dvigubos spiralés (128) (1.7 pav.). Daliné rugstiné hidrolize,
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Saldymo ir atSildymo ciklas sustiprina krakmolo retrogradacijg ir todél gali biti
naudojami AVK3 kiekiui padidinti (128).

1) ‘S?ﬂ
- o~ Gl

1.7 pav. Krakmolo retrogradacijos proceso schema. A — atsitikting spiralé; B —
susijungimy zonos — dvigubos spiralés; C — kristaliné struktiira (128)

AVK4 — chemiskai modifikuotas krakmolas, jskaitant krakmola, kuris buvo
eterizuotas, esterintas arba kryzmiskai sujungtas su cheminémis medziagomis tokiu
btudu, kad jy virSkinamumas tapty neprieinamas fermentams (143). Vykdoma
esterifikacija arba prijungiamos cheminés grupés. Sie pakitimai neleidZia
vir§kinamojo trakto amilazéms hidrolizuoti susidariusiy polimeramy (104).

AVKS — amilozes ir lipidy spiralinés struktiiros kompleksas, kuris susidaro,
susijungus krakmolo molekuléms, turinioms didelj amilozés kiekj (144). AVKS
pasizymi didesne kleisterizacijos temperatiira ir yra labiau linkes retrograduoti (145).
Paprastai krakmolo ir lipidy strukttra bei kiekis maisto produktuose priklauso nuo
krakmolo prigimties (146). AVKS apibiidinamas kaip polisacharidas, kurj sudaro
vandenyje netirpios poli-a-1,4-gliukano molekulés, kurios néra jautrios a-amilaziy
veikimui (138).

Didéjantis vartotojy informuotumas apie naudingg maistiniy skaiduly vaidmenj
sveikatai padidino skaidulomis praturtinty griidiniy bei negridiniy produkty paklausa
ir gamyba. Pastaraisiais metais jauCiamas didelis susidoméjimas AVK kaip maisto
priedu, nes jo fiziologinis poveikis panaSus ] maistiniy skaiduly. Lyginant su
tradicinémis netirpiosiomis maistinémis skaidulomis, tokiomis kaip grudinés s¢lenos,
AVK turi didelj pranaSuma, nes maziau paveikia produkto juslines savybes, tekstura,
bendrg iSvaizda; tai daznai biina labiau priimtina vartotojams (128).

Moksliniais tyrimais nustatyta, kad AVK padidina trumposios grandinés riebaly
riig8iy, acetato, butirato, propionato ir kity, gamyba Zarnyne. Sios riigitys slopina
angliavandeniy skilimg kepenyse, todél AVK gali padidinti riebaly kiekj Zzarnyne,
kurj galima sunaudoti energijai (138). Trumposios grandinés riebaly riig§¢iy gamyba
daro teigiama poveikj zarnyno sveikatai, suteikia didesnj sotumo jausma, jskaitant
didesnj magnio ir kalcio jsisavinima, epitelio proliferacija, bakterijy rusiy pusiausvyra
ir tulzies drusky bakterijy apykaita, apsaugo nuo zarnyno veézio (128).

Sio krakmolo poveikis taip pat siejamas su sumazéjusiu kraujospidziu,
glikemijos indeksu, kuris mazina diabeto rizikg, ir yra susijes su cholesterolio bei
trigliceridy kiekio mazéjimu (147). AVK yra mazo glikemijos indekso produktas, taip
pat jis mazesnio kaloringumo (8 kJ/g), palyginti su greitai virSkinamu krakmolu
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(15 kJ/g) (147), todél jis gali bati virskinamyjy angliavandeniy pakaitalas, sumaZzinant
galutinio produkto energeting verte.

1.3.3. Atsparaus virSkinimui krakmolo prebiotinés savybés

AVK gali ne tik suteikti teigiamg fiziologinj poveikj kaip funkcinis
ingredientas (6), bet ir veikti kaip iSskirtinis prebiotikas (148). AVK nejsisavinamas
plonajame  Zarnyne, todél apriipina  gergsias  bakterijas  skaidomaisiais
angliavandeniais. Nustatyta, kad skaidant AVK pasigamina didesnis kiekis sviesto
rugsties, nei skaidant kitus nevirSkinamuosius angliavandenius. Butiratas yra vienas
pagrindiniy epiteliniy lasteliy energijos Saltiniy, susijes su gaubtinés zarnos normalia
veikla, ir dalyvauja reguliuojant imuning sistemg, kai sergama uzdegiminémis
zarnyno ligomis (149, 150).

Trumpyjy grandiniy fruktooligosacharidai (FOS) ir AVK gali veikti
sinergetiSkai, padidindami laktobakterijy ir bifidobakterijy skaiCiy storosios zarnos
turinyje. Galima iSskirti keleta prebiotiniy skaiduly tipy, atsizvelgiant | jy
fermentavimo greitj. /n vitro tyrimuose nustatyta, kad fermentavimo greitis priklauso
nuo angliavandeniy grandinés ilgio. FOS virSkinimo sistemoje greitai fermentuojami
del trumpyjy grandiniy, o AVK skaidomas létai. Todel pagal prebiotiky skaidymo
kinetika galima nustatyti zarnyno sritj, kurioje poveikis bus aiskesnis. Taigi, FOS
aktyviai veikty pirmosiose storosios zarnos dalyse, o AVK pasiekia distaling
gaubtinés zarnos dalj (151). Tokiu biidu funkciniai maisto produktai, kuriy sudétyje
yra skirtingy tipy maisto skaiduly, storojoje Zarnoje gali sukelti stipresnj poveiki,
reik§mingai padidinantj probiotiky kiekj, dél to tokia jvairiapusé sveika mityba gali
suteikti papildomos naudos (152).

Tarp skirtingy AVK fiziologiniy vaidmeny jo prebiotinis poveikis kelia didelj
susidoméjima. AVK kaip prebiotikas gali buti naudojamas funkciniuose maisto
produktuose: kaip fermentuojamas substratas mikrobiotos, ypac laktobakterijy ir
biofidobakterijy, augimui skatinti; kaip maisto produktas, skatinantis teigiama
fiziologinj poveikj; probiotiky inkapsuliavimui, siekiant pagerinti jy stabilumg (153).
AVK naudojimas mikroinkapsuliavimo procesuose leido iSspresti tokias problemas,
kaip probiotiky atsparumas terminiam apdorojimui, kontroliuojamas jautriy junginiy
atsipalaidavimas vir§kinimo proceso metu (154). Taigi, esant AVK, sukuriama
mikroaplinka, kurioje naudingosios bakterijos iSgyvena apdorojimo ir laikymo
salygas ir iSsiskiria reikiamoje virSkinimo trakto terpéje (155). Iyer (156) atlikti
tyrimai parodé, kad probiotiniy bakterijy inkapsuliavimas, naudojant AVK, ne tik
stabilizuoja, bet ir pagerina probiotiniy mikroorganizmy gyvybinguma Saldytuose
pieno produktuose laikymo metu (154). Pagal Shimoni ir kt. (153) atliktus tyrimus,
tiesioginis kukuriizy AVK3 vartojimas pakeité lipidy apykaitg ir sumazino susirgimy
storosios zarnos véziu rizika.

1.3.4. Atsparaus virSkinimui krakmolo nustatymo biidai

AVK nustatymo ir analizés metodai yra sudétingi ir ilgai trunkantys.
Dazniausiai tam taikomas metodas skaiduliniy medziagy kiekio nustatymui, kurio
metu nustatomi létai virSkinami polisacharidai.
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Pagrindiniai skaiduliniy medziagy nustatymo metodai paremti AOAC 985.29 ir
AACC 32-05, vadinamaisiais Prosky metodais (157). Bendras skaiduliniy medziagy
(SK) kiekis nustatomas pagal AOAC 985.29 oficialy metoda (136). Tai fermentinis
gravimetrinis analizés metodas, naudojant fermentus a-amilazg, proteaze ir
amilogliukozidaze. Sio proceso metu idekstrahuojami lipidai, virskinami
angliavandeniai ir suskaidomi baltymai, likusios nesuvirskintos skaidulos jvertinamos
gravimetrinés analizés metodu. Tyrimo metu nustatomos didelés molekulinés masés
skaidulinés medziagos, taciau neiSmatuojamas AVK, nenustatomos tirpiosios SK.

Veliau SK nustatymo metodas buvo modifikuotas pagal Lee (158). Skirtumas
tarp senojo ir naujojo metodo yra buferinés sistemos ir plovimo tirpalai. Buferinio
tirpalo pakeitimas i fosfatinio j 2 (N-morfolino) etansulfonriigsties (MES) / tris
(hidroksimetil) aminometano (TRIS) (0,05 M, pH 8,2) buferj, pakei¢iant pH verte,
kuri turi jtakos fermentiniams poky¢iams vir§kinimo metu, taip pat SK kiekiui (128).
Siame metode supaprastintos fermentinés hidrolizés salygos, taip pat taikomas
filtravimas po fermentinés hidrolizés prie§ nusodinant etanoliu. Toks pakeitimas
leidzia atskirti didelés molekulinés masés SK, netirpias vandenyje (SKNV) ir tirpias
vandenyje, nusodinamas etanoliu (SKTVE).

Tiek Prosky, tiek Lee metodai nenustato visy SK komponenty dél keleto
priezasCiy. Visy pirma, vykstant krakmolo hidrolizei amilazémis 95 °C temperatiiros
aplinkoje, hidrolizuojasi didelé¢ dalis AVK (AVKI, AVK2, AVK3), todél yra
nejvertinamas galutinis AVK kiekis. Antra, nenustatomos tirpios vandenyje ir
etanolyje SK, nes lieka liekanose, nevirSkinamieji oligosacharidai taip pat néra
nustatomi.

1982 metais Englyst ir kt. (159) tyréjai pirma kartg pripazino krakmolo frakcija,
atsparig fermentinei hidrolizei, atlikdami krakmolo polisacharidy nustatyma.
Fermentinés hidrolizés salygos buvo sudarytos analogiSkos virSkinimo salygoms
zmogaus plonojoje zarnoje. Hidrolizé buvo atlikta 37 °C temperatiiros aplinkoje,
naudojant kiauliy kasos a-amilaze (priesingai nei baktering) ir amilogliukozidaze. Po
20 min fermentinio viskinimo, nustatomas greitai virSkinamas krakmolas, po
100 min — létai virSkinamas krakmolas. Méginyje likes krakmolas — tai AVK.

Desimtojo deSimtmecio pradzioje buvo visiskai suformuluota atsparaus
virSkinimui krakmolo fiziologiné reikSme. Sukurta keletas naujy, modifikuoty
metody. Champ (160) metodas buvo pagristas Berry (161) metodo pakeitimais ir
tiesiogiai iSmatuotas atsparus virSkinimui krakmolas. Méginio dydis buvo padidintas
nuo 10 mg iki 100 mg, méginys buvo virskinamas tik kasos a-amilaze (ne kasos
fermento a-amilazés ir pululanazés fermentais, naudojamais pagal Englyst ir Berry
metodus), ir hidrolizé buvo atliekama, esant pH 6,9 (pH 5,2 buvo taikoma pagal
Englyst ir Berry metodus).
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AOAC 2002.02 metodas

Krakmolo hidrolizé
Méginys (100 mg) kasos a-amilazé / AMG
(16 h, 37 °C, pH 6,0)

T

I

1
v

Etanolio nusodinimas
Centrifugavimas (kartojama du kartus)
|

: \

Supernatantas + nuoplovos

L

U Neatsparaus virSkinimui krakmolo hidrolizé
v amilogliukozidazé
Atsparaus virSkinimui krakmolo hidrolizé (20 min, 50 °C, pH 6,0)
Po KOH istirpinimo
(30 min, 50 °C, pH 3,8) I
I
, A%
v Gliukozés nustatymas su GOPOD reagentu
Gliukozés nustatymas su GOPOD reagentu gliukozés oksidazé / peroksidazé
gliukozés oksidazé / peroksidaze (20 min, 50 °C, pH 7,4)
(20 min, 50 °C, pH 7,4)
Virskinamasis
Nevir§kinamasis krakmolas

krakmolas

1.8 pav. AOAC 2002.02 metodo schema (162)

Siuo metu AVK nustatymui taikomas spektrofotometrinis metodas pagal
AOAC 2002.02 (1.8 pav.). 100 mg paruosto méginio hidrolizuojama kasos a-amilaze
ir amilogliukozidaze (AMG) 16 valandy 37 °C temperattiroje. Tuo paciu metu
veikiant dviem fermentams, krakmolas hidrolizuojamas j D-gliukoze. AVK granulés
yra nusodinamos etanoliu ir atskiriamos centrifuguojant, po to AVK granulés
istirpinamos lediniame 2M KOH. Sis tirpalas neutralizuojamas, o krakmolas
kiekybiskai hidrolizuojamas AMG | gliukoze. Susidargs D-gliukozés kiekis
nustatomas naudojant gliukozés oksidazés—peroksidazés reagenta (GOPOD) (161).

Lyginant §j metoda su modifikuotu greituoju metodu AVK nustatymui,
naudojami didesnio aktyvumo fermentai, todel hidrolizé¢ sutrumpéja nuo 16 h iki 4 h
(1.8 pav.). Kadangi vidutinis maisto buvimo laikas plonojoje zarnoje yra mazdaug
4 h, $is sutrumpintas fermentinis skaidymas suteikia fiziologiSkai reikSmingesniy
rezultaty meéginiams, kuriuose yra AVK. Greitojo nustatymo metu po 20 min
nustatomas greitai virSkinamas krakmolas, 1étai virSkinamas krakmolas nustatomas
20-120 min laikotarpiu. Po dviejy valandy hidrolizés iSmatuojamas bendras
virSkinamojo krakmolo kiekis, sudarantis visg krakmolo kiekj, suvirSkinamag
plonojoje zarnoje. AVK — krakmolas, kuris néra suvirskinamas po 4 h (159).

Modifikuota AVK nustatymo schema pateikta 1.9 pav. Didesnis PAA ir AMG
fermenty aktyvumas neleidzia susidaryti atspariems maltodekstrinams, trumpesné
inkubavimo trukmé artima fiziologinéms salygoms.
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Meginys (1 g)
AOAC 2009.01 T AOAC 2017.16

Krakmolo hidrolizé
kasos a-amilazé (2 KU) / AMG (0,14 U)
(purtant/maiSant 16 h, 37 °C, pH 6,0)

Krakmolo hidrolizé
kasos a-amilaze (4 KU) / AMG (1,7 KU)
(purtant/maisant 4 h, 37 °C, pH 6,0)

pH pokytis
pH ~ 8.2, kaitinimas ~95 °C
-Baltymy denatiiravimas
-Inaktyvuojami krakmolo hidrolizés fermentai

pH pokytis
pH ~ 8,2, kaitinimas ~95 °C
-Baltymy denatiiravimas
-Inaktyvuojami krakmolo hidrolizés fermentai

Baltymy hidrolizé
+ Proteaze, 60 °C, pH 8,2)

Baltymuy hidrolizé
+ Proteazé, 60 °C, pH 8,2)

pH pokytis
pH ~ 4,5, kaitinimas ~60 °C

pH pokytis
pH ~ 4,5, kaitinimas ~60 °C

= -

Etanolio uzpylimas
e = Reakcijos sustabdymas, praplovimas su 50 % etanoliu, supernatanto paSalinimas, ~—je— — m—
* dziovinimas, filtravimas (2 liekanos)

' [ e |
‘ SKTVE ‘ SKTVE

1

‘ Baltymy nustatymas ‘ I ‘ Peleny nustatymas ‘
|
U

v
‘ DMMS (SKNV+SKTV) ‘

v

SK=DMMS + SKTVE

1.9 pav. Atsparaus virskinimui krakmolo nustatymo metodo schema (162)
1.3.5. Krakmolo modifikavimo griidy produktuose galimybés

Didelio susidoméjimo sulaukia naujos maisto perdirbimo technologijos,
efektyviai gerinanc¢ios maisto produkty mitybine verte (12). Didzioji dalis iki Siol
atlikty tyrimy, skirty augalinés Zaliavos krakmolo modifikavimui ir AVK kiekio
padidinimui, buvo nukreipta j sistemas, sudarytas i§ krakmolo (15, 16), nors
krakmolas kaip toks néra valgomas, todél buisimi tyrimai, nukreipti i AVK, turéty biti
atliekami maisto matricoje.

AVK vartojimas, susij¢s su nauda sveikatai, skatina kurti naujus metodus, kurie
galéty veiksmingai padidinti nevirSkinamojo krakmolo kiekj grudy pagrindu
pagamintuose produktuose. Atsparaus virSkinimui krakmolo kiekis gali bati
padidintas  technologiniy procesy (9, 10), fizinio ar hidroterminio krakmolingos
zaliavos apdorojimo metu (8, 11).

Vienas i§ tokiy technologiniy procesy, taikomy AVK kiekiui padidinti, yra
sterilizavimas, kuris turi didziausig komercializavimo potencialg. O $tai kiti terminiai
metodai néra tinkami pramoniniam taikymui dél dideliy sgnaudy, mazo efektyvumo,
sudétingy veikimo etapy ir naudojamos specializuotos jrangos (138, 163).

Sterilizuojant nenaudojamos cheminés medziagos, todél galutiniame etape
nesusidaro Salutiniai produktai, Siam technologiniam procesui reikalinga jranga, tokia
kaip autoklavas, galintis uZztikrinti didele temperatiirg ir slégj (164). Sterilizavimo
procesas apima krakmolo méginio, suspenduoto vandenyje, kaitinimg, tada ausinima,
kad susidaryty retrograduota amilozé (165). Didesnés temperatiiros taikymas kartu su
didesniu slégiu sukelia greitesng retrogradacija, o auSinimo temperatiira lemia geresng
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retrogradacija. Sudarytos technologinés sglygos turi jtakos Kkleisterizacijos ir
retrogradacijos procesams, kurie véliau gali paveikti gaminamo AVK kiekj (138).

Ausinimo proceso metu, po sterilizavimo, galima padidinti AVK kiekj,
koreguojant apdorojimo salygas, pvz., Sildymo bei ausinimo temperatiira ir laika, taip
pat Sildymo—ausinimo cikly skaiciy (166). AVK susidarymui reikalingas tinkamas
vandens kiekis, kada vyksta hidratuoto krakmolo kleisterizacija, kurios metu i§
granuliy iSplaunamos amilozés grandinés; auSinimo etape vyksta krakmolo
retrogradacija, kurios metu linijinés lanksc¢ios amilozés grandinés persikristalizuoja ir
suformuoja sandariai supakuotas dvigubas spirales, stabilizuotas vandeniliniais
rysiais (8). Atsiradus amilozés kristalizacijos zonai ir sandariai supakuotoms
dviguboms spiraléms, amilaz¢ gali neleisti kontaktuoti su a-1,4 glikozidine jungtimi
krakmolo kristalingje srityje ir neleisti amilazés aktyvaus centro jungimosi vietai
prisijungti prie krakmolo molekulés, tokiu biidu amilozés kristalai tampa atspariis
amilazés veikimui (167).

Trumpesnio apdorojimo autoklave atveju krakmolas néra visiskai
kleisterizuojamas, tod¢l amilozés molekulés néra visiskai iSsilaisvinusios ir jos
hidrolizé nevyksta (168, 169). llgéjant apdorojimo autoklave trukmei, AVK kiekis
laipsniskai didéja.

Autoklavavimo trikumai: iSgaunant i§ produkty krakmola, prarandamas didelis
kiekis baltymy ir kity maistiniy medziagy, taip pat aktyviyjy ingredienty, esanciy
zemés ukio produktuose; pakaitinus ir atSaldzius krakmolo suspensija, krakmolg
sunku i8dziovinti dél kleisterizacijos proceso; dziovinimo proceso metu krakmolo
kokybé taip pat gali pablogéti (9).
priskiriami prie natiiraliy procesy, kuriy metu modifikacija vyksta be jokiy cheminiy
medziagy. Procesas yra veiksmingas, lankstus Silumos Saltiniy atzvilgiu, mazy
sgnaudy, nesudaro cheminiy likuciy, todél tai itin patrauklu pramonei (170).
Apdorojimas hidroterminiu biidu — tai fizikinis krakmolo modifikavimo metodas, kai
AVK apdorojama ribotos dréegmeés salygomis (10-30 %) tam tikrg laika, nuo 15 min
iki 16 h, aukstesnéje nei kleisterizacijos temperattra (80-120 °C) (171,172).

Hidroterminiu biidu apdoroto AVK kiekio poky¢iai priklauso nuo krakmolo
Saltinio ir fizikiniy apdorojimo salygy, tokiy kaip drégmeés kiekis, temperatiira ir
apdorojimo trukmeé (173, 174). Zavareze ir Dias (175) nustaté, kad esant didesniam
amilozés kiekiui krakmole buvo gautas 53 % didesnis AVK kiekis jj apdorojant
hidroterminiu bidu.

1.3.6. Krakmolo modifikavimo galimybés taikant apdorojimq ultragarsu

Krakmolas dazniausiai naudojamas kaip priedas gaminti maisto produktus.
Taciau maisto produktams reikalingas pageidaujamas funkcionalumas ir unikalios
fizikinés bei cheminés savybés retai patenkinamos esant gamtiniam krakmolui. Todél
gamtinis krakmolas modifikuojamas cheminiu, fermentiniu, fiziniu biidu, kad biity
sukurti nauji maisto produktai. Modifikuojant krakmolg galima ne tik padidinti
teigiamas krakmolo savybes, bet ir sukurti naujus krakmolo darinius, kurie pasizymi
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naujomis funkcinémis savybémis, taip pat pakei¢iamos ir technologinés savybés.
Vienas i§ modifikavimo budy yra ultragarso taikymas.

Apdorojimas UG yra veiksmingas krakmolo modifikavimo metodas,
pasiZymintis jvairiais pranasumais, susijusiais su kokybe ir didesnémis pritaikymo
galimybémis, ribotu cheminiy medziagy panaudojimu ir trumpesniu apdorojimo
laiku, todel laikomas aplinkai nekenksmingu apdorojimu(176). Pagal gamting
krakmolo kilmgs, fizing krakmolo biiseng ir apdorojimo ultragarsu proceso salygas
(galia, daznj, laika ir temperatiirg), pasikeicia ultragarsu apdoroto krakmolo struktira,
sumazinamas klampumas, tirpumas ir pasikeicia skaidrumas (177, 178, 179, 180).
Ultragarsu daugiausia pazeidziama amorfiné krakmolo granuliy sritis, pavirsius tampa
akytas ir pagerinamos fizikinés bei cheminés savybes, tokios kaip brinkimo galia,
tirpumas ir kleisterio susidarymas (181). Apdorojimas UG padidina krakmolo
poringuma, o tai reiskia padidéjusj jo pavirSiaus plotg ir savo ruoztu padidéjusj
krakmolo molekuliy cheminj reaktyvuma tolesnéms reakcijoms (182).

Didelio intensyvumo ultragarsas (20 kHz daznis ir 170 W galia 30 min) turi
jtakos krakmolo granuléms ir gali veiksmingai pakeisti vidutinj granuliy dydj bei jy
pasiskirstyma (124). Pritaikant apdorojimo ultragarso parametrus (temperatiira 25-65
°C, trukmeé 10-20 min, ultragarso amplitude 50-100 %) jie turi jtakos kukurtizy
krakmolo fizikinéms, cheminéms ir viskoelastinéms savybéms, taip pat granuliy
pavirsius yra pazeidziamas (177).

Siekdami jvertinti molekulinius struktiirinius pokyc¢ius apdorojant bulviy
krakmolo granules ultragarsu, Zhu ir kt. (180) bulviy krakmolo suspensijai taike
jvairius ultragarsinio apdorojimo biidus (60 W, 105 W ir 155 W galios, 20 kHz
daznio 30 min). Pagal gautus rezultatus matyti, kad padidinus ultragarso galig labiau
iSbrinksta kompaktiskos krakmolo kristalinés struktiiros. O Stai B tipo kristalinés
strukttiros pokyciy nepastebéta.

Ultragarso galia— tai parametras, kuris turi jtakos kavitacijos atsiradimui.
Didesné galia sukelia greitesnj ultragarso bangy sklidima terpéje (183). Todél didelés
ultragarso galios taikymas padidina krakmolo ekstrahavimo iSeiga dél didesnio
krakmolo molekulés skilimo, kurio metu jis i$siskiria i§ granulés j terpe (184).

Atsizvelgiant ] teigiamg apdorojimo ultragarsu poveikj, Sis metodas pritaikytas
padidinti AVK kiekj; kukurtizy krakmolo AVK kiekis padid¢jo iki 6,2 % po 16 min
apdorojant UG (185). Ding, Luo ir Lin (186) nustaté, kad apdorojimas UG palengvino
AVK susidaryma, dél kurio atsirado virskinimg slopinanciy savybiy.

1.4. RyZiy malimo S$alutiniy produkty panaudojimas maisto produkty mitybinei
vertei pagerinti ir augaly substraty funkcionalumui padidinti

1.4.1. RyZiy malimo Salutiniy produkty panaudojimas funkciniy maisto produkty
gamybai

Funkciniai maisto produktai sulaukia didelio susidoméjimo dél jy poveikio
mitybai, saugai ir sveikatai. O Stai grudy perdirbimo Salutiniai produktai, kurie savo
sudétyje turi vertingy komponenty, tokiy kaip maistinés skaidulos, baltymai,
mineralai ir antioksidantai, $altinis, yra perspektyvis ir naudingi komponentai maisto
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ir farmacijos pramonei. Gridy ir vaisiy/uogy perdirbimo Salutiniy produkty
pavertimas ] vertingus maisto priedus apima naujausius augaliniy medziagy
perdirbimo pasiekimus pagal tvarumo principus.

RP savo sudétyje turi funkciniy komponenty, kurie suteikia maisto produktams
pridéting verte (187). Polifenoliai, biidami galimi antioksidantai, apsaugo nuo jvairiy
patologiniy bikliy, susijusiy su oksidaciniu stresu ir uzdegimu, dél to yra vertingi
kaip maistinés medziagos (188). Reguliarus Sviezio maisto, kuriame gausu
polifenoliy, jtraukimas ] raciong gali turéti naudingiausia poveik]j ilgalaikei nervy
sistemos apsaugai, nes padidina prisitaikanc¢ia natiiralia organizmy apsaugg ir
moduliuoja patologinius mechanizmus, susijusius su neurodegeneracija (189, 190).
RP funkcionalizavimo budai, kurie gali paskatinti RP pagrindu pagaminty maisto
produkty gamyba dideliu mastu, atitikty pasauling funkciniy maisto produkty
paklausa (191). Sia prasme perspektyviausias biidas naudoti bioaktyviasias medZiagas
kaip maisto priedg yra inkapsuliuojant ir (arba) imobilizuojant, taip pat kuriant
veiksmingas tiekimo sistemas, kurios gali iSspresti vertingyjy medziagy jsisavinimo
problema, Sitaip sukuriant ypatinga nauda zmogaus organizmui.

Bioaktyviosios imobilizavimo sistemos. Tai nauja technologijos koncepcija
funkciniy maisto produkty gamyboje, kai bioaktyvieji komponentai yra
imobilizavimo medziagoje arba yra imobilizuojami, norint sukurti saugy ir
pasizymintj konkreCiomis savybémis maisto produkta.

Bioaktyvieji komponentai gali biiti javy ir vaisiy maistinés skaidulos, taip pat
uogy fenoliai, kurie yra susije su dideliu antioksidaciniu pajégumu ir antimikrobiniu
aktyvumu; taip pat AVK gali biti sitlomas kaip prebiotikas ar funkcinis
ingredientas (192).

Gausiis vertingy antioksidaciniu aktyvumu pasizyminciy fenoliniy junginiy
(fenoliniy rtgsc¢iy, atsparaus virskinimui krakmolo) RP galéty biiti panaudoti kity
tarpiniy pridétinés vertés produkty gamybai. Tai ne tik sumazinty tokiy atlicky
srautus, bet ir prisidéty prie tarSos pramoninémis atlickomis mazinimo problemos
sprendimo. Griidy malimo Salutiniuose produktuose esancios biologiskai veiklios
medziagos turi platy teigiamg poveik] Zmogaus organizmui kaip skirtingo tipo
antioksidantai, fermenty veiklos moduliatoriai.

Brukniy uogos yra bioaktyviyjy junginiy, tokiy kaip flavanoliai ir jy dariniai,
Saltinis  (193). Irodyta, kad brukniy ekstraktai pasizymi neuroprotekciniu,
priesuzdegiminiu (188), priesvéziniu ir kardioprotekciniu poveikiu (194).

Taip pat moksliniais tyrimais jrodyta, kad uogy/vaisiy pektinas yra potencialus
prebiotikas, didinantis naudingyjy bakterijy augimg Zarnyne — vertingas Salutinis
produktas, kurj galima gauti i§ vaisiy/uogy (V/U) perdirbimo atlieky (195). Pektinas —
augalinis heteropolisacharidas, sudarytas i§ D-galakturono riigsties lickany, sujungty
a-1,4-glikozidinémis jungtimis. Antrinés augalininkystés Zzaliavos turi didelj
potenciala, kaip natiraliy maistiniy skaiduly $altinis. Ypac atkreiptinas démesys |}
vaisiy ir uogy isspaudas, kurios islaiko zaliavy cheminés sudéties savitumus: jose yra
vitaminy, skaiduly, mineraliniy ir pektininiy medziagy. Siuo atzvilgiu vaisiy ir uogy
iSspaudy naudojimas naujy maisto produkty gamyboje, jskaitant funkcinius tikslus,
yra aktualus ir atitinka dabartines maisto mokslo tendencijas.
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Prebiotinémis savybémis pasizyminéiy funkcionalizuoty RP ir V/U veikliyjy
junginiy simbiotiniy rySiy derinimas, kuriant naujas maisto technologijas, yra pazangi
priemoné, padedanti uZztikrinti maisto saugg ir su tuo susijusiy riziky valdyma.
Sukurtos maisto sistemos uztikrinty tokiy veikliyjy junginiy funkcionalumag ir
stabiluma, i§laikant antimikrobines ir antioksidacines savybes produkte.

Vadinasi, RP ir uogy iSspaudy pagrindu pagamintas priimtinas kramtomojo tipo
produktas, praturtintas grudy skaidulomis ir V/U fitocheminémis medziagomis, gali
biti jdomus funkcinis produktas masiniam vartojimui kaip nauja veikliyjy medziagy
tiekimo sistema.

Probiotiniai fermentuoti produktai. Fermentuoty maisto produkty funkcinés
savybés atsiranda dél fermentacijos metu mikroorganizmy gaminamy bioaktyviyjy
metabolity, tokiy kaip vitaminai, bioaktyvieji peptidai, organinés riigstys arba riebaly
rugStys. Naujai atrastos specifiSkesnés probiotiniy bakterijy padermés daro didele
jtaka imunitetui, infekciniy ligy gydymui ir daugelio Seimininko oksidacijos
sukeliamy sutrikimy prevencijai (196, 197). Probiotiky vartojimo pagrindinis tikslas —
sustiprinti nattiralig Zzarnyno mikroflora.

Atspariy virSkinimui angliavandeniy prebiotinis poveikis taip pat kelia didelj
susidoméjima dél poveikio imobilizuoty probiotiniy lasteliy stabilumui, padidinant
apsauga ir kontroliuojant iSsiskyrimg virskinimo metu (198). Simbiotiniy rysiy tarp
uogy fenoliniy junginiy, gridy maistiniy skaiduly ir antimikrobiniy probiotiniy
mikroorganizmy derinys, kuriant naujas maisto technologijas, blity pazangi priemoné
valdant produkty sauga ir teigiamai veikiant sveikata (199). Nutraceutiniy medziagy
veiksmingumas priklauso nuo bioaktyviyjy komponenty stabilumo, biologinio
aktyvumo ir biologinio prieinamumo (200). Maisto produkty, kuriuose gausu
augalinés kilmés polisacharidy ir polifenoliy, gamyba riboja nepakankama
polisacharidy dispersija ir bioaktyviyjy fitocheminiy medziagy biologinis
prieinamumas, susijes su jy mazu tirpumu ir (arba) stabilumu. Literatiiroje atkreiptas
démesys | kietafazés ir pusiau kietafazés fermentacijos panaudojimo galimybes
augalinés kilmés zaliavy komponentams modifikuoti ir bioprieinamumui
didinti (201).

1.4.2. RyZiy malimo Salutiniy produkty panaudojimas dario augaly substrato
komponenty gamybai

Pastaruoju metu, kai nuolat ieSkoma naujy agrozaliavy jvairiy bioprodukty
gamybai, agropramonéje susidarantys dideli kiekiai $alutiniy produkty, vertinant §iuo
aspektu, turi neiSnaudota potencialg. Be to, dirvozemio biologinis ir mitybinis
potencialas yra svarbus kriterijai, siekiant pagerinti paséliy derliy ir uztikrinti maisto
saugg (202). Sodo augaly augimo reguliavimas ir aplinkos streso palengvinimas yra
svarbils veiksniai, apibiidinantys kulttriniy augaly produktyvuma.

Temperatiira, Sviesa, vanduo, maistinés medZziagos ir biostimuliatoriai yra
svarbiausi veiksniai, turintys jtakos augaly augimui. DirvoZemis ir vanduo yra
svarblis veiksniai augaly augimui, todél jy biiklés kontrolé ir gerinimas turi buti
uztikrinti, naudojant jvairias organines maistines medziagas, jkomponuojant jas i
augaly auginimo substratus.
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Siais laikais, spar&iai tobuléjant ekologijai, vis daugiau dkininky siekia
chemines trasas pakeisti organinémis medziagomis. Organinés kilmés atliekas
dazniausiai sudaro Zemés tkio, pramonés, komunalinés atliekos (203). Taikant
fizines, chemines ir biologines apdorojimo technologijas kenksmingy medziagy
pasalinimui ir funkcionalizavimui, galima gauti tinkamus substratus. Atlieky
apdorojimo procese naudojami mikroorganizmai, kurie patys savaime pasizymi tam
tikromis augaly augimg skatinanc¢iomis savybémis (204).

Didéjant  informacijos  kiekiui apie aplinkos tvaruma, pramonés
suinteresuotumas teikti novatoriskus Salutiniy gridy produkty valdymo sprendimus,
pagristus tvariu poziliriu, sparCiai auga. Tokiu atveju galimas agrarinés pramonés
atliecky perdirbimas, taikant aplinka tausojancias technologijas, pagerinty jy
perdirbimo tvaruma. Organinés kilmes atliekos, kuriose yra daug vertingy maistiniy
medziagy, sulaukty dar didesnio susidoméjimo dél savo sudétyje esanciy
komponenty. Medziagos, kurios daro teigiamg jtaka augaly augimui, palankiai veikia
dirvozemj ir didina iStekliy panaudojimo efektyvuma (205, 206). Ekologiski
pramoniniai Salutiniai produktai, kuriy pagrindg sudaro javy sélenos, gali biti
naudojami kaip biotragSos, o pagrindinés maistinés medziagos gali biiti natiiralus
naudingas priedas, gerinantis biologinj aktyvumg ir augaly augima (191).

Augaly substraty komponentai, kuriuose yra medziagy ir mikroorganizmy,
skatinan¢iy sékly daigumg ir augaly augimo intensyvuma, padeda augalui lengviau
jsisavinti naudinggsias medziagas, padidina jy derlingumg ir kokybe. Dazniausiai
tokie organinés kilmeés tragsy komponentai naudojami Silthamiuose auginamiems
augalams, vaismedziams, lauko darzovéms, géléms ir dekoratyviniams
augalams (206).

Vienas i§ tokiy ekologisky alternatyviy organiniy substraty galéty biti
funkcionalizuotos RP, kuriy sudétis praturtinta maistinémis medziagomis ir
biologiskai aktyviais junginiais. Ryziuose gausu fenoliniy rugsciy, tokiy kaip ferulo,
p-kumaro, galo ir kt. (207), kurios reikalingos augaly auginimo procesui. Apdorotos
fiziniais ar terminiais biidais RP gali biiti naudojamos kaip substratas dirvozemio
struktirai pagerinti (208). Tiek kietafazé fermentacija, tieck UG taikomi RP
apdorojimui, siekiant padidinti vertingyjy komponenty kiekj ir pagerinti jy
ekstrakcijos efektyvuma.

Bioaktyviyjy medziagy naudojimas augaly substrate gerina biologinj aktyvuma,
Sakny augimg, augaly aprupinimg mikroelementais. Vyksta maistiniy medziagy
mainai, kurie padidina dirvozemio vandens sulaikyma (191). Fermentuoti
antimikrobinémis PRB ryziy malimo Salutiniai produktai turi daugiau nepakei¢iamyjy
ir sglygiskai nepakei¢iamyjy aminortgsciy (AR), kurios teigiamai veikia augaly
augimg. Yra zinoma, kad AR, kuriose gausu azoto, skatina lgsteliy augima, palaiko
reikiamg pH, sintetindamos kitus junginius (209). AR yra vienas pagrindiniy aspekty,
reguliuojanciy augaly augima, jy susidaryma ir chlorofilo sinteze.

Be to, augaly ligos yra vis didéjanti visuotinio atSilimo problema. Dirvozemyje
plintantys grybeliniai patogenai yra vienas i§ labiausiai paplitusiy Sakny puvinj
sukelianciy veiksniy, dél kuriy prarandamas zemés tkio ir sodo augaly derlius; o tai
daro jtakg Siltnamiy augaly produktyvumui ir produkcijos kokybei. Pomidory augaly
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Sakny puvinys paprastai vadinamas Fusarium spp., tai apima Sakny uzkrétimg, kuris
sukelia vytimg ir 10-80 % derliaus praradimg (210, 211). Pupeliy Sakny puvinius
dazniausiai sukelia Rhizoctonia, Fusarium ir Pythium patogenai, kurie ilgai islicka
uzkréstoje dirvoje (212).

Pastaruoju metu jrodyta, kad PRB veiksmingai kovoja su jvairiais grybeliniais ir
bakteriniais fitopatogenais, taip pat mazina augaly biotinj ir abiotinj stresa (213).
Fermentuoty RP ekstraktai pasizymi priesgrybeliniu poveikiu prie§ atitinkamus
Aspergillus spp., Penicillium spp. ir Fusarium spp. (214), taip pat antibakterinj
aktyvuma prie§ Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium ir
Pseudomonas aeruginosa (84).

Dél gebéjimo gaminti organines rigstis ir metabolitus, kurie pasizymi
antimikrobinémis savybémis, PRB naudojamos ne tik maisto produkty
konservavimui, bet ir reikSmingy teigiamy sveikatos pokyc¢iy skatinimui (213). PRB
metabolizmas fermentacijos metu padeda sumazinti kai kuriuos toksiskus ir
antimitybinius faktorius, taip pat skatina biologiSkai prieinamy, biologiSkai aktyviy
junginiy gamyba (215, 216). PRB laikomos saugia technologijos dalimi, kuri
nesukelia rizikos (217).

Tokius funkcionalizuotus organinius substratus, kuriuose yra augaly vystymuisi
reikalingy medziagy, galima naudoti visuose augaly auginimo etapuose, pradedant
nuo sékly apdorojimo, taip inicijuojant jvairius biocheminius ir fiziologinius pokyc¢ius
augaluose. Parenkant substratg ir jo apdorojimo buida, svarbu nustatyti aktyviuosius
komponentus ir jy poveikj augalui.

Taigi, galima teigti, kad RP galéty buti naudojami organiniy sodo augaly
auginimo substrato komponenty, turin¢iy padidintag funkcionalumo aspekta —
priesgrybelinj aktyvuma ir pagerintag mitybos potenciala, gamybai.

1.5. Literatuiros apZvalgos apibendrinimas ir darbo tikslo pagrindimas

Didéjant maisto gamybos Salutiniy produkty susidarymo kiekiams, jy
panaudojimas tapo pasaulinj susidoméjima pelniusia problema. Salutiniy produkty
sudétyje yra natiraliy biologisSkai aktyviy junginiy, tokiy kaip vitaminai, mineralai,
riebaly riigStys, antioksidantai, maistinés skaidulos ir probiotikai (218, 219). Todél jie
gali buti naujy funkciniy maisto produkty sudedamosios dalys. Pagal literatiiros
analize ryziy malimo Salutiniai produktai — tai maisto atliekos, kuriose yra dideli
kiekiai maistiniy ir biologiskai aktyviy medziagy, mazinanciy neuzkreciamyjy létiniy
ligy rizikg. Taigi, RP yra tvarus funkcinis ingredientas, savo sudétyje turintis vertingy
komponenty; dél $iy priezasCiy RP pasirinktos tyrimo objektu, siekiant jas perdirbti ir
panaudoti funkciniy maisto produkty bei darzo augaly augimg gerinanciy substraty
komponenty gamybai.

Literatiros apzvalgoje nagrinéjami RP apdorojimo budai ir perdirbimo
technologijos. Vieni dazniausiai taikomy btidy yra hidroterminis ir terminis zaliavos
apdorojimas. Taciau ieSkoma alternatyviy budy, kuriems reikéty mazesniy laiko ir
energijos sgnaudy; tai yra pla¢iai taikoma mikrobiné fermentacija, fermentiné
hidrolize¢ ir apdorojimas ultragarsu.
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Vienas i§ efektyviy biidy ryziy malimo Salutiniy produkty maistinés vertés ir jos
komponenty funkcionalumo pagerinimui yra fermentacija PRB, todél aktualu parinkti
mikroorganizmus, efektyviai veikianCius pasirinktoje terpéje. Taip pat tikslinga
atrinkti rugSciai terpei ir temperatirai atsparias PRB, jvertinti jy adaptacijos ir
dauginimosi RP terpéje intensyvumg. Antra vertus, svarbu istirti PRB gebéjimg RP
terpéje gaminti bioaktyviomis savybémis pasizymincius metabolitus, tokius kaip
L(+)-pieno rugstis, taip pat jvertinti PRB ksilanolitinj, proteolitinj ir antimikrobinj
aktyvumus.

Antrasis i§ btuidy RP funkcionalizuoti yra apdorojimas ultragarsu, kuris suteikia
placias panaudojimo galimybes. Apdorojimas ultragarsu yra netoksiskas ir saugus
procesas, kurio metu, vykstant kavitacijai, gali buti sumazinta zaliavos
mikrobiologiné tarSa ir vykti Zaliavos makrokomponenty modifikavimas. Platus
ultragarso pritaikymo spektras apima gaminio juslines, maistines, funkcines savybes,
prailgina tinkamumo vartoti trukme.

Literatiiringje apzvalgoje pagrindinis démesys skiriamas atspariam virSkinimui
krakmolui (AVK), kaip RP funkciniam komponentui, ir jo kiekio didinimui, taikant
apdorojima aukstojo daznio ultragarsu. Didzioji dalis iki Siol atlikty tyrimy, skirty
augalinés zaliavos krakmolo modifikavimui ir kiekio padidinimui, nukreipti j grynojo
krakmolo sistemas, nors krakmolas vienas, kaip toks, néra valgomas, tod¢l svarbus
aspektas — istirti AVK susidaryma visoje RP matricoje, veikiant ja aukstojo daznio
ultragarsu.

Apdorojimas ultragarsu turi skirtingg poveikj mikroorganizmams, fermentams,
krakmolo strukttiriniams poky¢iams, todél proceso efektyvumo uztikrinimui biitina
optimizuoti apdorojimo UG parametrus, turinCius reik§mingos itakos AVK
susidarymui. AVK funkciniy ir technologiniy savybiy jvertinimui tikslinga nustatyti
temperatiros jtaka AVK morfologinéms, fizikinéms, cheminéms ir funkcinéms
savybéms, taikant Siuolaikinius analizés metodus.

Analizuojant fermentuoty RP ir apdoroty UG pritaikymo galimybes, atkreiptas
démesys | jy biologiskai aktyviy junginiy profilius, pateiktus mokslingje literatiiroje.
Fitocheminés medziagos, maistinés skaidulos ir atsparus virskinimui krakmolas — tai
vienos i§ pagrindiniy sudedamyjy daliy, kurios moduliuoja zarnyno gleivinés
imunitetg ir prevenciskai veikia prie$ gaubtings ir tiesiosios Zarnos vézio atsiradimg.

Vertinant funkcionalizuoty (fermentuoty antimikrobinémis PRB ir apdoroty
UG) RP panaudojimg funkcinio produkto prototipo gamybai, aktualu atrinkti
atsparias riigstinei terpei ir pasiZymincias antimikrobinémis savybémis pieno riigsties
bakterijas, taip pat parinkti augalinés kilmeés stingdiklius ir tirstiklius, uztikrinancius
tekstliros stabiluma, ir jvertinti produkto stabiluma laikant.

Remiantis literatiiros duomenimis, RP biity galima panaudoti organinio augaly
substrato komponenty gamybos plétrai. Siuo aspektu svarbu jvertinti funkcionalizuoty
RP ekstrakty antimikrobinj aktyvuma prie$ augaly Sakny bei stiebo ligas sukelian¢ius
patogenus ir nustatyti RP priedy poveikj augaly sékly daigumui, daigy augimo
intensyvumui bei chlorofilo susidarymui augaluose.

Apibendrinant, disertacinis darbas skirtas istirti ryziy malimo Salutiniy produkty
perdirbimo j didesnés pridétinés vertés komponentus apdorojimo ultragarsu bei
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mikrobinés fermentacijos metodus ir jy panaudojimo galimybes, parenkant tinkamus
procesy parametrus.

2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI
2.1. Tyrimu objektai

Ryziy malimo Salutiniai produktai. Tiriamajame darbe naudoti ryziy malimo
Salutiniai produktai (RP), gauti po rudyjy ryziy poliravimo, malimo procesy. Si
zaliava gauta i§ UAB ,Ustukiy maltnas“ (Pasvalys, Lietuva) 2016-2021 m.
laikotarpiu. Visy partijy cheminé sudétis pateikta 2.1 lenteléje.

Pirmoji zaliavos partija (2016 m.) naudota RP zaliavos fermentabilumo
skirtingomis PRB tyrimui. Eksperimentui naudota nefrakcionuota zaliava, kuri prie$
eksperimentg sterilizuota autoklave (121 °C; 15 min). Bendras vidutinis
mikroorganizmy skaiéius po sterilizavimo nustatytas <10 KSV/g.

Antroji Zaliavos partija (2018 m.) naudota funkcinio produkto gamybai. Zaliava
pries eksperimentg i$frakcionuota j 3 frakcijas (siety akuciy skersmuo 200 pm,
315 pm ir 500 pm) milteliniy medziagy frakcionavimo jranga (EFL 300, Sonic Sifter,
Endecotts Limited, Londonas, Jungtiné Karalysté). Funkcinio produkto gamybai
pasirinkta viena i§ RP frakcijy (315 um), kurioje nustatytas didziausias atsparaus
virskinimui krakmolo kiekis (AVK 8,80 g/100 g s. m.) (g/100 g s. m.: baltymai —
14,62; riebalai— 5,66; krakmolas— 51,95; nevirSkinamosios skaidulos — 26,43;
pelenai — 1,35).

2.1 lentelé. Ryziy malimo Salutiniy produkty cheminé sudétis (g/100 g)

I partija II partija III partija
Drégnis 11,38 £ 0,12 10,55+ 0,04 8,23 +£0,26
Baltymai 8,89+ 0,32 13,07 £ 0,62 10,29 £ 0,15
Riebalai 1,27+ 0,32 5,06 £ 0,52 5,69 + 0,63
Maistinés skaidulos 7,46 £ 0,96 23,64 + 0,87 11,95+0,79
Krakmolas 68,72 £ 0,36 46,47 + 0,27 62,33+ 0,15
Pelenai 2,28+ 0,11 1,21 £0,12 1,51+0,14

Trecioji zaliavos partija (2021 m.) naudota, optimizuojant apdorojimo UG
salygas atsparaus virSkinimui krakmolo (AVK) gamybai, ir biotraSy komponenty
kiirimui. AVK optimizavimo eksperimentui pasirinkta 315 um daleliy dydzio
frakcija, kurioje nustatytas didesnis krakmolo kiekis, o biotrgsy komponenty kiirimui
naudota 500 um daleliy dydzio frakcija (2.2 lent.).

Visi RP méginiai eksperimento metu laikyti sandariose pakuotése Saldiklyje
—18 °C temperatiros aplinkoje.

Zaliavos cheminé sudétis kito pagal luobelés kiekj rudujy ryziy griiduose ir jy
poliravimo lygj. Mikrobinés fermentacijos eksperimentai, atlikti su visomis zaliavos
partijomis, parodé, kad cheminés sudéties skirtumai (didesni riebaly ar skaiduliniy
medziagy kiekiai) neturéjo reikSmingos jtakos tieck PRB gyvybingumui, tiek
analizuoty medziagy rezultatams. AVK susidarymas, apdorojant UG, analizuotas
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disertacinio darbo metu skirtingose RP partijose, priklausé ne nuo zaliavos sudéties, o
tik nuo apdorojimo UG parametry.

2.2 lentelé. RP frakcijy iSeiga ir jy cheminé sudétis (g/100 g s. m.)

Daleliy  ISeiga,

dydis o, Baltymai Riebalai Krakmolas SK Pelenai
500 pm 24 15,42+0,08 11,14+0,55 61,25+0,63 10,84+0,84 1,34+0,82
315 pm 71 11,20 +£0,71 5,38 £0,81 66,41+0,51 15,12+0,72 1,89 +0,99
200 um 5 10,54 +036  6,34+0,99  73,69+0,31 8,46 +0,64  1,88+0,73

Pieno rugsties bakterijos (PRB). Ryziy zaliavos fermentacijai naudota
vienuolika heterofermentiniy PRB, gauty i§ LSMU Maisto saugos ir kokybés katedros
Maisto/pasary (bio)technologijos mokslo grupés kolekcijos. PRB buvo isskirtos i§
spontanisSkai fermentuoty kvietiniy ir ruginiy raugy, identifikuoty fenotipiniais ir
molekuliniais metodais (220). Kultiiros apsauginéje terpéje (25 % glicerolyje)
saugotos —80 °C  temperatiiroje  Saldiklyje (Angelantoni  Platilab  110H).
Eksperimentui bakterijos atgaivintos MRS terpéje (CM 0359, Oxoid Ltd., Hampsyras,
Jungtiné Karalysté), laikant 48 h 30 °C temperattros aplinkoje fakultatyvinémis
anaerobinémis salygomis. Darbe naudoty PRB sarasas pateiktas 2.3 lentel¢je.

2.3 lentelé. Tyrimui naudotos pieno riigsties bakterijos ir jy padermés

Pieno riigsties bakterija Pieno rugsties bakterijos padermé
Lactobacillus plantarum Lp135
Lactobacillus plantarum Lpl8
Lactobacillus brevis Lb140
Lactobacillus brevis Lbl173
Lactobacillus paracasei Lpc244
Lactobacillus uvarum Lu245
Lactobacillus farraginis Lf206
Pediococcus acidilactici Pa236
Pediococcus acidilactici Pa29
Pediococcus pentosaceus Pp100
Pediococcus pentosaceus Pp22

Indikatoriniai mikroorganizmai. Antigrybinio ir/ar antibakterinio PRB
metabolity poveikio jvertinimui naudoti mikroskopiniai grybai ir bakterijos, tarp
kuriy yra ir patogeniniy mikroorganizmy (2.4 lent.), gauti i§ Lietuvos agrariniy ir
misky tkio tyrimy centro, Vytauto Didziojo universiteto Augaly biologijos ir maisto
moksly katedros ir Kauno technologijos universiteto Cheminés technologijos
fakulteto Maisto mokslo ir technologijos katedros kolekcijy.

Indikatoriniai mikroorganizmai laikyti aseptinémis salygomis tamsoje 4 °C
temperattros aplinkoje. Mikroskopiniai grybai atgaivinti perkeliant jy micelj ant
atitinkamos terpés: bulviy dekstrozés agaro (PDA) (Oxoid, LTD) (1 1: 10 g mieliy
ekstrakto, 20 g peptono, 20 g gliukozés ir 18 g agaro), Sabouraud dekstrozeés agaro
(SDA) (Oxoid, LTD) (11: 10 g peptono, 40 g gliukozés ir 15 g agaro) ar Mueller-
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Hinton agaro (MHS) (11: 2 g mieliy ekstrakto, 17,5 g rhgstinio kazeino, 1,5¢g
krakmolo ir 17 g agaro) (Oxoid, CM0405). Petri Iékstelés 7 dienas laikytos 25-30 °C
temperatros aplinkoje aerobinémis sglygomis, tamsoje. Konidijos po 7 dieny i$
grybienos surinktos nuo PDA, SDA, MHS agaro gryby kultiiry. Tyrimui naudotos
suspensijos, atitinkan¢ios McFarland‘o standarta nr. 2 (~10° KSV/ml).

2.4 lentelé. Indikatoriniai mikroorganizmai

Indikatoriniai _ Dauginimo ir .
. . . Temperatiira . . Kolekcija
mikroorganizmai tyrimo terpeés

Fusarium graminearum C 25°C PDA' LA’
Fusarium graminearum D 25°C PDA LA
Fusarium graminearum E 25°C PDA LA
Fusarium graminearum F 25°C PDA LA
Fusarium graminearum G 25°C PDA LA
Fusarium culmorum 25°C PDA LA
Fusarium avenaceum 20-25 °C PDA LA
Fusarium nivale 22 °C PDA LA
Mucor mucedo 25°C PDA LA
Rhizopus oryzae 28-30 °C MHS? LA
Penicillium viridicatum 25°C SDA LA
Penicillium spinulosum 25°C SDA LA
Penicillium palitans 25°C SDA LA
Alternaria alternate 25°C SDA LA
Cladosporium herbarum 18-28 °C SDA LA
Aspergillus terreus 3540 °C SDA LA
Aspergillus niger 25°C SDA LA
Aspergilus versicolor 22-26 °C SDA LA
Aspergillus fumigatus 25°C SDA LA
Sclerotinia sclerotiorum 26-30 °C SDA vDU?®
Pythium volutum 18-26 °C PDA VDU
Verticillium wilt 21-30°C MHS’ VDU
Pseudomonas aeruginosa 37°C PCA* MMT’
Escherichia coli 37°C PCA MMT
Bacillus cereus 28-35°C PCA MMT
Salmonella typhimurium 35-37°C PCA MMT
Staphylococcus aureus 37°C PCA MMT

"Bulviy dekstrozés agaras (Oxoid, CM0139); *Sabouraud dekstrozés agaras (Oxoid,

CMO0041); *Mueller-Hinton agaras (Oxoid, CMO0405); *PCA (Liofilchem srl., Italija);

’Lietuvos agrariniy ir misky tikio tyrimy centras; *Vytauto DidZiojo universiteto Augaly

biologijos ir maisto moksly katedra; "Maisto mokslo ir technologijos katedra, KTU.

Patogenai (Escherichia coli, Bacillus cereus,  Salmonella typhimurium,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) dauginti, perneSant jy lasteles
sterilia kilpele ant nuozulnaus plate count agaro (PCA) (Liofilchem srl., Italija) (1 1:
2,5 g mieliy ekstrakto, 5 g triptono, 1 g gliukozés ir 9 g agaro) ir laikyti 24 h 37 °C
temperattros aplinkoje, véliau mégintuveliai laikyti iki 2 ménesiy 4 °C temperatiiros
aplinkoje.
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Visy indikatoriniy mikroorganizmy ir patogeny spory suspensijos paruo$imui
naudotas peptono tirpalas (100 ml vandens iStirpinta 1 g peptono ir 0,5 g NaCl).
Paruostas peptono tirpalas iSpilstomas j mégintuvélius (po 10 ml). Mégintuvéliai yra
autoklavuojami (121 °C, 15 min). Visy indikatoriniy mikroorganizmy ir patogeny
spory kiekis reguliuotas taikant Neubauer chamber lasteliy skaic¢iavimo
metodg (221). Indikatoriniy mikroorganizmy kiekis reguliuojamas pagal McFarland‘o
standarta nr. 0,5 (~10"* KSV/ml).

Fermentai. Fermenty preparatas Celustar XL, kurio sudétyje yra celiulazinio
(>20 000 AV/ml), ksilanazinio (=15 000 AV/ml), taip pat proteazinio (>=1500 AV/ml)
aktyvumy (optimalios veikimo salygos pH 6,0, 50 °C) (Dyadic International, JAV),
naudotas RP hidrolizei, kuriant augaly biotrasas.

Gamtinis ryziy krakmolas. Toks krakmolas (S-7260, Sigma Aldrich, Sent
Liuisas, Montanos valstija, JAV) naudotas kaip kontrolinis méginys atsparaus
virskinimui krakmolo fizikiniy, cheminiy ir morfologiniy savybiy palyginamajam
jvertinimui.

Atsparus virSkinimui krakmolas. AVK isskirtas i§ ryziy pagal metody
skyriuje pateikta schema (2.1 pav.). ISskirtas AVK ir krakmolas liofilizuotas,
iSdziovintas ir naudotas morfologiniy, fizikiniy, cheminiy ir funkciniy savybiy
jvertinimui.

Brukniy uogy iSspaudos. Liofilizuoti brukniy uogy (Vaccinium vitis-idaea L.)
iSspaudy milteliai (BR), gauti i§ Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro
Sodininkystés ir darzininkystés instituto Biochemijos ir technologijos laboratorijos
(Dotnuva, Lietuva), naudoti funkcionalaus produkto gamybai. Eksperimentui
liofilizuotos brukniy uogos isfrakcionuotos ir pasirinkta 230 um daleliy dydzio
frakcija (g/100 g: drégmé — 3.9; baltymai— 7,8; riebalai — 10,69; pelenai — 1,05;
maistinés skaidulos — 75,95), pH — 2,82, pektinas — 2,7 g/100 g.

RP-BR struktiiros modeliavimas. Sudarytos skirtingos modelinés sistemos i$
RP ir BR. RP ruosta pagal PKF aprasymag (zr.2.3.2 poskyri). PRB lasteliy
stabilizavimui atrinktos L. brevis 173 ir P. acidilactici 236 bakterijos, jy suspensijos
ruostos pagal 2.1 poskyri. BR priedas pridedamas, keic¢iant jo kieki (10 %; 20 %;
30 %; 40 %; 50 %) nuo bendros sausyjy medziagy masés. Misiniy struktirizavimui
taikytas apdorojimas UG mazos temperatiiros aplinkoje (40 °C; 20 min;
v/m=1,3 W/em®), naudojant ultragarsing vonele (modelis 5/1575), sujungta su
120W-HF generatoriumi (Meinhardt Ultraschalltechnik, Leipcigas, Vokietija).

Po PRB stabilizavimo, natrio alginatas (10 %), ksantano derva (5 %) milteliy
pavidalu jdedami | mase (skaiCiuojant nuo sausyjy medziagy masés), intensyviai
maiSant 30 min 35 °C temperatiiroje. RP-BR méginys su vandeniu maiSomas santykiu
1:3, kai dedamas agaras, nes likes vandens kiekis jpilamas kartu su jame iStirpintu
agaru. Tam agaro milteliai tirpinti atitinkamame vandens kiekyje, pakaitinant iki
90 °C temperatiiros, ir tirpalas atvésintas iki 45 °C.

Visi méginiai struktiirizuoti, laikant 4 °C temperatiiroje 24 h.

Funkcinis maisto produktas. Funkcinio maisto produkto prototipas sukurtas i$
funkcionalizuoty RP, pridedant brukniy uogy iSspaudy (santykis 1:1) ir kity
komponenty. Imobilizavimui naudota PRB padermé L. brevis (Lb173). PRB
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stabilizavimas vykdytas pagal metody skyriuje nurodytg procediirg (zr. 2.5.1 poskyrj).
Produkto receptira sumodeliuota pagal §j principg. Liofilizuoti fermentuoti ir
apdoroti ultragarsu RP meéginiai sumaiSyti su brukniy uogy iSspaudomis (BR),
santykiu 50/50, pridéjus atitinkamus stingdiklius ir tirStiklius. Masé formuojama
silikono formelése, struktirizuojama 24 h, laikant 4 °C temperatiros aplinkoje,
Saldytuve, sandariai uzdarytuose maiseliuose.

DarZzo augalai. Kuriant ryziy malimo Salutiniy produkty funkcionalizuotus
biotrasy komponentus darzo augaly ligy prevencijai ir augimo intensyvumui
pagerinti, pasirinktos veislés ,,Aura“ sodo pupelés (Phaseolus vulgaris L.) ir veislés
»Promyk® valgomieji pomidorai (Solanum lycopersicum L.), kuriy séklos jsigytos i$
UAB ,,Agrofirma‘ (Kaunas, Lietuva).

RP ekstraktai. RP zaliava apdorota skirtingais budais (zr. 2.6 posk.). Gauti
ekstraktai liofilizuoti ir naudoti kaip darzo augaly auginimo substrato (DAS) priedas
atliekant eksperimentus su augalais vazonéliuose, taip pat kaip dirvozemio priedas
atliekant Siltnamio eksperimenta.

Stingdikliai. Ryziy malimo Salutiniy produkty-brukniy uogy matricos gelinei
tekstirai iSgauti naudoti augalinés kilmés polisacharidai: ksantano derva (R&D
Laboratories Ltd., Antrimas, Jungtiné Karalysté), natrio alginatas i§ Merck (Merck
KgaA, Darmstatas, Vokietija) ir agaras (Agar agar, Alvo) jsigytas vietiniame
prekybos centre.

Pagrindinés eksperimento tyrimy kryptys pateiktos 2.1 pav.
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RyZiy malimo $alutiniai produktai (RP)

Cheminés analizés tyrimai
drégme, baltymai, riebalai, angliavandeniai (cukriis, krakmolas, AVK), pelenai.

U

’ RP funkcionalizavimas ‘

U O

Pusiau kietafaz¢é fermentacija ‘ ’ Apdorojimas ultragarsu

U Y

RP pusiau kietafazé fermentacija
RP fermentabilumo tyrimai
- terpés rigstingumo pokyciai ir PR gamyba;
- PRB augimo RP terpéje jvertinimas;
- AR kokybiné ir kiekybiné analize;
- antimitybiniy faktoriy pokyc¢iai RP.

Atsparaus virSkinimui krakmolo gamybos
optimizavimas

- apdorojimo UG veiksniy, daran¢iy jtaka AVK
susidarymui, nustatymas;
- UG proceso salygy (temp., trukmés, galios)
optimizavimas, taikant centriSkai kompozicinj
eksperimento plang ir PAM;
-i§gauto AVK morfologiniy, fizikocheminiy ir
funkciniy savybiy jvertinimas (SEM, FTIR, X-ray,
kleisterizacija, hidratacijos savybés).

Efektyviy PRB atrinkimas

- PRB augimo kinetikos tyrimai;

- PRB fermentiniy aktyvumy jvertinimas;

- PRB antimikrobinio aktyvumo jvertinimas.

Ay v

’ Funkcionalizuoty (fermentuoty ir apdoroty UG) RP pritaikymo galimybiy tyrimai ‘

U U

Produkto i§ funkcionalizuoty RP ir brukniy uogy
iSspaudy (BR) su PRB prototipo kiirimas

- BR priedo jtakos PRB antimikrobiniam aktyvumui
ivertinimas;

- augalinés kilmes stabilizatoriy parinkimas RP-BR
matricos stabilumui uztikrinti;

-RP-BR matricos tekstiros ir PRB stabilumo laikant
jvertinimas.

Biotras$y komponenty gamyba darZo augaly
mikrobinei saugai ir augimui pagerinti

- funkcionalizuoty RP ekstrakty antigrybinio poveikio
darzo augaly Sakny ir stiebo puvinj sukelian¢iy patogeny
augimui jvertinimas;

- funkcionalizuoty RP priedy poveikio augaly (pomidory,
pupeliy) sékly daigumui, augaly augimo intensyvumui ir
chlorofilo susidarymui lapuose jvertinimas.

2.1 pav. Pagrindinés eksperimentiniy tyrimy kryptys
2.2. Cheminiy reagenty sgrasas

Kjeldalio tabletés (Thompson & Capper Ltd., Jungtiné Karalysté), L/D-pieno
rugSties nustatymo testas K-DLATE 07/14 (Megazyme Int., Viklou, Airija),
skaiduliniy medziagy nustatymo testas K-TDFR-100A (Megazyme Int., Viklou,
Airija), krakmolo nustatymo testas K-RSTAR (Megazyme Int., Viklou, Airija),
pektino nustatymo testas K-PECID (Megazyme Int., Viklou, Airija), amilozés ir
amilopektino nustatymo testas K-AMYL (Megazyme Int., Viklou, Airija), atsparaus
virskinimui krakmolo nustatymo testas K-RSTAR (Megazyme Int., Viklou, Airija),
TRIS (299,9 %, Sigma-Aldrich, Vokietija), glicinas (>99,0 %, Sigma-Aldrich,
Vokietija), kazeinas (Sigma-Aldrich, Vokietija), pepsinas (Sigma-Aldrich, Vokietija),
tulzies druska (Sigma-Aldrich, Vokietija), natrio kalio tartaras (>99,0 %, Sigma-
Aldrich, Vokietija), kalio dihidrofosfatas (>99,0 %, Sigma-Aldrich, Vokietija), dikalio
hidrofosfatas (>99,0 %, Sigma-Aldrich, Vokietija), natrio fosfatas (>99,0 %, Sigma-
Aldrich, Vokietija), acetonitrilas (HPLC, Penta, Cekija), metanolis (HPLC, Macron,
ES), dietileteris (>99,8 %, Sigma-Aldrich, Vokietija), acetonas (>99,0 %, Sigma-
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Aldrich, Vokietija), dimetilsulfoksidas (99,5 %, Sigma Aldrich, Vokietija), amonio
gelezies (III) sulfato dodekahidratas (>=99,0 %, Sigma Aldrich, Vokietija) ir 6-
benzilaminopurinas (analitinis standartas) gauti i§ UAB ,,Labochema LT* (Vilnius,
Lietuva).

NaCl (>99,5 %, Reachem s. r. 0., Slovakija), NaOH (>99,9 %, Reachem s. r. o.,
Slovakija), KOH (=99,9 %, Reachem s.r. 0., Slovakija), Na,CO3 (299,99 %,
Reachem s. r. 0., Slovakija), (D-gliukozé¢ (>99,5 %, Sigma-Aldrich, Vokietija),
fosforo riigstis (85,0 %), druskos rigstis (37,0 %), sieros riigstis (>98,0 %), lediné
acto rugstis, skruzdziy ragstis (50,0 %), orto-fosforo riigstis (85,0 %), citriny ragstis
1-hidratas, natrio acetatas 3-hidratas (99,0 %), kalio dihidrofosfatas (=99 %) ir
butanolis-2 (=99 %) gauti i§ UAB ,,Eurochemicals (Vilnius, Lietuva).

MRS broth with tween 80 terpé (Biolife, Italija), PCA terpé (Liofilchem s. r. L.,
Italija), PDA terpé (Liofilchem s. r. ., Italija), SDA terpé (Oxoid, LTD), MHS terpé
(Oxoid, CMO0405) ir peptonas (Liofilchem s. r. [., Italija) gauti i§ UAB ,,Biometrija‘“
(Vilnius, Lietuva).

3,5-dinitrosalicilo riigstis (98,0 %, Sigma-Aldrich, Vokietija), Folin-Ciocalteu’s
reagentas (2 N, Sigma-Aldrich, Vokietija) gauti i§ UAB ,Bioeksma®“ (Vilnius,
Lietuva).

Etanolis (96,6 %) gautas i§ AB ,,MV Group Production (Kaunas, Lietuva).

2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. Cheminés sudéties jvertinimo metodai

Drégmés Kkiekis zaliavoje nustatytas pagal LST ISO 712:2010 metoda,
dziovinant méginj 105 °C temperatiiros aplinkoje iki pastovaus svorio.

Bendras  baltymu  kiekis nustatytas Kjeldalio  metodu, pagal
LST ISO 20483:2007 standarta. Bendras baltymy kiekis apskaiCiuotas gautg azoto
kiekj dauginant i§ koeficiento ryziams 5,95.

Riebaly kiekis nustatytas iSdZiovintg iki pastovaus svorio méginj ekstrahuojant
heksanu 3 h Soksleto aparate pagal LST 136:1984.

Krakmolo Kkiekis nustatytas pagal Megazyme K-RSTAR testg (Megazyme Int.,
Viklou, Airija).

Redukuojantieji sacharidai nustatyti spektrofotometriniu metodu, naudojant
3,5-dinitrosalicilo rugsties reagentg (DNS) (222).

Bendras skaiduliniy medZiagy kiekis nustatytas pagal AOAC 985.29 metoda.

Peleny Kkiekis nustatytas pagal AOAC 942.05 metodg, deginant méginj
mufelinéje krosnyje 550 °C temperatiiroje.

Angliavandeniy kiekis nustatytas ir apskaiciuotas pagal formulg:

Angliavandeniai, % = 100 — drégnis, % — baltymai, % — riebalai,
% — mineralinés medziagos, % (2.1).

Kokybinis pektino nustatymas uogy iSspaudose atliktas metodu, pagristu
pektino ekstrakcija citrinos rugstimi, naudojant Megazyme Pectin Identification assay
kit testg (223). Méginys ekstrahuotas 0,5 N citrinos rugstimi (pH =2) 75 min 70 °C
temperatiros aplinkoje. Pektinas iSgautas i§ meéginio ekstrakto, nusodinant 95 %
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etanoliu. Gautos nuosédos iSdziovintos 65 °C temperatiiros aplinkoje iki pastovios
mases, pektino kiekis iSreikstas procentais nuo iSspaudy s. m. masés.

2.3.2. RyZiy malimo Salutiniy produkty fermentabilumo tyrimo metodai

Bakteriju tolerancijos rugsciai terpei jvertinimas. Bakterijy raiSiy gebéjimas
iSgyventi mazo pH salygomis jvertintas, nustatant jy gyvybingy lasteliy skaiciy po
iSlaikymo 3 h 37°C MRS terpgje, pariigstintoje iki pH=2,5 1 M HCI tirpalu.
Pastoviais intervalais (0 h;1 h; 2 h; 3 h) imtas 0,1 ml méginys, kuriame nustatytas
bakterijy skaicius. Skiediniai 10°-10®* po 100 pl paséti ant MRS agaro Petri
lekstelése, atliekant tris lygiagrecius séjimus, ir inkubuoti 48 h 30 °C temperatiiros
aplinkoje. Gyvybingy lasteliy skaicius iSreikstas kolonijas sudaranciy vienety (KSV)
skaiCiaus deSimtainiu logaritmu viename mililitre terpés (log;o KSV/ml).

Temperatiros jtaka bakteriju augimo RP terpéje Kkinetikai. Bakterijy
biomasés augimo kinetikai jvertinti atliktas PRB skaiCiaus nustatymas pradiniu
momentu, po 6 h ir kas 12 h visu fermentacijos (72 h) laikotarpiu (i§ viso 8 kartus).
Bakterijy augimas RP terpéje vertintas pastovios 30 °C ir 37 °C temperatiiros
aplinkoje. PRB skaicius nustatytas pagal pieno rigsties bakterijy skaiciaus nustatymo
metoda (p. 42) ir iSreikStas log,o KSV/g. Bakterijy augimo kinetikoje analizuotos
skirtingos bakterijy augimo fazés: létoji, stacionarioji ir Zities fazés. Savitasis
biomasés augimo (SBA) greitis apskaiCiuotas pagal bakterijy kiekio (log;o KSV/g)
pokytj per laiko vieneta (h).

Pusiau kietafazé fermentacija. RP pusiau kietafazé fermentacija (PKF)
vykdyta, sumaiSius sterilizuotas RP ir distiliuota sterilizuota vandenj santykiu 1:3
(drégnis — 68 %), po to pridedant 2 % (m/v) atitinkamos grynos PRB kultiiros, ruostos
pagal 2.1 poskyrj. Méginiai trimis pakartojimais fermentuoti 72 h 30 °C temperatiiros
aplinkoje aerobinémis salygomis (buteliukuose su uzsukamu kamsciu, termostate).
Pradiniu momentu ir kas 12 h paimti (i§ viso 72 h laikotarpiu) méginiai pH, BTR,
pieno rigsties kiekiui, aminoriig§¢iy profiliui ir bakterijy skaiciui jvertinti.

Terpés pH ir titruojamojo riigStingumo jvertinimas. Fermentuoty méginiy
pH vertés iSmatuotos tiesiogiai pH elektrodu (PP-15, Sartorius, Vokietija). Bendras
titruojamasis riigStingumas (BTR) nustatytas pagal LST 1553:1998. BTR isreikstas
I N NaOH kiekiu (ml), reikalingu neutralizuoti organines riigstis, esancias 100 g
méginio. Kiekvienas méginys analizuotas du kartus.

Pieno rugsties bakterijy skai¢iaus nustatymas. Pieno riigsties bakterijy
skai¢ius nustatytas pagal LST EN ISO 6887-1:2017. Analizei paimta 10 g méginio ir
sumaiSyta su 90 ml fiziologinio tirpalo (9 g NaCl/l). Atlikus atitinkamus meéginio
praskiedimus, atrinkti 10°~10" skiediniai (po 1 ml) jpilti j dvi Petri leksteles, po to
pilta 15-20 ml sterilizuotos (121 °C, 15 min) ir atvésintos iki 45 °C temperatiiros
MRS agaro terpés. Skiedinys iSmaiSytas su terpe sukamaisiais ir vertikaliais bei
horizontaliais judesiais. Sustingus terpei, apverstos lekstelés laikytos 72 h 30 °C
termostate anaerobinémis sglygomis. Vertinimui atrinktos 1ékstelés, kuriose
mikroorganizmy kolonijy skaicius sudaro nuo 10 vnt. iki 300 vnt. Kolonijas
sudaranciy vienety skai¢ius (KSV) 1 ml (arba g) produkto apskaiCiuotas pagal
formulg:
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_ Y ‘
N = Vx[n,+(0,1xn,)]xd (2.2);

¢ia: Y, C — kolonijy, suskaiCiuoty visose neatmestose lékStelése i§ dviejy vienas po kito
einanéiy vertinamy skiedimy, suma; V' — uzséto skiedinio tiris l1éksteléje, ml; ny — pirmojo
skiedinio vertinamy léksteliy skaiCius; n, — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius; d —
pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas.

Pieno rugsties ir L-/D-izomery kiekio nustatymas. Bendras pieno riigsties
(PR) kiekis ir pieno riigSties L- ir D-PR izomery koncentracijos fermentuotuose
meéginiuose nustatytos naudojant Megazyme K-DLATE rinkinj (Megazyme Int.,
Viklou, Airija). Analizei ruostas méginio ekstraktas; homogeniskas méginys (10 g)
centrifuguotas (4500 aps/min, 20 min), gauto centrifugato 1 ml praskiesta iki 100 ml
distiliuotu vandeniu.

Meéginiai katalizuojant D-laktato dehidrogenezei ir esant nikotinamido —
adenino dinukleotidui, vyksta D(—) PR izomero oksidacija iki piruvato. Antrosios
reakcijos metu, katalizuojant D-glutamato-piruvato transaminazei, i§ piruvato ir D-
gliutamato susidaro D-alaninas ir 2-oksigliutaratas. Abiejy reakcijy metu susidares
nikotinamido—adenino dinukleotido kiekis yra proporcingas D(-)-pieno riigsties
izomero kiekiui ir yra nustatomas iSmatavus tirpaly optinius tankius spektrofotometru
(Genesys 10 UV-Vis, Thermo Scientific, Vokietija), esant 340 nm bangos ilgiui.
Tokios pat reakcijos vyksta ir nustatant L(+)-pieno riig§ties izomero kiekj, tik jas
katalizuoja L-laktato dehidrogenezé ir D-glutamato-piruvato transaminaze. Gautos
absorbcijos vertés naudotos L(+) bei D(-)-pieno riigSties izomery ir bendro PR
kiekiams apskaiciuoti (g/l ekstrakto) ir perskai¢iuoti j g/100 g zaliavos (medZziagos
koncentracija méginyje 333 g/l). Kiekvienas méginys analizuotas du kartus pagal
gamintojo instrukcijas.

Aminorigsciy chromatografiné analizé. Aminoriigs¢iy (AR) kiekybiné ir
kokybiné analizé atlikta ultracfektyvigja skysCiy chromatografija (UESC) su
fluorescencijos detektoriumi, naudojant jrengini SHIMADZU Prominence LC20AD
(Shimadzu Corp., Japonija), kuriame yra fluorescencinis detektorius ir integratorius,
leidziantis iSmatuoti smailiy plotus. Analizé atlikta Maisto institute, Kaune. Naudota
atvirkstiniy faziy (RP tipo) UESC kolonéle, YMC-Triart C18 nejudamoji fazé, kurios
dalelés yra 3 um skersmens; ilgis 150 mm; vidinis skersmuo 3 mm; prieskoloné RP
C18.

Analizei naudoti 36 h fermentuoti atitinkamai PRB ir RP meéginiai. Méginys
(1 g) hidrolizuotas 7,5 ml 6 M HCl, islaikant 24 h 37 °C temperatiiros aplinkoje. Po to
méginys centrifuguotas (5000 aps/min, 20 min) ir 2,5 ml centrifugato praskiesta
distiliuotu vandeniu iki 10 ml, o 1 ml tirpalo filtruota pro 0,45 pm PVDF filtra.

UESC analizés procediiros judanciosios fazes tekéjimo greitis — 0,5 ml/min;
injekcijos tiiris — 1 pl; kolonélés temperatiira — 45 °C; detektoriaus matavimo bangos
ilgis — 450 nm ir 305 nm; eliuavimas — gradientinis, judancioji fazé 4 ir B (1,46 min —
11; 10,46 min— 13; 16,46 min— 31; 23,96 min— 37; 31,46 min— 70; 31,49 min —
100; 40,46 min — 100; 40,49 min — 11 pagal tiirj).
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Analitinés salygos: mobilioji fazé — tirpiklis 4 (20 mmol/l kalio fosfato buferis
(pH =6,5), tirpiklis B (45/40/15 acetonitrilas/metanolis/vanduo); srauto greitis —
0,8 ml/min, kolonélés temperatiira — 35 °C; aptikimas: RF-20Axs Ex, esant 350 nm,
Em, esant 450 nm, iki Ex, esant 266 nm, Em, esant 305 nm (9,0 min).

Metodo linijiSkumas jvertintas taikant amino rtgs¢iy etaloninio tirpalo
koncentracijas nuo 10 pmol/l iki 200 pmol/l. TiesiSkumui jvertinti apskaiciuotas
koreliacijos koeficientas (R”). Vertinant rezultaty atsikartojimg, apskaiciuota

santykiné standartiné paklaida.
2.3.3. Antigrybinio ir fermentinio aktyvumy tyrimo metodai

Fermentiniy aktyvumy nustatymas. PRB ksilanazinis ir proteazinis
aktyvumai vertinti RP terpéje 60 h fermentacijos laikotarpiu. Méginio ekstraktai
ruosti, maiSant 30 min magnetine maiSykle 10 g homogenisko méginio su 30 ml
0,1 M acetatinio buferio (pH = 4,5) (ksilanazés aktyvumui) arba 50 mM kalio fosfato
buferio (pH=7,5) (proteazés aktyvumui), po to centrifuguojant (4500 aps/min,
20 min). Gauti ekstraktai naudoti atitinkamo fermentinio aktyvumo nustatymui.

Proteolitinis aktyvumas nustatytas spektrofotometriniu metodu pagal Sigma-
Aldrich nespecifinio proteazés aktyvumo tyrimo metodikg, naudojant substratg
0,65 % kazeing (224).

Ksilanazés aktyvumas nustatytas kalorimetriniu metodu pagal redukuojanciyjy
cukry pokyCius reakcijos miSinyje, naudojant 3,5-dinitrosalicilo riigsties
reagentg (222). Reakcijos miSinj (tiris 1 ml) sudaro 200 pl atitinkamo RP
ekstrakto/50 pl substrato (0,5 % berzo ksilano) ir 750 ml acetatinio buferio (0,1 M;
pH=4.,5). Misinys inkubuotas 30 min 40 °C temperatiiros vandens vonioje su
purtykle. Po inkubacijos analogiski reakcijos miSinio ir DNS reagento kiekiai (po
500 pl) sumaiSomi, jpilama 1 ml distiliuoto vandens ir gautas misinys kaitinamas
100 °C temperatiiros vandens vonioje 5 min. Po to méginys atvésinamas, skiedziamas
Saltu distiliuotu vandeniu iki 5 ml ir spektrofotometru matuojama tirpalo absorbcija
(A =540 nm). Lygiagreciai tirti du kontroliniai méginiai: meéginys tik su RP ekstraktu
(Aekste) ir méginys tik su substratu (Agws:). Eksperimentas kartotas tris kartus, vidutiné
absorbcijos verté taikyta redukuojanéiyjy sacharidy kiekiui apskai¢iuoti.
Redukuojanciyjy sacharidy kiekiui nustatyti sudaryta absorbcijos verciy
priklausomybé nuo ksilozés koncentracijos tirpale. Kreivés polinkio kampo verté
taikyta fermenty aktyvumui apskaiciuoti. Vienas ksilanazés aktyvumo vienetas
iSreikstas fermento kiekiu, reikalingu atskelti 1 pmol ksilozés ekvivalento per minute
i§ berzo ksilano (0,5 %) reakcijos saglygomis (pH = 4,5, 40 °C).

Antigrybinio ir antimikrobinio aktyvumo jvertinimas difuzijos j agarg
metodu. PRB metabolity antigrybinis ir antimikrobinis aktyvumas fermentuoty RP
terpéje pries indikatorinius mikroorganizmus nustatytas difuzijos j agarg (225) ir
disko difuzijos j agarg metodais (226).

Koncentruoto PRB kultiiros filtrato paruosimui bakterijos daugintos 24 h MRS
terpéje optimalioje temperatiroje (30-35°C). Bakterinés lastelés atskirtos
centrifuguojant (4500 aps/min, 20 min, 5 °C), gautas supernatantas filtruotas pro
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sterily 0,45 um PVDF filtrg (Merck, Vokietija) ir padalintas j du subméginius. Viena
dalis méginiy filtrato neutralizuota 5 M NaOH tirpalu iki pH = 6,5.

Antigrybinio aktyvumo jvertinimui RP filtrato méginiai ruoSti taip:
fermentuotus 24 h, 48 h, 72 h 30 °C RP méginius centrifuguojant (4500 aps/min,
20 min), gautus centrifugatus filtruojant pro sterily 0,45 ym PVDF filtra (Merck,
Vokietija). Méginiai padalinti j du subméginius, kuriy viena dalis neutralizuota 1 M
NaOH tirpalu iki pH = 6,5.

Antimikrobinio aktyvumo jvertinimui RP-BR filtrato meéginiai ruosti taip:
fermentuoti 24 h, 48 h 35 °C temperatiiros aplinkoje, po fermentacijos centrifuguoti
(12 000 aps/min, 10 min, 4 °C), gautus centrifugatus filtruojant pro sterily 0,45 pm
PVDF filtra (Merck, Vokietija). Méginiai padalinti j du subméginius, kuriy viena
dalis neutralizuota steriliu 2 M NaOH tirpalu iki pH = 6,4.

Antigrybiniams ir antimikrobiniams tyrimams ] sterilias Petri Iéksteles
iSpilstytos terpés pagal atitinkama indikatorinj mikroorganizma, kurios pateiktos
2.4 lentelgje (25 ml); terpés pavirSiuje paskleista po 100 pl kiekvieno indikatorinio
mikroorganizmo suspensijos. Sustingusiame agare steriliu cilindru iSpjauta po 4-5
idubas, kuriy skersmuo 6 mm. PRB kultiiros filtratas, fermentuoty RP filtratas ir
neutralizuoty ty paciy méginiy filtratai (100 pL) sudozuojami j kiekvieng jduba.
Taikant disko difuzijos j agara metoda, ant agaro pavirSiaus dedami sterilis 6 mm
skersmens filtravimo popieriaus diskeliai (Oxoid Ltd.), impregnuoti 100 pl PRB
kultiiros filtratu ar fermentuoto méginio filtratu.

Taikant Siuos metodus, antigrybinis ir antimikrobinis aktyvumas prie$
mikroorganizmus nustatytas po 24 h ir 48 h inkubacijos 25 °C temperatiiros
aplinkoje. Antigrybinis ir antimikrobinis aktyvumas jvertintas prie§ mikroskopinius
grybus ir bakterijas pagal skaidrios zonos (augimo slopinimo) dydj aplink jduba,
iSmatuojant skaidrios zonos skersmenj (mm) horizontalia ir vertikalia kryptimis. I§
gauty duomeny apskaiciuota slopinimo zonos skersmens vidutiné verté. Antigrybinio
ir antibakterinio aktyvumumo slopinimo zonos isreikstos mm.

Tiek antigrybinio, tiek antimikrobinio aktyvumo méginiai analizuoti tris kartus.

2.3.4. Fenoliniy junginiy, antioksidacinio aktyvumo ir antimitybiniy faktoriy
tyrimo metodai

Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas ryZiy malimo Salutiniuose
produktuose. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJ) RP nustatytas
spektrofotometriniu metodu, naudojant Folin-Ciocalteu reagenta (227). RP sausy ir
fermentuoty méginiy vandeniniai ekstraktai ruosti 1 g méginio maiSant su 10 ml
dist. vandens (1:10, m/v) 30 min magnetine maisykle 20 °C temperattiros aplinkoje.

Paskui méginiai centrifuguoti 3000 aps/min 10 min 4 °C temperatiiros
aplinkoje. 0,5 ml méginio ekstrakto sumaiSyta su 5 ml Folin-Ciocalteu reagento
(0,5N), ir 4ml 7,5% Na,CO; tirpalo. Reakcijos miSinys stipriai suplaktas ir
inkubuotas 90 min kambario temperatiiros aplinkoje, tamsoje. Po iSlaikymo matuota
tirpalo absorbcija, esant 765 nm bangos ilgiui. BFJ kiekis méginio ekstrakte iSreikstas
galo rugsties ekvivalenty (GAE) kiekiu 100 g Zaliavos sausyjy medziagy (GAE mg/g
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s. m.). Galo ragsties kiekis apskaiCiuotas i$ kalibracinés tiesés lygties (y = 0,0105x,
R*=0,9844). Kiekvienas tiriamasis méginys analizuotas du kartus.

Taniny kiekio nustatymas. Analizei méginio ekstraktas ruostas i§ 1 g RP ir
10 ml vandens, arba i§ 5 g fermentuoty RP homogenisko méginio ir 6 ml vandens,
maiSant méginius 1 h magnetine maiSykle kambario temperatiiros aplinkoje, tada
centrifuguojant (3000 aps/min, 15 min), o gautus centrifugatus filtruojant per
popierin; filtra.

Taniny kiekis Folin-Ciocalteu metodu nustatytas pagal
Hirinder P. S. Makkar (228) metodika. Gautas ekstraktas (0,02 ml) sumaiSytas su
0,5 ml distiliuoto vandens, 0,25 ml 1 N Folin-Ciocalteu reagento ir 1,25 ml 7 % natrio
karbonato tirpalo. Po 40 min iSlaikymo iSmatuota tirpaly absorbcija, esant 725 nm
bangos ilgiui. Taniny kiekis méginyje iSreikStas tanino riigsties ekvivalenty (TRE)
kiekiu 100 g zaliavos sausyjy medziagy (g/100 g s. m.).

Kalibracinei tanino riigsties tiesei sudaryti ruosti skirtingy koncentracijy (5; 10;
15; 20 ir 25 pg/ml) vandeniniai tanino ragsties tirpalai. Tanino riigsties kiekis
ekstrakte apskaiCiuotas i§ tanino riigSties kalibracinés tiesés lygties (y = 0,0397x;
R?=0,9962) pagal tirpalo absorbcija.

Kondensuotyjuy taniny kiekio nustatymas. Kondensuotieji taninai nustatyti
pagal Hirinder P. S. Makkar metodika butanolio-HCI-Fe metodu (229). Reakcijos
misinys sudarytas i§ 0,5 ml méginio ekstrakto, 2,9 ml butanolio-HCI (12 N) tirpalo
(95:5, v/v) ir 0,1 ml gelezies reagento (2 % gelezies amonio sulfatas 2 N HCI tirpale).
Meégintuvéliai uzdengti ir kaitinti 95 °C vandens vonioje 1 h. Po to méginiai atvésinti
iki kambario temperattros ir centrifuguoti (3000 aps/min, 10 min). Tirpaly absorbcija
matuota, esant 550 nm bangos ilgiui. Kondensuotyjy taniny kiekis ekstrakte isreikstas
katechino ekvivalenty (KE) kiekiu 100 g s. m. zaliavos.

Katechino kiekiui ekstrakte nustatyti sudaryta katechino kalibracingé tieseé
(y=10,0011x—0,0025; R>=0,9873), matuojant skirtingos koncentracijos katechino
tirpaly vandenyje (10; 25; 50; 75 ir 100 pg/ml) absorbcijas.

Tripsino inhibitoriy kiekio nustatymas. Tripsino inhibitoriy kiekis (TIV) RP
terpéje nustatytas pagal Liu ir kt. (230) pateikta metodikg. RP Zzaliavos ekstraktas
ruoStas 1 g RP zaliavos maisant su 10 ml 0,01 M NaOH (pH =9). Fermentuoto
méginio ekstraktas ruostas 5 g fermentuoto méginio sumaisius su 6 ml dist. vandens ir
sureguliavus pH iki 9, naudojant 0,1 M NaOH tirpala. Méginiai maiSyti magnetine
maisykle 1 h, po to centrifuguoti (3000 aps/min, 15 min), gauti supernatantai filtruoti
per popierinj filtra. Méginio ekstraktas naudotas kaip inhibitoriaus tirpalas.

Tripsino aktyvumo nustatymui reakcijos miSinys, sudarytas i§ 1 ml meéginio
ekstrakto, 2,5 ml BAPA (6-benzilaminopurinas) tirpalo (0,4 mg/ml), laikytas 15 min
37 °C vandens vonioje. Po to, jpylus po 1 ml tripsino tirpalo (20 pg/ml), laikyta dar
15 min. Reakcija sustabdyta 0,5 ml 30 % acto rugsties tirpalu (Asis). Kiekvienam
méginiui ruostas tuséias bandinys (su inhibitoriumi), naudojant méginio ekstrakta,
acto riigstj pilant pries tripsing (A410ss). Taip pat ruostas antras tuséias bandinys (be
inhibitoriaus), vietoj ekstrakto naudojant dist. Vandenj (Ay4ior), ir trecias tuscias
bandinys (be inhibitoriaus), acto rtigstj pilant pries tripsing (Asiorp). Méginiai 1 h
laikyti kambario temperattros aplinkoje, tada centrifuguoti (3000 aps/min, 15 min).
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Méginiy absorbcija iSmatuota, esant 410 nm bangos ilgiui. Tripsino inhibitoriy
vienety (TIV) kiekis, reiskiantis absorbcijos sumazéjima 0,02 dydziu, apskaiciuotas
grame méginio (TIV/gs. m.).

Visi fenoliniy junginiy ir antimitybiniy faktoriy tyrimai kartoti tris kartus.

Fenoliniy riigs§¢iy chromatografiné analizé. Ji atlikta ultraefektyvigja skysciy
chromatografija (UESC), naudojant Waters Acquity UPLC sistemg (Milfordas,
Masacusetso valstija, JAV), sujungta su MaXis 4G Q-TOF masés spektrometru ir
valdoma HyStar programine jranga (Bruker Daltonic, Bremenas, Vokietija)
Farmakognozijos katedroje, LSMU. Naudota Acquity CI8 kolonéle (1,7 um,
100 mm x 2,1 mm (Waters, Milfordas, Masacusetso valstija, JAV), esant atskyrimo
temperattrai 40 °C. Méginys (1 g) ekstrahuotas vandeniu (10 ml), tada centrifuguotas
(4500 aps/min, 15 min) ir 1 ml centrifugato praskiestas distiliuotu vandeniu iki 10 ml,
1 ml tirpalo filtruotas 0,45 um PVDF filtru ir analizuotas.

Mobilioji faz¢, susidedanti i$ tirpiklio 4 (1 % skruzdziy riigSties itin gryname
vandenyje) ir tirpiklio B (acetonitrilas), buvo iSplauta tokia tvarka: 95 % A4 per
0,0 min; 0-5 % B per 0 min; 5-20 % B per 0-9 min; 20-50 % B po 9—12 min, 50—
100 % B per 12—-14 min, ir iSlaiké Sias salygas 1 min. Galiausiai pradinés salygos
buvo vél jvestos per 1 min ir palaikomos dar 1 min. Sie parametrai buvo tokie: 4 kV
kapiliariné jtampa; galinés plokstés pradzia 0,5 kV; dziovinimo dujy srautas 10,0 1/
min; purkstuvo slégis 2,5 baro; skenavimo diapazonas 79-2400 m/z; jpurskimo tiiris
100 pL; srautas 0,45 mL/min"".

Kiekybiné analizé atlikta taikant tiriamy fenoliniy junginiy iSorinius etalonus.
Kalibravimo kreivés sudarytos naudojant SeSiy koncentracijy standartinius tirpalus,
paruoStus UESC klasés metanolyje. TiesiSkumui jvertinti apskaiciuotas koreliacijos
koeficientas (R®). Vertinant rezultaty atsikartojima buvo apskaiGiuota santykiné
standartiné paklaida. Analizuojamy junginiy jvertinimy ribos: LOQ (S/N =10) ir
LOD (S/N =3).

2.4. Krakmolo kiekybinés ir kokybinés analizés metodai

Amilozés kiekio nustatymas. Amilozés kiekis nustatytas, naudojant Megazyme
Amylose/Amylopectin testa (Megazyme Int., Viklou, Airija). Tiriamieji méginiai
suardomi, kaitinant 15 min dimetilsulfokside (DMSO). Esantys lipidai pasalinti,
nusodinant krakmolg etanoliu ir atkuriant nusodinta krakmola, iStirpinus nusodinta
meginj acetato/druskos tirpale. Amilopektinas tiksliai nusodinamas, pridedant Con A
reagento ir pasalinamas centrifuguojant. Amilozé fermentiskai hidrolizuojama iki D-
gliukozés, kuri nustatoma, naudojant gliukozés oksidazés/peroksidazés reagenta
(GOPOD). Amilozés koncentracija méginyje nustatyta kaip Con A reagento,
nusodinto méginio supernatanto ir amilozés koncentracija krakmolo méginyje, kaip
GOPOD absorbcijos santykis esant 510 nm bangos ilgiui.

Atsparaus virSkinimui krakmolo (AVK) kiekio nustatymas. AVK kiekis
nustatytas naudojant Megazyme rinkinj K-RSTAR (Megazyme Int., Viklou, Airija).
Metodo esmé (2.2 pav.): RP méginyje (100 mg+ 5 mg) esantis virSkinamasis
krakmolas suskystinamas ir hidrolizuojamas kasos a-amilaze ir amilogliukozidaze
(PAA/AMG) iki D-gliukozés, iSlaikant 16 h 37 °C temperatiiros aplinkoje (pH 6,0). |
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reakcijos tirpala pilamas 95 % etanolis, iSkritusios nuosédos atskiriamos
centrifuguojant (3000 aps/min, 10 min) ir du kartus plaunamos 50 % (v/v) etanoliu.
Nuosédose esantis AVK istirpinamas 2 M KOH, intensyviai maiSant ledinio vandens
vonioje 20 min. Tirpalas neutralizuojamas acetato buferiu, o krakmolas kiekybiskai
hidrolizuojamas j D-gliukozg su AMG. AVK kiekis méginyje apaskai¢iuojamas pagal
D-gliukozés kiekj, iSkirtinai susidariusj po hidrolizés AMG, kuris nustatytas
naudojant reagentg GOPOD. Virskinamojo krakmolo (VK) kiekis nustatytas pagal D-
gliukozes kiekj (GOPOD) pradiniame centrifugate ir plovimy skystyje. AVK ir VK,
taip pat bendras krakmolo kiekis (BKK =AVK + VK) iSreiks$ti gramais 100 g
méginio sausy medziagy.

Nuriebinti ryZiy
malimo Salutiniai
produktai

Kasos o.— amilazé — AMG hidrolizé
(16 h, 37 °C, pH 6,0)

Centrifugatas, tirpios
etanolyje skaidulinés
medZiagos

Nusodinimas etanoliu ir
centrifugavimas

[ Nuoplovos, tirpios
etanolyje ir vandenyje
Nesuvirskinti likuciai skaidulinés medziagos

praplaunamisu 50 % |
etanoliu ir centrifuguojami

[
AVK tirpinimas
(su2 MKOH,0°C temp.,
trukmé 20 min) Vir§kinamojo krakmolo
[ kiekio apskaiciavimas (VK)

Laisvosios gliukozés
kiekio matavimas
(GOPOD)

Krakmolo hidrolizé
(AMG, 50°C, pH 3,8)

I

Laisvosios gliukozés kiekio
matavimas (GOPOD)

!

Atsparaus virskinimui
krakmolo kiekio
apskaiciavimas (AVK)

2.2 pav. AVK kiekio nustatymo schema

Krakmolo ir AVK iSskyrimas i§ ryziy. Krakmolo ir AVK isskyrimo i§ ryziy
schemos pateiktos 2.3 pav. ISskyrimas prie§ ir po skaidymo virskinimo fermentais
procediiros Sarmings ekstrakcijos biidu atliktas pagal Ashwar ir kt. (231). Krakmolas
iSskirtas, meginj (10 g) ir 40 ml 0,2 % NaOH maiSant 2 h magnetine maiSykle, po to
centrifuguojant (3200 aps/min, 15 min). Ekstrahavimo proceduira kartota du kartus.
Po baltymy ekstrakcijos krakmolo nuosédos du kartus plautos 150 ml distiliuoto
vandens centrifuguojant. ISskirtas krakmolas ir AVK liofilizuoti ir naudoti
morfologiniy, fizikiniy, cheminiy ir funkciniy savybiy jvertinimui.
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Nuriebinti ryziy
malimo 3alutiniai
produktai

Nuriebinti ryZiy
malimo Salutiniai
produktai

(16 h,37 °C,pH 6,0)

Nusodinimas etanoliu ir
Baltymy nusodinimas centrifugavimas

Centrifugatas, - | -
pagalinami baltymai < (maiSymas su 0,2 % NaOH, 2 val)

‘ Kasos o — amilazé — AMG hidrolizé ‘

Centrifugavimas Nesuvirskinti likuciai
praplaunami su 50 %
etanoliuir centr
. . . " Baltymy nusodinimas
i Praplovimas ir neutralizavimas ntri o
Centrifugatas P! paghn‘a‘m"“g;‘f;w <~ (maiSymas su0,2 % NaOH, 2 val)
pasalinamilike ~ <— pH 7,0 su 0,1 M HCl, Centrifugavimas

baltymai Centrifugavimas

— . Praplovimas ir neutralizavimas
entrifugatas, patalinami
el < PH7,05u01MHCl,
Centrifugavimas

Dziovinimas
Krakmolas

Diiovinimas
AVK granulés

( a) Krakmolas (b) Atsparus virskinimui krakmolas

2.3 pav. Krakmolo (a) ir AVK (b) i§skyrimo i§ RP schema
2.4.1. RyZiy malimo Salutiniy produkty apdorojimas ultragarsu

Pradiniai eksperimentai atlikti siekiant atrinkti pagrindiniy UG proceso
parametry, kurie gali turéti jtakos AVK kiekiui RP matricoje, diapazonus.
Eksperimentui RP méginys sumaiSytas su distiliuotu vandeniu santykiu 1:3
(m/v) (232). Paruostas méginys plastikiniame sandariai uzdarytame maiselyje
(meéginio storis 15 mm) apdorotas 850 kHz ultragarsu (UG), naudojant ultragarsing
didelés galios vonelg (modelis 5/1575), sujungta su 120W-HF generatoriumi
(Meinhardt Ultraschalltechnik, Leipcigas, Vokietija). Méginiai apdoroti skirtingos
temperattros aplinkoje(30-70 °C), skirtingu trukmes intervalu (15-35 min) ir
pritaikant 50 % intensyvumo apdorojima ultragarsu. Po apdorojimo ultragarsu
kiekvienas méginys islaikytas 24 h 4 °C temperatiiros aplinkoje, Saldytuve. Tada
méginiai i8dziovinti 50 °C konvekciniu budu iki pastovaus svorio ir juose nustatytas
AVK kiekis pagal 2.4 poskyryje ApraSyta metodika. Kiekvienas eksperimentas
kartotas keturis kartus.

2.4.2. Eksperimento plano sudarymas ir proceso optimizavimas

Pavirsiaus atsako metodas (PAM) ir centrinis kompozicinis eksperimento
planas (CEP) taikyti, siekiant optimizuoti UG apdorojimo salygas AVK gamybai
padidinti, jvertinant pasirinkty nepriklausomyjy kintamyjy poveikj: temperatiiros (7,
°C), apdorojimo trukmés (z, min) ir UG galios (P, W/cm?). Tyrimy plang sudaro
20 eksperimenty su SeSiais centrinio taSko pakartojimais, atlikti atsitiktine tvarka su
keturiais pakartojimais. Remiantis eksperimentiniais duomenimis sudarytas
matematinis modelis, kurio determinacijos koeficientas >80 %. UG apdorojimo
salygy optimizavimas atliktas taikant PAM metodg. Vertintas AVK kiekis (dY,
g/100 g s. m.), papildomai susidares, veikiant ryziy zaliava ultragarsu, lyginant su
pradiniu kiekiu zaliavoje. Rezultatai analizuoti, naudojant Design-Expert vers.
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13.0.1.0 programing jrangg (StatEase Inc., Mineapolis, Minesotos valstija, JAV).
Modelio tinkamumas jvertintas, atlieckant eksperimentiniy duomeny dispersing analizg
(ANOVA), taikant tinkamumo patvirtinimo koeficientg ir Fiserio kriterijy (F).

2.4.3. ISskirto atsparaus virSkinimui krakmolo fizikiniy, cheminiy ir technologiniy
savybiy tyrimo metodai

Vandens ir aliejaus absorbcijos geba. Krakmolo vandens jgérimo indeksas
(VID) ir aliejaus jgérimo indeksas (A]l) nustatyti pagal Ahmado ir kt. (233) pateiktg
metodika su tam tikrais pakeitimais. Tyrimui 0,5 g liofilizuoto krakmolo sumaisyti
mégintuvélyje su 6 ml distiliuoto vandens ar rapsy aliejaus. Po purtymo 1 h 37 °C
vandens vonioje, skysta frakcija atsargiai pasalinama centrifuguojant (2000 aps/min,
15 min). Slapios nuosédos pasvertos, o vandens / aliejaus jgérimo indeksas isreikstas
jgerto vandens / aliejaus kiekiu procentais nuo pradinés (sauso) méginio masés (g/g).

Tirpumas vandenyje ir brinkimo galia. Krakmolo tirpumas vandenyje (TV) ir
brinkimo galia (BG) nustatyti pagal Li ir kt. (234) su tam tikrais pakeitimais.
Krakmolo méginys (0,5 g) (K) mégintuvélyje sumaiSytas su distiliuvotu vandeniu
(5 ml) ir inkubuotas 30 min 30 °C vandens vonioje, nuolat purtant (50 rpm). Tada
centrifuguotas (3500 aps/min, 20 min). Gautos Slapios nuosédos pasvertos (K;), o
centrifugatas iSdziovintas 105 °C aplinkoje iki pastovios masés (S). Tirpumas
vandenyje ir brinkimo galia apskaiciuoti pagal formules:

TV (%) =Sx 100/ K (2.3);
BG (%) = (K4 x 100) / [K (100 — S)] (2.4);

¢ia S— i8dziovinto centrifugato masé (g), K;— drégny nuosédy masé (g), o K— pradiné
méginio masé (g).

Minimalios gelio susidarymo koncentracijos nustatymas. Minimali gelio
susidarymo koncentracija (MGK) nustatyta, analizuojant jvairiy koncentracijy
krakmolo suspensijos gebéjima sudaryti geli po kaitinimo ir ausinimo. Eksperimentui
megintuvéliai su 5 ml 2-20 % krakmolo suspensijomis vandenyje kaitinti 1 h purtant
purtykléje verdancio vandens vonioje (98 °C), tada greitai atSaldyti lediniame
vandenyje ir 2 h laikyti 4 °C temperatiiroje. MGK laikyta ta krakmolo koncentracija,
kurios sudarytas gelis po kaitinimo ir atSaldymo neiskrito arba neiSslydo i$ apversto
mégintuvélio.

Krakmolo granuliy morfologijos jvertinimas. Gauty krakmolo granuliy
morfologija kokybiSkai jvertinta, naudojant skenuojantj elektroninj mikroskopa
(SEM) (Quanta 200 FEG, FEI, JAV) Mechanikos inzinerijos ir dizaino fakulteto
Laboratorijy centre, Kauno technologijos universitete. Kiekvienas milteliy pavidalo
meginys uzdétas ant lipnios juostos, pritvirtintos prie aliuminio strypo ir tiriamas,
taikant didinimg 2500x.

Krakmolo kristaliSkumo analizé. Krakmolo kristaliSkumas analizuotas
naudojantis D8 Advance rentgeno spinduliy difraktometru Bruker AXS (Bruker,
Karlsruhé, Vokietija) Silikaty technologijos katedroje, Kauno technologijos
universitete. Duomenys renkami taikant CuK, spindulivote (U =40 kV ir / =40 mA),
Bragg-Brentano geometrija, naudojant 0,02 mm skyluc¢iy skersmens nikelio filtrair
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greito skai¢iavimo detektoriy Bruker LynxEye. Méginiai nuskaityti 26 diapazone nuo
3° iki 70°, 6°/min grei¢iu. Santykinis kristaliSkumas nustatytas jvertinant sri¢iy,
esanCiy Zzemiau ir vir§ kreivés, atitinkanciy atitinkamai amorfines ir kristalines sritis,
plotus (235). Amorfinio ploto ir bendro ploto santykis laikytas santykiniu
kristaliSkumu ir iSreiksStas procentais nuo bendro ploto.

Krakmolo cheminiy grupiu analizé. Krakmolo méginiy cheminiy grupiy
analize atlikta Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FT-IR)
Polimery chemijos ir technologijos katedroje, Kauno technologijos universitete. FT-
IR spektrai uzregistruoti naudojant FT-IR spektrometra (Frontier, PerkinElmer Inc.,
JAV) su vienu atspindzio horizontaliu ATR (susilpnintas bendras atspindys)
elementu, apriipintu deimantiniu kristalu. Duomenys jrasyti nuo 4000 cm ' iki
560 cm ' su4 cm' skiriamaja geba.

Kleisterio susidarymas ir jvertinimas. Krakmolo kleisterizacijos temperatiira,
didziausia ir galutiné klampa analizuoti Brabender Micro-Visco amilografu
(Brabender GmbH, Duisburgas, Vokietija) Polimery chemijos ir technologijos
katedroje, Kauno technologijos universitete. Kiekvieno meéginio suspensija
(10 % m/m) kaitinta nuo 25 °C iki 95 °C 6,5 °C/min grei¢iu, 15 min islaikyta 95 °C,
atSaldyta iki 50 °C 6,5 °C/min greiciu ir iSlaikyta 2 min 50 °C aplinkoje. Viso
eksperimento metu mentelés sukimosi greitis buvo 250 aps/min. Méginiai analizuoti
du kartus.

2.5. Funkcinio produkto matricos tekstiiros jvertinimo metodai
2.5.1. Produkto struktiiros modeliavimas

Pieno ir acto riig8¢iy kokybiné ir kiekybiné analizé. Siai analizei taikyta
ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija (angl. UHPLC), naudojant Shimadzu LC-
204D chromatografing sistema su diody matricos detektoriumi ir Lab Solutions
programing iranga (Shimadzu Corp., Japonija), organiniy riig§¢iy iSskyrimui naudota
atvirkstiniy faziy Hydrosphere Cig (150 x 4,6 1. D.) 5 um kolonélé (YMC Co., Ltd.,
Japonija), kurios judancioji fazé — 20 mM Na,HPO, buferis (pH 2,5, pH reguliuotas
su H;PO,), eliuento tékmes greitis 1,0 mL/min, temperatiira 40 °C, injekcijos tiiris
5 ul. UV detekcijai naudotas bangos ilgis 210 nm, analizés trukmé 30 min, minimali
aptikimo riba 2 mg/l, standartinis nuokrypis <5 %. Tyrimai atlikti Farmakognozijos
katedroje, LSMU.

Analizei atlikti 10 g fermentuoty RP meéginiy su L. brevis 173 bei P. acidilactici
236 bakterijomis ir 30 ml distiliuoto vandens homogenizuota 2 min (9500 aps/min) ir
centrifuguota (4500 aps/min; 20 min). Gauti supernatantai atskirti ir filtruoti per
membraninj PVDF 0,22 um filtra (Merck, Vokietija). Surinkti filtratai naudoti
chromatografinei analizei. Etalonu naudoti standartiniai rtig§¢iy tirpalai, paruosti
iStirpinus  atitinkamos ruigSties standartg (Sigma-Aldrich, Vokietija) distiliuotame
vandenyje.

Fenoliniy junginiy nustatymas. Bendras fenoliniy junginiy (BFJ) kiekis
brukniy iSspaudose buvo nustatytas  spektrofotometriniu  Folin-Ciocalteu
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metodu (193). Analizuotas metanolinis ekstraktas, paruostas 0,4 g méginio arba 1 g
ultragarsu apdoroto méginio sumaisius su 70 % metanolio iki 10 ml tdrio.

Meginio ekstrakte esanciy flavonoidy ir fenolio rags¢iy chromatografiné analize
atlikta atvirkstinés fazés didelio efektyvumo skysciy chromatografija (RPHPLC),
naudojant Waters 2695 chromatografa su Waters 2998 fotodiody matricos
detektoriumi (PDA) (Milfordas, JAV), Farmakognozijos katedroje, LSMU. Méginys
(0,4 g) BR milteliy buvo istirpintas 10 ml metanolio/vandens misinio (70:30, t/v) ir
I ml BR ekstrakto filtruojamas per PVDF 0,22 um filtra (Merck, Vokietija) pries
chromatografing analizg. Kiekybinei analizei naudoti tiriamy fenoliniy junginiy
iSoriniai etalonai. Kalibravimo kreivés sudarytos, naudojant SeSiy koncentracijy
standartinius tirpalus, paruostus UESC klasés metanolyje. TiesiSkumui jvertinti
apskaiGiuotas koreliacijos koeficientas (R”). Vertinant rezultaty atsikartojamuma,
apskaiciuota santykiné standartiné paklaida. Analizuojamy junginiy jvertinimy ribos:
LOQ (S/N = 10) ir LOD (S/N = 3).

Terpés pH ijvertinimas. Funkcinio produkto méginiy pH vertés iSmatuotos
tiesiogiai pH elektrodu (PP-15, Sartorius, Vokietija). pH vertés matuotos
nepdorotuose ir apdorotuose ultragarsu RP, taip pat visose skirtingose sistemose su
skirtingu BR priedo kiekiu 60 valandy laikotarpiu (kas 12 h).

Pieno rugsties bakteriju skaiiaus nustatymas. Pieno rugsties bakterijy
skaiCius ir jy gyvybingumas nustatytas pagal LST EN ISO 6887-1:2017 (aprasymas
p.42). Matavimai atlikti kas 12 valandy 72 h laikotarpiu neapdorotuose ir
apdorotuose ultragarsu RP.

PRB Igsteliy stabilizavimo procediira. Atrinktas RP ir BR méginys (10 g) ir
sterilaus distiliuoto vandens (santykis 1:4, m/v) masé po apdorojimo UG, atvésinta iki
30 °C ir sumaiiyta su PRB lastelémis (48 h, 30 °C, MRS terpéje; 10° KSV/ml) pagal
metodika, pateikta p. 36 pridedant tiek, kad Iasteliy kiekis vidutiniskai pagal PRB
skai¢iaus nustatyma (p. 42) sudaryty 10° KSV/g masés. PRB stabilizuotos mai$ant
méginj 1 h sandariai uzdengtame inde termostate su purtykle 35 °C temperatiiroje, po
to méginiai inkubuoti 5 h termostate su purtykle tomis paciomis salygomis.

2.5.2. Funkcinio produkto tekstiiros stabilumo ir imobilizuoty pieno riigsties
bakterijy gyvybingumo laikant jvertinimo metodai

Gelio susidarymo greitis. Jis vertintas akustiniu prietaisu (MATMUO,
Lietuva). Akustiniu prietaisu (klampos matuokliu) tirti RP/BR méginiai su
stingdikliais, laikant kambario temperatiroje 6 h. Akustinis prietaisas matuoja
bekontakciu biidu garso sklidimo atstuma, remiantis akustinio aidolokacinio signalo
sklidimo trukme nuo ultragarsinio siystuvo—imtuvo iki méginio poveikio modulio
virSutinés plokstumos ir atgal. ISvedus signalo sklidimo greicio reikSmiy vidurkj,
gaunamas vidutinis atstumas /4 (mm), kurj nukrenta kiinas analizuojamoje produkto
mase¢je per laiko vieneta. Analizei atlikti produkto mas¢ (30 g) po apdorojimo
ultragarsu supilta | matavimo kiuvete (skersmuo— 90 mm, auks$tis— 15 mm).
Matavimai atlikti, naudojant cilindrinj plieno plunzerj (30,255 g, plokstelés
skersmuo — 10 mm), vieno matavimo trukmé 300 s. Méginiy tekstlira vertinta 6 h
laikotarpiu kas 2 h.
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Geliy tekstiiros analizé. Struktiirizuoty imobilizavimo sistemy tekstiira vertinta
tekstiros analizatoriumi TA.XT2i (Stable Micro Systems, Godalmingas, JK),
naudojant 10 mm skersmens cilindrinj plunzer] (penetracijos greitis 1 mm/s,
penetracijos gylis 6 mm). Analizuojamo gaminio kietumas nustatytas kaip didziausios
suspaudimo jégos smailé¢. Klampumo indeksas jvertintas kaip neigiamosios jégos
smailés plotas. Kohezija nustatyta kaip didZiausia neigiamoji jéga, atitinkanti darba,
reikalingg darbiniam kiinui iStraukti i§ analizuojamo gaminio.

Funkcinio produkto stabilumo laikymo metu tyrimas. Vertinant produkto
teksttros stabilumg ir PRB gyvybinguma, PR-RB méginiai (skersmuo — 20 mm, storis
— 9 mm) uzdarytose plastikinése pakuotése laikyti skirtingos temperattiros aplinkoje
(4 °C ir 18 °C) 56 dienas, kas 7 dienos nustatant imobilizuoty PRB Iasteliy skaiciy ir
méginio masés pokycius procentais, lyginant su pradine méginio mase.

2.6. Ryziy malimo Salutiniy  produkty panaudojimo augaly substrato
komponenty gamybai tyrimo metodai

RP Zaliavos apdorojimas. RP Zzaliavos funkcionalizavimui taikyti skirtingi
btdai: 1) apdorojimas UG; 2) pusiau kietafaz¢ fermentacija (PKF) ir 3) kombinuota
procedira (UG + fermentiné hidroliz¢). Analizuoti méginiai: kontrolinis méginys —
neapdorotos RPyg (RP); RPyg — RP apdorotos UG (20 min, 40 °C, 1,6 W/em?’; m/v
santykis 1:4), RPyg+ry— RP apdorotos UG ir hidrolizuotos Cellustar XL (60 min;
50 °C; pH 6, m/v santykis 1:4, 400 CU/100 g); RPr— RP fermentuotos 36 h 30 °C
aplinkoje, naudojant 2 % grynos PRB (Lb173, Lu245, Pa29) kultiiros, m/v santykis
1:4).

Visi méginiai ruosti tris kartus, liofilizuoti ir naudoti kaip darzo augaly
substrato (DAS) priedas, atlickant eksperimentus su augalais vazonéliuose, taip pat,
kaip dirvozemio transplantacijos misinio (TDM) priedas §iltnamio eksperimente.

Augaly auginimo procediira. Eksperimentas atliktas Vytauto Didziojo
universiteto Augaly biologijos ir maisto moksly institute. Eksperimentui atrinktos
HAura“ veislés pupelés (Phaseolus vulgaris L.) ir ,,Promyk®™ veislés valgomieji
pomidorai (Solanum [lycopersicum L.). Eksperimento metu vertintas augaly sékly
daigumas, taip pat augaly augimo intensyvumas pagal tgliy bei Sakny pokycius
auginimo metu. Augalai auginti plastikiniuose vazonéliuose, naudojant 0,5 litro
komercinio DAS. Séklos buvo s¢jamos tiesiai j substratg be priedy arba pridedant i$
anksto apdoroty RP (10 % nuo substrato masés). Eksperimentas atliktas su 8 pupeliy
ir 16 pomidory augalais su kiekvienu atitinkamu RP priedu. Pupeliy ir pomidory
daigai po 21 augimo dienos buvo perkelti ]} TDM. Augalai buvo auginami Siltnamyje
kontroliuojamomis salygomis (25 °C temperatiira, 50—60 % oro drégme), laistant
vandeniu i§ ¢iaupo.

Sékly daigumo ir augaly augimo efektyvumo jvertinimas. Pomidory ir
pupeliy augaly augimo efektyvumas nustatytas pagal Ranal ir de Santana (236). Sékly
sudygimo daznis, Sakny ilgis ir igliy aukstis matuoti kas 7 dienas 42 dieny laikotarpiu
pupeléms ir 56 dieny laikotarpiu pomidorams. Daigumo daznis iSreikStas sudygusiy
sékly procentine dalimi nuo bendro sékly skai¢iaus, naudoty sodinimo eksperimente.
Eksperimentiniy daigy aukstis matuotas nuo substrato pagrindo tasko iki sodinuko
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vir§linés, o Sakny ilgis — ilgiausios Saknies ilgis, pasibaigus auginimo laikotarpiui
Siltnamyje. Atliktas trijy augaly, atrinkty atsitiktine tvarka, augimo parametry
jvertinimas.

Chlorofilo nustatymas. Chlorofilo kiekis augaly lapuose iSmatuotas po
42 dieny auginimo pagal Costache ir kt. metodika (237) su tam tikrais pakeitimais.
Chlorofilui (Chl) nustatyti Sviezia augaliné medziaga homogenizuota (/KA Ultra-
Turrax T-25, Vokietija). IS homogenizuotos masés (100 mg) Chl ekstrahuotas 100 %
acetonu santykiu 1:50 (m/v) sandariai uzdarytuose vamzdeliuose. Po centrifugavimo
(3000xg; 10 min), atliktas Chl A ir Chl B kiekio jvertinimas spektrofotometriniu
metodu, matuojant tirpaly absorbcija, naudojant, atitinkamai 662 nm ir 645 nm
bangos ilgius. Chl kiekis buvo apskaiciuotas pagal toliau pateiktas lygtis (237). Visi
méginiai analizuoti tris kartus:

ChlA=1 1,75 X A662 — 2,350 X A645 (25),
Chl B = 18,61 X A(,45 — 3,960 X A662 (26)

Statistiné duomenuy analizé. Visi atlikti tyrimai kartoti maZziausiai po tris
kartus. Gauty rezultaty vidutinés vertés ir standartinio nuokrypio vertés apskaiciuotos,
naudojant Microsoft Excel programinj paketa, rezultatai pavaizduoti grafiskai.
Statistiné duomeny analizé atlikta, naudojant SPSS programing jranga (ver. 27.0,
IBM, JAV). ReikSmingi skirtumai tarp vidurkiy buvo jvertinti, taikant vieno veiksnio
dispersing analize (ANOVA) su p < 0,05 reikSmingumo lygiu.

3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. RyzZiy malimo Salutiniy produkty fermentabilumo ir metabolity
bioaktyvumo jvertinimas

3.1.1. Kai kuriy Lactobacillus spp. ir Pediococcus spp. padermiy augimo kinetikos
ir gyvybingumo ryZiy malimo Salutiniy produkty terpéje jvertinimas

Pagrindiniai mikroorganizmy kultiry atrankos griidinés kilmés substraty
fermentacijai kriterijai yra pageidaujamos technologinés ir maistinés savybeés, tokios
kaip bakterijy biomasés augimas, terpés rugstéjimo greitis ir bioaktyviyjy junginiy
sintezé (95). Bakterijy gebéjimas augti gridy perdirbimo Salutiniy produkty
substratuose be priedy ir gyvybingumas laikant yra svarbiis kuriamy produkty
technologinéms ir funkcinéms savybéms.

Siame skyriuje vertintas rudyjy ryziy malimo S$alutiniy produkty, kaip
fermentacijos substrato geb¢jimas palaikyti jvairiy PRB augima, nepridedant
hidroliziniy fermenty ar maistiniy medziagy, pagal ragstingumo pokyc¢ius, L- ir D-
pieno riigSties susidaryma, metabolity, pasiZzyminciy ksilanaziniu ir proteaziniu
aktyvumu, kurie yra svarbts baltymy ir skaiduliniy medziagy skaidymui, susidaryma,
taip pat metabolity, pasiZymin¢iy antigrybiniu ir antibakteriniu aktyvumu, gamyba.
Tyrime naudota 11 PRB rasiy [Lactobacillus plantarum (Lpl8 ir Lpl35),
Lactobacillus brevis (Lb140 ir Lb173), Pediococcus pentosaceus (Pp22 ir Pp100),
Pediococcus acidilactici (Pa236 ir Pa29), Lactobacillus paracasei (Lpc244),
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Lactobacillus  uvarum (Lu245), Lactobacillus farraginis (Lf206)] iSskirty 18
spontaniskai fermentuoty kvietiniy ir ruginiy raugy (2.3 lent.).

PRB atsparumo riigStinei terpei jvertinimas. PRB riSiy tolerancija
rigstinéms salygoms ir temperatiirai yra svarbiis kriterijai, siekiant jas panaudoti kaip
probiotines kultiiras jvairiuose maisto produkty gamybos procesuose (238). PRB
laikomos toleruojancios riigStines salygas, jei gyvybingy lasteliy skaicius iSlieka
didesnis nei 10°KSV/g po 3 val. i§laikymo pH =25 terpéje, tai atitinka maisto
virskinimo skrandyje salygas ir trukme (239). Be to, PRB riiSiy geb¢jimas fermentuoti
pagrindinius substrate esancius angliavandenius galéty biti vienas jy atrankos
kriterijy, kadangi tai padidinty energijos Saltiniy prieinamumg ir prisidéty prie
efektyvaus terpés pH sumazéjimo bei metabolity gamybos.

Tyrimas parodé, kad po iSlaikymo 3 h pH=2,5 terp¢je, analizuoty PRB
gyvybingumas sudaré 32,4-88,6 %, tai priklausé nuo rusies (3.1 lent.). Nustatyta, kad
Lactobacillus spp. Bakterijos yra labiau atsparios rtgstinei terpei, palyginus su
Pediococcus spp. Bakterijomis: didziausig iSgyvenamuma (vidutiniskai 88,4 %)
parodé¢ Lpc244 ir Lf206, taip pat Lb140 ir Lb173 (atitinkamai 81,4 % ir 82,2 %).
Maziausiai gyvybingy lasteliy iSliko Pa29 ir Pp100 padermiy atveju (atitinkamai
32,4 % ir 48,6 %), o Pp22 ir Pa236 mikroorganizmai nepasizyméjo atsparumu
pH = 2.5 terp¢je.

3.1 lentelé. Pieno rugsties bakterijy (PRB) atsparumas mazo pH (2,5) salygoms
(pH=2,5,3h,37°C)

Gyvybingu lasteliy skaicius, log;(KSV/ml

PRB 0Oh 1h 2h 3h Isgyvena-
mumas, %
Lpc244 9,45+0,1"  940+0,1"  929+03"  837+04° 88,6
Lu245 9,04+0,1Y  827+02°  7,56+0,1"  6,82+0,1° 75,4
L£206 8,50+£0,2"  846+0,1”  844+0,1"  7,50+04" 88,2
Lb140 837+0,1°  831+03"  817+0,1"  681+0,1" 81,4
Lb173 8,85+0,1"  873+0,1"  8,65+02"  7,27+0,1 82,2
Lpl8 887+03"  872+01"  8,67+01"  6,69+0,2 75,4
Lpl35 8,06+02°  7,65+01"  7,64+03"  554+0,la 68,7
Pa236 7,62+0,1°  519+02°  2,86+0,2" <0,5 -
Pa29 7,78+02°  536+02°  295+0,1°  2,52+0.2° 32,4
Pp22 731+£0,1°  614+0,1"  3,39+0,2° <0,5 -
Pp100 736+0,1¢9 559+03°  4,12+03°  3,58+0,1° 48,6

Duomenys eilutése, pazymeéti skirtingomis mazosiomis raidémis, skiriasi statistiSkai
reikSmingai (p < 0,05). PRB ra8ys: Lpc244 — L. paracasei; Lu245 — L. uvarum; Lf206 —
L. farraginis; Lbl140, Lbl173 — L. brevis; Lpl8, Lpl35— L. plantarum; Pa236, Pa29 —
P. acidilactici; Pp22, Pp100 — P. pentosaceus.

Atliktas tyrimas parode, kad tolerancija rtigStinei terpei yra susijusi su PRB
ragimi. Sj fakta patvirtina skirtumai, nustatyti tarp P. pentosaceus ir L. plantarum
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rusiy. Be to, anks¢iau buvo jrodyta, kad L. plantarum bakterijos turi mazesnj
gebéjima iSgyventi mazo pH salygomis (240). Misy rezultatai rodo, kad abi
L. plantarum (Lpl8 ir Lpl35) padermés gali toleruoti rugsting terpe, taciau reikia
turéti omenyje, kad bakterijy kultiiry atsparumas maisto matricose gali skirtis nuo
bandinio terpés.

Bakterijuy augimas ir sacharidy pokyciai ryZiy malimo Salutiniy produkty
fermentacijos terpéje. Sio tyrimo rezultatai parodé, kad RP yra tinkama terpé
analizuoty PRB rusiy, besiskirianc¢iy adaptacijos laikotarpiu, augimui. Skirtingy PRB
gyvybingy lasteliy skaiCiaus pokyciai 60 h fermentacijos laikotarpiu pateikti
3.2 lentel¢je, o rugstingumo pokyciai — 3.3 paveiksle.

Vertinant analizuoty PRB augima RP terp¢je, didziausias gyvybingy lasteliy
skaiCius per pirmgsias 12 h fermentacijos nustatytas Lf206 ir Lb173 méginiuose
(vidutiniskai 9,36log;o KSV/g), o i§ pediokoky — Pp100 (9,24log;, KSV/g), Pp22 ir
Pa29 meéginiuose (vidutiniskai 9,14log;o KSV/g) (3.2 lent.). Tyrimas parodé, kad
greiCiausiai 12 h fermentacijos laikotarpiu RP terpéje adaptavosi visos pediokoky
padermés, Lf206 ir Lbl140 padermés (vidutinis lasteliy skaiciaus pokytis
1,78 log;o KSV/g), o likusios lactobacilli adaptavosi Siek tiek léciau (Iasteliy
skaiciaus pokytis 0,72—-1,20log;y KSV/g) (3.2 lent.).

3.2 lentelé. Analizuoty PRB gyvybingy lasteliy skaiciaus (log;(KSV/g) pokyciai RP
terpéje fermentacijos metu (trukmé 60 h, temperatura 30 °C)

Fermentuoti RP méginiai

PRB
Oh 12h 24 h 36 h 48 h 60 h

Lpc244 8,23 +0,03¢ 8,77 +0,02° 8,79 +0,04° 8,83 +0,01° 9,54 +0,01¢ 9,52 +0,13¢
Lu245 8,10£0,00°  9,09+0,02°  923+£0,05°  929+0,03"  944+001°  942+0,13°
L2206 7,50 £0,11°  9,39+0,02°  941+0,04°  944+0,03  949+001°  947+0,11°
Lb140 740 +£0,10°  9,08+£0,02°  9,18+0,04°  929+0,02°  932+0,01°  9,30+0,00°
Lb173 7,70+£0,10°  9,32+£0,01  935+0,05°  948+0,02°  9,55+£0,01°  9,54+0,13°
Lpl8 7,80 £ 0,10° 8,52+0,03"  933+0,05°  938+0,04°  944+0,03" = 9,42+0,12°
Lpl35 7,26 + 0,05 844+0,02°  856+0,04  876+0,03  9,07+0,03  9,45+0,00°
Pa236 720£0,11°  892+£0,02  9,10+£0,04°  937+0,03"  947+0,05  9,45+0,56°
Pa29 720+£0,01°  9,15+£0,02°  9,19+0,03°  921+0,03*  928+0,00°  9,25+0,11°
Pp22 7,10+£0,05°  9,12+0,02° 9,14+£0,04°  9,17+0,03°  920+0,00  9,31£0,12
Pp100 7,50£0,01°  924+0,02  927+0,04”  928+0,03"  946+0,01° 9,62+ 0,13°

Duomenys eilutése, pazymeéti skirtingomis mazosiomis raidémis, skiriasi statistiSkai
reikSmingai (p <0,05). PRB: Lpc244 — L. paracasei; Lu245— L. uvarum; L1206 —
L. farraginis; Lb140, Lb173 — L. brevis; Lpl8, Lpl35— L. plantarum; Pa236, Pa29 —
P. acidilactici; Pp22, Pp100 — P. pentosaceus.

Rezultatai parodé, kad visos analizuotos PRB 12-48 h laikotarpiu isliko
aktyvios ir efektyviai dauginosi RP terpéje, pasiekiant didziausig lasteliy skaiciy iki
9,48log o KSV/g (Lb173) po 36 h ir iki 9,54log; KSV/ml (Lpc245 ir Lb173) po 48 h
fermentacijos. Didziausias gyvybingy lgsteliy skaicius po 60 h fermentacijos
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nustatytas Pp100 (9,62log;o KSV/g), Lpc244 ir Lbl173 (9,52 ir 9,54log;s KSV/g)
méginiuose (3.2 lent.). Pazymétina, kad daugumai analizuoty PRB po 60 h
fermentacijos nustatytas nezymus lasteliy skai¢iaus mazéjimas (0,01-0,03log
KSV/g).

Analizuojant sacharidy suvartojimo kiekj 60h RP pusiau kietafazés
fermentacijos (PKF) metu (3.1 pav.), nustatyta, kad redukuojanciyjy sacharidy
koncentracija fermentacijos terpéje pirmgsias 12 h didéjo visais atvejais, o ilgesné
fermentacija sacharidy koncentracija tolygiai mazino. Tai rodo, kad didzioji sacharidy
dalis (65,29 %), susidariusi PKF metu, veikiant PRB fermentinei sistemai, buvo
sunaudota 12-36 h laikotarpiu, o sacharidy kiekis, likgs terpéje po 60 h, sudaré
3 mg/ml. Tuo galima paaiskinti ir didZiausiag PR susidarymo intensyvumg 24-36 h
fermentacijos laikotarpiu (3.1 pav.).

Lactobacillus spp. padermés parodé didesnj sacharidy suvartojima, o Kkartu ir
rugstéjimo intensyvuma RP terpéje (3.1 pav.), taip pat intensyvesne PR gamyba,
palyginus su Pediococcus spp. padermémis. Pusiau kietafazé fermentacija L. uvarum,
L. farraginis ir P. pentosaceus bakterijomis leido padidinti L(+)-PR gamyba iki
vidutiniskai 0,34 g/100 g, o Stai P. acidilactici ir P. pentosaceus padermés gamino
mazesnius L(+)-PR kiekius (vidutiniskai 0,32 g/100 g).

18 28
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16 i
—e—1b140 24

—B- Lpc244
—A—Lu245

20 4 —o—1pi35
——Pp22
—5- Pp100

——1p18
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10 ——Pa29

16
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Fermentacijos trukmé, h

. Redukuojantieji sacharidai, mg/ml

b) Fermentacijos trukmé, h

3.1 pav. Redukuojanciyjy sacharidy koncentracijos (mg gliukozés/ml terpés) pokyciai,
fermentuojant RP skirtingomis PRB: Lpc244 — L. paracasei; Lu245 — L. uvarum; L{206 —
L. farraginis; Lb140, Lb173 — L. brevis; Lp18, Lp135 — L. plantarum; Pa236, Pa29 —
P. acidilactici; Pp22, Pp100 — P. pentosaceus

Temperatiiros jtaka bakteriju augimo RP terpéje Kkinetikai. Bakterijy
dauginimosi kinetikos RP terpéje PKF metu, taikant skirtingas temperatiras,
jvertinimui pasirinktos skirtingy rasiy padermes, kurios greiciausiai adaptavosi ir
dauginosi RP terpéje be priedy (Lb173, Lf206, Pp100 ir Pa236).

Rezultatai parodé, kad atrinktos PRB demonstravo tipiskas augimo kreives
(3.2 pav.). Biomases susidarymas reikSmingai priklaus¢ (p=0,001) nuo PRB
padermés ir fermentacijos temperattiros. Analizuojant kinetines kreives nustatyta, kad
ilgiausia létgja faze abiem atvejais pasizyméjo Ppl100 ir Lb173 padermés. Nuo 6 h
fermentacijos PRB augo eksponentiskai; didziausias savitasis biomasés augimo
(SBA) greitis 30 °C temperattros aplinkoje 6—12 h laikotarpiu nustatytas Pp100 ir
Lf206 paderméms (vidutiniskai 0,157log;o KSV/g/h), o maziausias SBA nustatytas
Pa236 padermei (0,116log;o KSV/g/h). Stabiliumu RP terpéje pasizyméjo Pa236 ir
Lb173 padermés, jy vystymosi stacionari fazé tesési atitinkamai nuo 12 h iki 60 h ir
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kultivavimui tinkamiausia 30 °C temperatiira ir 36 h trukmé, o i$ pediokoky — Pp100
ir Lf206 padermes, kuriy kultivavimui tinkamos abi analizuotos (30 °C ir 37 °C)
temperattiros.

3.1.2. Pieno riigsties gamyba ryZiy malimo Salutiniy produkty fermentacijos terpéje

Fermentacijos RP metu atlikta terpés riigStingumo analizé parodé, kad PRB
rigsciy sudarymo pajégumo skirtumai gali turéti jtakos vieno pagrindiniy
metabolity — pieno ragsties (PR) ir jos izomery (L(+)-PR ir D(-)-PR) gamybai
(3.3 lent.). Tyrimo metu analizuotas PR susidarymas ir nustatytas L/D santykis,
kintant pH vertéms nuo 4,80 iki 2,71 (3.3 pav.).

Eksperimento metu nustatyta, kad efektyviausiai PR gamino Lb173 ir Pa29
(atitinkamai 0,24 g/100 g zaliavos ir 0,23 g/100 g zaliavos) per pirmasias 24 h, taip
pat si tendencija iSliko ir 36 h laikotarpiu (PR susidaré atitinkamai 0,34 g/100 g
zaliavos ir 0,25 g/100 g zaliavos).

Po 60 h fermentacijos daugiausia PR (0,48 g/100 g zaliavos) RP terpéje gamino
Lb173, kiek mazesni PR kiekiai nustatyti fermentuojant Lp18 ir Lu245 (atitinkamai
0,41 ir 0,42 g/100 g zaliavos), o Lf206, Lb140, Pa236 ir Pp100 pagamintas PR kiekis
nustatytas ribose nuo 0,36 iki 0,38 g/100 g zaliavos (3.3 lent.).

Mazesnis L-PR susidarymas pastebétas 24 h fermentuotuose Lu245
(L/D=0,63-1,44) ir Lpl8 (L/D=0,91-1,01) méginiuose, taip pat 36h
fermentuotuose L{206 (L/D = 0,52-1,20) ir Pp100 (L/D = 0,53—1,39) méginiuose. Per
pirmasias 12 h daugiausia L(+)-PR gamino Lp135 ir Lb140 ir Pp22 padermés (L/D
atitinkamai 1,49-1,79), taip pat Lb173 (L/D = 1,92). Didziausias L-PR susidarymas
uzfiksuotas po 12 h fermentacijos Lb173 ir Lp135 méginiuose (L/D atitinkamai 1,92
ir 1,79) (3.3 lent.). Remiantis gautais rezultatais, ilgesné nei 12 h fermentacija
daugeliu atvejy lémé bendro PR kiekio padidéjima, taciau sumazino L(+)-PR ir
padidino D(—)-PR procentinj kiekj.

Gauti rezultatai patvirtina, kad fermentacijos procesa galima kontroliuoti,
pasirinkus tinkamg PRB padermg (249). Pagal Hofvendahl ir kt. (250), vyraujancio
PR izomero kiekis galimai padidéja, did¢jant terpés pH, bet sumazéja, didinant
temperattrg ir nekontroliuojant pH. Taniguchi ir kt. (251), atliekant nuriebinty RP
sucukrinimg ir fermentacijg, nustaté, kad galima gauti nuo 0,25 ¢g/100 g iki
0,31 g/100 g L-PR, tai priklauso nuo bakterijy padermés. Pagal Yong Wang (252),
fermentuojant nuriebintas RP Lactobacillus lactis, PR kiekis terp¢je nustatytas ribose
nuo 0,53 g/100 g iki 0,94 g/100 g, jis priklauso nuo RP hidrolizato kiekio ir yra
tinkamas maistiniy medziagy $altinis L-PR gamybai.

Remiantis literattira, PR kiekis taip pat priklauso nuo naudojamos fermentacijai
Lactobacillus spp. bakterijos. Fermentuojant nuriebintas RP Lb. delbrueckii, gauta
2,8 g/100 g PR (253, 254), fermentuojant ruduosius ryzius Lb. plantarum, gauta
1,2 g/100 g PR (255). Juodeikiené ir bendraautoriai, naudodami kviecCiy séleny
fermentacijai L. sakei, gavo nuo 1,95 g/100 g iki 3,81 g/100 g PR, tai priklausé nuo
fermentacijos trukmés (256).
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Apibendrinimas. Analizuotos PRB padermés gali biiti charakterizuojamos kaip
gaminancios DL-PR padermés, kuriose L(+)-PR sudar¢ nuo 34,2 % iki 82,5 % bendro
PR kiekio, tai reikSmingai priklaus¢ nuo PRB padermés ir fermentacijos trukmes
(F=5294,263, p<0,0001 ir F=4,268, p =0,012).

3.1.3. Pieno riigsties bakterijy ksilanolitinis ir proteolitinis aktyvumai ryZiy malimo
Salutiniy produkty fermentacijos terpéje

Mikroorganizmai, galintys efektyviai fermentuoti zaliavas ir mazo pH
salygomis uZztikrinti didele reikiamos stereospecifinés pieno riigsties iSeiga, yra
pageidaujami pramonéje (257). Taciau sacharidy kiekis zaliavoje yra ribojantis
faktorius bakterijy augimui ir kartu metabolity gamybai, nes sacharidai yra svarbiis
PRB metaboliniam aktyvumui (258).

Vertintas efektyviausiai fermentuojanciy RP zaliava PRB (Lf206, Pa236, Lu245,
Pa29, Pp100, Lb140, Lb173) endoksilanazinis bei proteazinis aktyvumai, siekiant
i$siaiskinti galimg jy vaidmenj baltymy hidrolizei ir ryziy maistiniy skaiduly tirpumo
padidinimui. Mikroorganizmy fermentinis aktyvumas yra vienas i$ kriterijy, vertinant
fermentuoty RP pritaikymo galimybes probiotiniy maisto produkty gamybai. PRB
fermentiniy aktyvumy RP terp¢je analizé leidzia geriau suprasti jy vaidmenj
fermentacijos procese, taip pat nustatyti konkrecias savybes, kurios gali biiti svarbios,
naudojant Siuos organizmus bioaktyviyjy metabolity gamybai.

Eksperimentui atrinkty PRB ksilanolitinis aktyvumas RP terpéje 60 h
fermentacijos laikotarpiu kito nuo 1,65 iki 36,48 KV/g, o proteolitinis aktyvumas —
nuo 1,38 iki 13,47 PV/g, tai priklausé nuo bakterijos rusies ir fermentacijos trukmés
(3.4 lent.).

Nustatyta, kad fermentiniai aktyvumai reikSmingai priklausé (p <0,05) nuo
PRB risies ir fermentacijos trukmés. Maziausiu proteolitiniu aktyvumu pasizymejo
Lf206 ir Pa236  atitinkamai 2,68-3,43 PV/g ir 2,01-3,52 PV/g, didziausias
proteolitinis aktyvumas nustatytas Lu245 ir Pp100 atitinkamai 2,56-11,47 PV/g ir
1,78-13,47 PV/g. Maziausiai proteolitinis aktyvumas fermentacijos metu kito L{206
ir Lp29 méginiuose (atitinkamai 2,68-3,20 PV/g ir 3,26-3,68 PV/g).

24 h fermentacijos laikotarpiu PRB proteolitinis aktyvumas kito 2,39-5,68 PV/g
ribose, didziausias proteolitinis aktyvumas po 48 h nustatytas Lu245 ir Pp100
fermentuotuose RP (atitinkamai 11,47 ir 9,46 PV/g), o po 60 h fermentacijos
didziausias proteolitinis aktyvumas nustatytas Ppl00 ir Lu245 méginiuose
(atitinkamai 13,47 ir 10,14 PV/g) (3.4 lent.).

Didziausias ksilanolitinis aktyvumas nustatytas Lu245 ir Lb140 méginiuose po
48 h fermentacijos (atitinkamai 28,15 ir 26,42 KV/g), taip pat Lbl73 ir Lf206
méginiuose po 60 h fermentacijos (atitinkamai 36,48 ir 34,83 KV/g). Maziausiu
ksilanaziniu aktyvumu pasizyméjo Pp100 ir Pa236 metabolitai (atitinkamai nuo 1,65
iki 8,63 KV/g ir nuo 2,22 iki 10,22 KV/g) visu fermentacijos laikotarpiu (3.4 lent.).
Zinoma, kad didesnis PRB ksilanolitinis aktyvumas leidZia padidinti energijos
Saltiniy prieinamumg PRB, taip efektyviai gaminant organines riigstis ir sumaZzinant
terpés pH.
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Fermentuotas substratas yra mikroorganizmy, gaminanc¢iy jvairius naudingus
biotechnologijai fermentus, Saltinis. Fermentai, tokie kaip ksilanazés ir proteazes, yra
fermentuoty produkty technologinio ir maistinio potencialo kriterijai. Sie fermentai
yra naudojami maisto produkty gamyboje, siekiant pasalinti antimitybinius faktorius
ir padidinti funkciniy junginiy, tokiy kaip laisvos AR ir bioaktyviy peptidy, kiekj, taip
pat padidinti tirpiyjy skaiduliniy medziagy prieinamuma virskinimo fermentams (97,
98). Remiantis literatiira, lasteliy proteinazé, peptidy transportavimo sistemos ir
tarplastelinés peptidazés sudaro PRB proteoliting sistema, kuri hidrolizuoja baltymus
1 svarbius greitam mikroby augimui peptidus ir aminortigstis (259).

3.4 lentelé. PRB proteolitinis ir ksilanolitinis aktyvumai RP fermentacijos terpéje
(60 h, 30 °C)

PRE Proteolitinis aktyvumas, PV/g Ksilanolitinis aktyvumas, KV/g
0Oh 24 h 48 h 60 h Oh 24 h 48 h 60 h
Lo 320 = 3,29 + 3,43; 2,621 + 2,16 * 12,42; 18,5§Ci 34,83;
0,24¢ 0,24° 0,29 0,21 0,24¢ 0,52¢ 0,34 0,19¢
paze 12 = 3,52 x 0 2727 + 2,01 = 2,22 = 9,85 * 7,4217 * 10,23;
0,51¢ 21 0,11¢ 0,18° 0,21¢ 0,41°¢ 0,23 0,64
Lugas 256+0 568+0 1147+ 1014+ 157+0 1278+ 2815+ 2632+
444 ,284 0,51¢P 0,48¢ L0544 0,17¢ 0,15%° 0,26¢
Pad0 3,26} 3,59 x 0 3,68 : 0 3,48 ﬂ;o 2,35 * 9,98 * 8,87}7 + 11,6?Di
0,82¢ 12 ,01 ,15¢ 0,42¢ 0,32¢ 0,01 0,24
pojog  L78E0 32540 946+0 1347+ 1,65+ 6,80+ 446+0 8,63+
P 490 36" ,06/¢ 0,88” 0,14 0,44 230,647
Lblgo 138£0 550£0 51540 373+0 192+ 1461+ 2642+ 2523+
4244 ,299P ,19<¢ ,084 0,11 0,517 0,82¢ 0,51¢¢
b7z 213 io 4,51 * 0 7,60 £ 0 9,72 = 0 2,75‘; 8,3217 = 1 1,4§Ci 36,48D:l:
A4¢ 17 ,24¢ ,26° 0,21 0,41 0,23¢ 0,64°

Duomenys stulpeliuose, pazyméti skirtingomis mazosiomis raidémis, ir duomenys eilutése,
pazymeti skirtingomis didziosiomis raidémis, skiriasi statistiSkai reikSmingai (p <0,05).
Fermentuoti RP méginiai: Lf206 — L. farraginis; Lb140, Lbl173 — L. brevis; Lpl8 — L.
plantarum; Pa236, Pa29 — P. acidilactici; Pp100 — P. pentosaceus.

Pagal Kahlon ir Talwinder (260), stabilizuotos RP — tai unikalus visavertis
maistas, kuriame yra baltymy, vitaminy, mineraly, angliavandeniy, fitocheminiy
medziagy, fosfolipidy, nepakei¢iamyjy riebaly riigsciy ir antioksidanty. Fermentacija
atrinktais mikroorganizmais galéty biiti viena i§ paprasCiausiy bei pigiausiy maisto
konservavimo priemoniy, suteikian¢iy fermentuotiems maisto produktams papildoma
maisting verte ir pagerinanciy juslines savybes (85).

Nepaisant fermentuoty RP funkcinio potencialo, atlikta palyginti nedaug
tyrimy, analizuojant Siuos ryziy malimo Salutinius produktus kaip substratg
probiotiniy maisto produkty gamybai. Literatiiroje pateikiami tyrimai apie daiginty
ryziy, baltyjy ryziy ir séleny, paprastai papildyty cukrumi arba apdoroty
egzogeniniais  fermentais, naudojimg, siekiant efektyvinti  fermentacijos
procesg (261).

Apibendrinant, didziausi aktyvumai susidaré RP terp¢je po 60 h fermentacijos.
P. pentosaceus (Pp100) padermé pasizyméjo proteolitiniu aktyvumu, L. brevis
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(Lb173) padermé ksilanolitiniu aktyvumu RP terp¢je (atitinkamai 13,47 PV/g ir
36,48 KV/g).

3.1.4. Pusiau kietafazés fermentacijos jtaka aminoriigsciy profiliui ryZiy malimo
Salutiniy produkty substrate

Ryziy malimo Salutiniy produkty sudétyje yra polisacharidy, baltymy, todél Sie
produktai gali biiti naudojami PRB ir kaip azoto Saltinis, kuris biitinas metabolity
gamybai. Siame skyriuje analizuota pusiau kietafazés fermentacijos jtaka
nepakei¢iamyjy (NAR), i§ dalies nepakei¢iamyjy (DNAR) ir pakei¢iamyjy (PAR)
aminortigs¢iy kiekybinei ir kokybinei sudéciai nefermentuoty ir 36 h fermentuoty
skirtingomis pieno ragsties bakterijomis RP substrate (zr. I priedo 1 ir 2 lent.).

Bendras AR kiekis neapdorotuose RP nustatytas 82,9 g/100 g baltymy, i$ kuriy
32,7 % sudaré NAR ir 13,3 % Sakotosios grandinés AR (leucino, izoleucino ir valino)
(Ipriedo 1lent.). IS jy didziausig kiekj sudaré LEU (5,34 g/100g) ir LYS
(5,06 g/100 g). Maziausi kiekiai nustatyti VAL (1,92 g/100g) bei MET
(1,76 g/100 g) (I priedas).

Tarp DNAR didziausi kiekiai nustatyti ASP ir GLU (atitinkamai 9,52 ir
7,58 g/100 g), o i§ PAR daugiausia aptikta CYS (5,86 g/100 g), kity AR kiekiai
nustatyti ribose, atitinkamai nuo 4,46-4,66 g/100 g iki 2,22-3,65 g/100 g (I priedo
2 lent.).

Lyginant AR kiekius PKF méginiuose su nefermentuotu RP méginiu pastebéta,
kad NAR ir DNAR kiekis fermentuotame substrate skyrési reikSmingai (p < 0,05) ir
priklaus¢ nuo fermentacijai naudotos bakterijy rusies. PKF sumazino tieck NAR, tiek
DNAR koncentracijas (vidutini$kai atitinkamai 45,16 % ir 73,25 %), ta¢iau padidino
DNAR kiekj vidutiniskai 32,37 %. ILE, PHE, THR, HIS ir PRO, TYR ir ARG
(I priedo 1 lent.) kiekiai sumaz¢jo vidutiniSkai nuo 67,65 % iki 86,81 % fermentacijos
metu, palyginti su AR kiekiais nefermentuotoje zaliavoje (2,91-4,37 g/100 g).

VAL, LEU, TRP, MET kiekiai padidéjo vidutiniskai 8,66-33,56 %, lyginant su
AR kiekiais nefermentuotoje zaliavoje (1,76-5,34 g/100 g). Pagal Ferial ir
Esmat (262), AR kiekis gali padidéti fermentacijos metu dél substrate esanciy
baltymy skaidymo. Be to, kai kuriy AR kiekis gali padidéti tam tikrais atvejais dél
paciy PRB gaminamy metabolity, kurie savo sudétyje turi atitinkamy AR. Antra
vertus, kai kuriy AR kiekis gali sumazéti, nes PRB biomasés augimui naudoja terpéje
esancCias laisvgsias AR, taip pat suskaidytus baltymus ir nukleino riigstis kaip azoto
Saltinj.

AR kiekio pokyciai siejami su PRB proteolitiniy fermenty sukelta baltymy
hidrolize (263). Pagal anksciau pateiktus rezultatus, PRB proteolitinis aktyvumas
24-48 h fermentacijos laikotarpiu padidéjo vidutiniskai nuo 4,19 iki 6,15 PV/g
(3.4 lent.).

Asparto ir glutamo riigstys yra fermenty aktyviy centry pagrindinés riigstys, taip
pat atlieka svarby vaidmenj, palaikant baltymy tirpuma ir joninj pobudj. Dar jos yra
ne maziau svarbios pieno rugsties bakterijoms prisitaikant prie rtgscios aplinkos.
Svarstant ir formuojant subalansuotg mityba, reikéty atsizvelgti § PAR profilj (264).
Zmonéms, kurie suvartoja mazai baltymy, Sakotos struktiros AR gali skatinti
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raumeny baltymy sinteze ir, laikui bégant, padidinti raumeny augimg. Nors substrate
yra mazesnis NAR kiekis, jis didesniais kiekiais gali biiti naudojamas kaip maisto ar
pasary komponentas.

Gauti rezultatai pasiZymi naujumo aspektu, nes literatliroje nerasta daug
informacijos apie AR pokycius RP fermentacijos metu. WANG ir kt. (265) analizavo
AR kiekius skirtingose ryziy séleny baltymy frakcijose, teigdami, kad tokiy AR, kaip
VAL, MET, LEU, PHE, ir HIS, kiekiai nustatyti reik§mingai didesni, lyginant su sojy
baltymy izoliatu.

Conor ir kt. publikacijoje yra paskelbe, kad RP baltymuose gausu glutamo
rugsties, asparto riigSties, ARG, ALA ir LEU (266). Wang, Xu, Li ir Zhang (267)
pateiké RP baltymy frakcijy AR tyrimo duomenis, kurie artimi rudyjy ryziy malimo
atlieky AR tyrimo duomenims, i$skyrus glutamo ragsties, VAL ir GLY, kuriy kiekiai
rudyjy ryziy malimo atliekose nustatyti mazesni.

Gauti rezultatai patvirtino, kad RP turi vertingy maistiniy medziagy PRB
augimui ir gali biiti tiesiogiai naudojami kaip substratas pusiau kietafazei
fermentacijai. Pasirinkus tinkamas PRB su reikiama fermenty sistema, galima
modifikuoti fermentuoty RP technologines ir funkcines savybes. Pieno riigsties
bakterijos greitai auga tik tada, kai terpéje yra pakankamai B grupés vitaminy ir
peptidy. Bakterijos gali sintetinti visas 20 proteinogeniniy aminortig§¢iy, jskaitant
devynias nepakeic¢iamgsias aminoriigstis, reikalingas zinduoliy augimui. Apskritai
fermentai, dalyvaujantys aminorfig§¢iy biosintezéje, yra buitini bakterijy augimui ir
islikimui.

3.1.5. Antigrybinis pieno riugsties bakterijy aktyvumas ryZiy malimo Salutiniy
produkty fermentacijos terpéje

PRB geb¢jimas gaminti organines riigStis rodo, kad Sios bakterijos gali buti
panaudotos maisto pramon¢je kaip nattiraltis konservantai. Viena i§ maisto saugos
problemy yra mikroskopiniy gryby paplitimas, tai yra svarbi maistiniy kultiiry, maisto
zaliavy ir perdirbty maisto produkty uzterSimo priezastis. Pavyzdziui, Fusarium
genties grybai gali uztersti mikotoksinais javy griidus, jskaitant ruduosius ryzius ir jy
malimo S$alutinius produktus (93, 94). Aspergillus ir Penicillum padermés — dazni
grudy produkty patogenai, susidarantys netinkamo laikymo sglygomis (268).

Sio tyrimo tikslas buvo i3analizuoti ryziy malimo Salutiniy produkty, kaip
substrato antigrybiniy metabolity gamybai, potenciala. Antigrybinis PRB aktyvumas
tirtas analizuojant slopinamg poveikj indikatoriniy mikroorganizmy Aspergillus
versicolor, A. terreus, A. niger, A. fumigatus, Fusarium graminearum, F. Nivale,
F. Avamaceum, Penicillium spinulosum, P. viridicatum 1ir P. palitans augimui.
Rezultatai pateikti 3.5-3.6 lentelése.

Nustatyta, kad analizuoty PRB antigrybinis aktyvumas daugeliu atvejy buvo
artimas arba silpnesnis auginant RP terp¢je, nei auginant MRS terpéje. Rezultatai
parodé, kad Pa236 ir Lf206 filtratai vidutiniskai slopino ir 1étino P. spinulosum
spory susidarymg. Pp100 ir Lb173 padermés parodé vidutinj (11-12 mm) antigrybinj
aktyvumg prie§ A. versicolor. 1§ kity tirty PRB tik Lpl8 inicijavo P. viridicatum
sporuliacijg (8 mm), taip pat Pa29 ir Lb173, Lpc244 ir Lu245 létino P. spinulosum
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sporuliacijg (9 mm). Pa236, Pp22, Lb173 ir Lu245 padermés parodé fungistatinj
poveiki (7-9 mm) prie§ P. palitans augima, o Stai Pa29, Lb140, Lpc244, Lf206
slopinimo pries P. palitans augimag nepastebéta.

Tik Ppl00 ir Lb173 filtratai slopino A. fumigatus, o Lbl173 — A. versicolor.
Kitos PRB (Lb140, Lp135 ir Lf206) nesudaré¢ slopinimo zony pries tirtas Aspergillus
ir Penicillum padermes (3.5 lent.).

Pagal Mandal irkt. (269), P. acidilactici pasizymi fungicidiniu poveikiu
kvieiuose prie§ Aspergillus ir Penicillium spp. mikroorganizmus. Cizeikiené
ir kt. (270) nustaté, kad P. pentosaceus ir P. acidilactici padermés stabdo A. niger
augima ir sporuliacija kvietinés duonos pavirSiuje, taip pat P. pentosaceus ir
P. acidilactici padermiy supernatantai parodé stipry antigrybinj aktyvuma prie$
A. versicolor paderme kvieciuose (256).

Kadangi PRB antigrybinis aktyvumas daznai siejamas su riig§¢iy susidarymu
fermentacijos terpéje (271), papildomai tyrimas atliktas su neutralizuotais iki
pH=6,5 PRB filtratais. Siuo atveju rezultatai parodé¢ (3.6 lent.), kad PRB
neutralizuoty filtraty antigrybinis aktyvumas buvo maZesnis nei neneutralizuoty.
Silpng slopinamaji poveikj (+) P. spinulosum augimui pademonstravo keturios PRB
padermeés, pries P. viridicatum — trys padermes, pries P. palitans — tik Pp22 padermé.
Kalbant apie Aspergillus spp. slopinima, penkiy PRB padermiy neutralizuoti filtratai
létino (7 mm) A. versicolor ir A. fumigatum augima, o pediokokai Pp100 ir Pa29, taip
pat Lb173 buvo Siek tiek aktyvis ir parodé silpng fungistatinj poveikj (7 mm) pries
2-3 patogenus, kity PRB neutralizuoti filtratai nesudaré slopinimo zony.

Aplink jdubg su atitinkamu joje esanciu filtratu prieS P. palitans (i$skyrus
Pp22), A.terreus ir A. niger inhibavimo zonos nebuvo nustatytos. Remiantis
literattiros duomenimis, P. pentosaceus ir P. acidilactici padermés nerodé
slopinamojo poveikio 4. terreus augimui (270).
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Penkiy PRB, pasizyminéiy didziausiu antigrybiniu aktyvumu, inhibicinis
poveikis pries P. spinulosum ir A. versicolor analizuotas, taikant disko difuzijos j
agarg metodg. PRB metabolitai, susidar¢ RP terpée po 24h, 48h ir 72h
fermentacijos, parodé nevienareikSmj antigrybinj aktyvuma (3.7 lent.).

3.7 lentelé. Antigrybinis aktyvumas prie§ indikatorinius mikroorganizmus, kuriuos
gamina pieno rugsties bakterijos RP terpéje disko difuzijos | agarg metodu

Augimo slopinimo zonos skersmuo, mm

PRB

P. spinulosum A. versicolor
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Pp100 - - — - 8 + 0,5 8 +0,0°
Lb173 7+0,0° 8+0,5" 9+ 0,5 7+0,0° 9+0,0 11+0,0°
Lf206 9+ 0,0 10+0,0°0  11+0,5 - - 7+40,0
Pa29 7+0,5° 7+0,0° 7+ 0,07 - - B
Pa236 8+0,5" 9 +0,0° 9+ 0,0 - — _

Duomenys eilutése pazyméti skirtingomis mazosiomis raidémis skiriasi statistiSkai
reikSmingai (p <0,05). PRB: Lpc244 — L. paracasei; Lu245— L. uvarum; L1206 —
L. farraginis; Lb140, Lbl73 — L. brevis; Lpl8, Lpl35— L. plantarum; Pa236, Pa29 —
P. acidilactici; Pp22, Pp100 — P. pentosaceus.

Fermentuoty RP filtraty suformuotos slopinimo zonos skersmuo sudaré¢ nuo
7mm iki 11 mm. Lb173 filtratai po 48 h ir 72 h fermentacijos parod¢ didziausig
antigrybinj aktyvuma prie§ A. versicolor (inhibicijos zonos atitinkamai 9 mm ir
11 mm) ir P. spinulosum (atitinkamai 7 mm ir 9 mm). Lf206 fermentuoti 48 h ir 72 h
RP filtratai stipriai slopino P. spinulosum (10 mm ir 11 mm zona) augima.

Vertinant neutralizuoty PRB filtraty antigrybinj aktyvuma prie$ Fusarium spp.
Grybus, rezultatai parode skirtingg F. Graminearum, F. Nivale ir F. Avenaceum
slopinimo poveikj, taciau n¢ viena i§ tirty PRB nesugeb¢jo slopinti F. Culmorum
augimo (3.8 lent.). Daugeliu atvejy RP terpés antigrybinis poveikis buvo artimas
MRS terpés poveikiui.

Remiantis gautais rezultatais, neutralizuoti P. pentosaceus padermiy ir Pa29
filtratai gali sulétinti F. Graminearum ir F. Avenaceum spory susidarymg ir slopinti
F. Nivale grybienos augimg, o Pa236 padermé neveiké pries§ F. Avenaceum (3.8 lent.).
IS tirty Lactobacillispp. Abi L. plantarum padermés sugebéjo  slopinti
F. Graminearum augima, ir tik Lb173 sugebg¢jo létinti F. Nivale spory susidaryma.
Tik Lb135, L. paracasei ir L. uvarum, parodé gebé&jima slopinti tirty gryby padermiy
spory susidarymg ir augima, iSskyrus F. Culmorum (3.8 lent.). Apibendrinant, buvo
jrodyta, kad Lb140 ir Lf206 padermés turi ribotg antigrybinj aktyvuma.

Pieno rugsties jtaka antigrybiniam aktyvumui prie§ P. spinulosum po 24 h
fermentacijos nustatyta vidutiné koreliacija (R*= 0,32), o po 48 h fermentacijos
nustatyta maza koreliacija (R*=0,09). Vertinant skirtingy pieno riigities izomery
jtakg antigrybiniam aktyvumui prie§ P. spinulosum, po 24 h fermentacijos nustatyta
neigiama vidutiné koreliacija su L(+) izomeru (R°=021), o su D(-) izomeru
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reikSmingos koreliacijos nenustatyta. Po 48 h fermentacijos nustatyta neigiama
vidutiné koreliacija su L(+) izomeru (R*=0,012), o su D(-) izomeru— didelé
koreliacija (R*=0,61). Taigi galime teigti, kad skirtingi pieno riigities izomerai
suteikia skirtingg antigrybinj aktyvuma fermentuotam produktui.

Remiantis literatiira, skirtingos Lactobacillus bakterijos, gaminancios ragstis,
gali slopinti kai kurias gryby riisis (272), tokias kaip Fusarium avenaceum (273).
Gerez ir kt. atliko tyrimus su Lactobacillus bakterijomis, kurios gebéjo slopinti
Aspergillus spp., Fusarium spp. Ir Penicillium spp. Mikroorganizmus, jy konidijy
augimg ir pasizymeéjo stipriu (70 %) antigrybiniu aktyvumu prie§ F. Graminearum,
vidutiniu (40-70 %) aktyvumu prie§ Penicillium spp. Ir mazu (<40 %) aktyvumu
pries A. niger (274). Mandal ir kt. (269), nustaté, kad P. acidilactici gamina plataus
spektro antigrybinius junginius, pasizymincius fungicidiniu poveikiu.

Pasak Cabo irkt. (271), PRB filtratuose esancios organinés rugstys gali buti
susijusios su antigrybiniu aktyvumu. PRB gali gaminti jvairias bioaktyvigsias
molekules, tokias kaip organinés rugstys, riebaly rigstys ir bakteriocinai (270, 274).
Remiantis literatiira, acto riigtis ir pieno rigstis yra vienas i$§ pagrindiniy veiksniy,
atsakingy uz Lactobacillus antimikrobines savybes (271).

Misy tyrimo rezultatai parodé, kad fermentacijai parinkus efektyvias PRB,
galima padidinti bioaktyviyjy medziagy gamyba RP terpéje. Sios PRB natiiraliai
dominuoja rauguose ir gamina metabolitus, kurie gali slopinti gryby augima
natiiraliomis sglygomis (275). [vairiy PRB (ar jy deriniy), turin¢iy platy spektra
antigrybingje veikloje, pasirinkimas yra svarbus veiksnys, gerinant ryziy produkty
saugg jvairaus maisto gamyboje.

Gauti tyrimo rezultatai patvirtino, kad RP yra tinkamas substratas siekiant
padidinti bakterijy antigrybinj aktyvuma. Bakterijy padermés, tokios kaip Lb173,
Lu245 ir Ppl00, dél savo antigrybinés ir fermentinés veiklos yra potencialios
technologinéms reikméms grudy maisto pramonéje.
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Apibendrinimas. Analizuotos P. pentosaceus bakterijy padermés (Pp22 ir
Pp100) pasizymejo stipriu ir vidutiniu inhibitoriniu aktyvuamu prie§ P. viridicatum ir
A. versicolor grybus. P. acidilactici (Pa236) ir L. brevis (Lb173) padermés buvo
vidutiniSkai ir silpnai aktyvios prie§ Aspergillus spp. grybus. N¢é viena i§ tirty PRB
nepasizymejo antigrybiniu aktyvumu pries§ A. terreus ir A. niger grybus.

Atsizvelgiant | tai, kad neutralizuoti filtratai pasizyméjo slopinamuoju
aktyvumu, galima daryti iSvada, kad pastebétas antigrybinis poveikis negali bti
siejamas su filtrato riigStingumu, kol pH verté buvo pakoreguota iki 6,5.

3.1.6. Pusiau kietafazés fermentacijos jtaka fenoliniy junginiy ir antimitybiniy
faktoriy pokyliams ryZiy malimo Salutiniy produkty terpéje

Fermentacijos jtaka fenoliniy junginiy kiekio pokyc¢iams ryZiy malimo
Salutiniuose produktuose. Eksperimentui pasirinktos skirtingos PRB padermés
Lb173 ir Pa236, kurios pasizyméjo atitinkamai didesniu ir vidutiniu fermentiniu
aktyvumu. Tyrimo rezultatai pateikti 3.9 lenteléje.

Riig§tingumo analizé parodé, kad didesniu terpés riigst€¢jimo intensyvumu, t. y.
maziausiomis pH vertémis (3,48-3,38) 3648 h fermentacijos laikotarpiu pasizyméjo
Lb173, o stai Pa236 fermentuotos RP terpés pH vertés nustatytos 14,79—19,25 %
didesnés (3.9 lent.). Tai lémé PRB geb¢jimas gaminti organines riigstis, kuris
priklauso nuo bakterijos padermés.

Vertinant BFJ kiekio pokycius nustatyta, kad 48 h PKF didino laisvyjy BFJ
kiekj RP terpéje nuo 0,87 mg GRE/g s. m. iki vidutiniskai 1,35 mg GRE/g s. m., kuris
priklaus¢ nuo PRB padermés ir fermentacijos trukmés. Analizuojant fermentacijos
trukmés jtaka, nustatyta, kad po 12-24 h fermentacijos Lb173 ir Pa236 padermémis
BFJ kiekis terpéje padidéjo, atitinkamai vidutiniskai 40,8 % ir 36,8 %, lyginant su
nefermentuotu méginiu.

Vertinant PRB jtaka BFJ kiekio pokyciams nustatyta, kad PKF procesas tur¢jo
nevienareikSme jtaka BFJ pokyciams: Pa236 atveju BFJ kiekis terpéje didéjo visu
fermentacijos eksperimento metu, o Lb173 atveju maksimalus BFJ kiekis terpéje
pasiektas 36 h laikotarpiu, tai sudar¢ 8,1 % daugiau BFJ nei Pa236 méginyje.

Gauti rezultatai atitinka Nisa ir kt. (276) duomenis, kurie rodo, kad BFJ kiekio
pokyciai priklaus¢ nuo PRB padermés. Autoriai fiksuoja BFJ kiekio padidéjima,
atitinkamai 59,6 % ir 9,9 %, po 48 h fermentacijos L. lactis ir L. plantarum
bakterijomis. Fermentacijos metu zaliavoje esantys mikroorganizmai sintetina
fermentus (f-gliukozidazés, a-amilazés ir esterazés), kurie gali suardyti esterines
jungtis ir atpalaiduoti nelaisvasias fenolio rugstis. Kiti mokslininkai raudonyjy ryziy
zaliavos  vandeniniuose ekstraktuose nustat¢ BFJ kieki nuo 0,676 iki
0,900 mg TAE/g (277).

Pagal literatirg, PRB fermentacija gali pagerinti griidy maisting vertg ir
padidinti biologiniy komponenty kiekj, laisvyjy fenolio ragsciy kiekj ir juy
prieinamuma. Ferulo rugsties padidéjimas fermentuotuose P. acidilactici méginiuose
gali biti dél gaminamo fermento ferulo riigsties esterazés (276).
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3.9 lentelé. pH, bendrasis fenoliniy junginiy (BFJ), taniny, kondensuoty taniny (KT)
ir tripsino inhibitoriy (TIV) kiekiai nefermentuotoje (K) ir fermentuotoje RP zaliavoje

Meéginys 0h 12h 24h 36h 48 h

pH

Lb173 4,42 +0,02° 4,80 +0,01° 4,74 +0,02 3,48 +0,01¢ 3,38 £0,01¢"

Pa236 4,38 +0,02° 4,38 +0,03° 427 +0,01° 4,15 +0,02¢ 3,88 +0,03¢
BFJ, GAE mg/g s. m.

Lb173 0,87 + 0,147 1,19 +0,18¢ 1,26 +0,08” 1,36 + 0,09 1,36 +0,14¢

Pa236 0,87 + 0,147 1,13 +0,16° 1,15 +0,12° 1,25 +0,16° 1,35+0,12¢
Taninai, TRE mg/g s. m.

Lb173 0,33 +0,14° 0,46 +0,12¢ 0,57 +0,04° 0,60 +0,15” 0,56 +0,14°

Pa236 0,33 +0,14° 0,49 +0,18° 0,59 +0,15” 0,64 +0,11¢ 0,59 +0,12°
KT, KE mg/g s. m.

Lb173 0,114 +0,012°  0,065+0,012° 0,060 +0,016 0,059 +0,008 0,058 + 0,006

Pa236 0,114 +0,012° 0,078 £0,0109  0,105+0,012° 0,128 +0,014° 0,136 + 0,016
TIV/g s. m.

Lb173 14,51 £0,52° 7,640,267 7,06 +0,28° 6,96 + 0,39° 6,19 + 0,43

Pa236 14,51 £0,52  9,93+0,27 9,18 +0,13° 8,91 +0,79¢ 8,71 0,47

Duomenys eilutése, pazymeéti skirtingomis mazosiomis raidémis, skiriasi statistiskai
reikSmingai (p < 0,05). PRB: Lb173 — L. brevis 173; Pa236 — P. acidilactici 236.

Pusiau kietafazés fermentacijos jtaka taninuy ir kondensuotyjuy taninuy
kiekio pokyfiams ryZiy malimo Salutiniuose produktuose. Taninai ir
kondensuotieji taninai yra vienas i§ pagrindiniy antimitybiniy faktoriy, randamy
valgomose ankstiniy augaly ir javy dalyse, kurie gali turéti jtakos pastebimam
virskinimo proceso slopinimui (63).

Rezultatai parodé¢, kad PKF procesas pasirinktomis PRB reik§mingai (p < 0,05)
padidino taniny kiekj RP terpéje pagal proceso salygas (3.9 lent.). Fermentacija
12-36 h Pa236 bakterijomis taniny kiekj padidino 38,2—81,0 %, o Lb173 atveju 30,9—
66,0 %, lyginant su jy kiekiu nefermentuotoje Zzaliavoje (3,33 TRE mg/gs. m.).
Didziausi taniny kiekiai (vidutiniskai 5,85 ir 6,43 mg TRE g/gs. m.) nustatyti
3648 h fermentuotuose méginiuose. Tyrimas rodo, kad Pa236 fermentiné sistema
tur¢jo jtakos didesniam $iy junginiy atpalaidavimui. Padermés Lb173 atveju fiksuotas
nezymus taniny kiekio sumaz¢jimas 3648 h fermentacijos periodu (3.9 lent.).

Kondensuotyjy taniny (KT) kiekis neapdorotuose RP, nustatytas butanolio-HCI-
Fe metodu, sudaré 0,114 KE mg/gs. m. (3.9 lent.). Fermentacija turéjo reikSmingos
jitakos (p <0,05) KT kiekio sumazinimui abiem atvejais, taciau priklaus¢ nuo PRB
padermés ir fermentacijos trukmés. Efektyviausiai §io antimitybinio faktoriaus kiekj
mazino Lb173: KT kiekis 12-36 h laikotarpiu sumazéjo vidutiniskai 45,2 % ir, ilgiau
fermentuojant, nekito, o Stai Pa236 KT kiekj pirmosiomis 12 h mazino 34 %, taciau
2448 h fermentacija tur¢jo jtakos KT kiekio padidéjimui nuo 25,7 % iki 42,6 %,
lyginant su 12 h laikotarpiu.
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Taniny ir kondensuotyjy taniny kiekiai koreliuoja su kity autoriy darbais.
Priyanthi ir R. Sivakanesan raudonyjy ryziy zaliavos vandeniniuose ekstraktuose
nustaté KT kiekj nuo 0,078 iki 0,104 mg KE/g (277). Pagal Punia ir kt. (278),
fermentuojant RP R. oryzae, KT kiekis padidéjo 10 karty 72 h fermentacijos
laikotarpiu dél fermenty veiklos, suardant biologiskai aktyvias sudedamasias dalis ir
iSsiskiriant medziagoms, tokioms kaip taninai, alkaloidai, ir kitoms. Adeyemo
ir kt. (279) didziausias taniny ir kity antimitybiniy medziagy kiekio sumazéjimas
sorgy terpéje nustatytas po 120 h fermentacijos L. brevis (56 %) ir L. plantarum
(76 %). Tai gali buti siejama su padidéjusiu fermento a-galaktozidazes kiekiu
fermentuotuose produktuose.

Remiantis literattros Saltiniais ir atliktu tyrimu galima teigti, jog, siekiant
sumazinti taniny kieki RP zaliavoje, tikslinga taikyti ne ilgesne kaip 36 h
fermentacija (277).

Nors taninai sudaro tanino-baltymy kompleksus, dél kuriy inaktyvuojami
virskinimo fermentai ir netirpsta baltymai, manoma, kad jie veiksmingi maZzinant
gliukozes kiekj kraujyje, sulétina gliukozés absorbcija Zarnyne ir taip stabdo nuo
insulino priklausomo diabeto atsiradimg (280).

Fermentacijos jtaka tripsino inhibitoriy kiekio pokyciams RP terpéje.
Pirmajame tyrimo etape buvo vertintas sintetinio substrato Na-benzoil-DL-arginino-
p-nitroanilido (DL-BAPA) tinkamumas tripsino aktyvumo pokyciams jvertinti. Tam
sudaryta priklausomybé tarp tripsino koncentracijos ir absorbcijos veréiy. Gautas
tiesinés priklausomybés determinacijos koeficientas R*=0,9831 rodo, kad specifinis
tripsino aktyvumas gali biiti jvertintas tose fermento koncentracijos ribose, kuriose
eksperimentiskai nustatyta tiesiné priklausomybé.

Tyrimas parodé, kad tripsino inhibitoriai (TIV), biidami mazos molekulinés
masés baltymai, reikSmingai slopinti (p <0,05) fermentacijos proceso metu
(3.9 lent.). Naudojant RP fermentacijai atrinktas Lb173 ir Pa236 padermes, po 12 h
fermentacijos TIV RP terpéje sumazéjo, atitinkamai 43,3 % ir 31,6 %, lyginant su
neapdorota zaliava (14,51 mg/gs. m.), o 24-36 h laikotarpiu nustatytas atitinkamai
51,7 % ir 37,7 % TIV sumazgjimas. 48 h fermentacija sumazino TIV reikSmingai
zymiai (atitinkamai 57,4 % ir 39,4 %). Tyrimas parod¢, kad Siuo aspektu
veiksmingesné fermentacija Lb173 bakterijomis.

Ganzle ir kt. teigia, kad po fermentacijos sojy miltuose tripsino inhibitoriy
kiekis sumazéjo 57,1 % (281). Didelis tripsino inhibitoriy kiekis slopina virskinimo
fermento tripsino veikima, todel gali biiti pazeistos virSkinimo funkcijos. Mokslin¢je
literatiiroje teigiama, kad, fermentacijos PRB metu vykstant baltymy hidrolizei, gali
bati suardyti jvairlis antimitybiniai faktoriai, jskaitant ir tripsino inhibitorius (282).
Galime teigti, kad fermentacija PRB efektyviai sumazina antimitybiniy komponenty,
tokiy kaip kondensuotieji taninai ir tripsino inhibitoriai, kiekius.

Apibendrinimas. PKF tur¢jo jtakos fenoliniy junginiy ir antimitybiniy faktoriy
pasiskirstymui RP Zaliavoje. Daugiausia BFJ nustatyta 3648 h Lb173 fermentuotoje
RP terp¢je (vidutiniskai 1,36 mg GRE/gs. m.). Siekiant sumazinti kondensuotyjy
taniny kiekius RP Zaliavoje, rekomenduojama 36—48 h pusiau kietafaz¢ fermentacija,
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o tripsino inhibitoriy kiekj ryziy zaliavoje galima efektyviai sumazinti taikant 3648 h
pusiau kietafazg fermentacija Lb173 paderme.

Atlikti tyrimai patvirtino, kad RP gali bati tiesiogiai naudojamas kaip
fermentacijos substratas, nepridedant papildomy maistiniy medziagy. Parinkus
efektyvias PRB ir PKF salygas, galima modifikuoti RP mitybinius komponentus.
Fermentacijai naudojant atitinkamas L. uvarum, L. farraginis ir P. pentosaceus
bakterijas, galima gauti iki 0,18-0,22 g/100 g (+)-PR. Taip pat pazymétina, kad
didesniu PR gamybos intensyvumu pasizyméjo L. brevis 173 ir P. acidilactici 29
padermés.

Nustatytos fermentacijos salygos antigrybiniu aktyvumu prie§ grybinés kilmes
patogeninius mikroorganizmus pasizyminciy metabolity susidarymui RP; parinktos
efektyvios PRB, tokios kaip L. brevis 173, L. uvarum 245 ir P. pentosaceus 100,
kurios dél antigrybinio ir fermentiniy aktyvumy gali biiti pritaikytos technologinéms
reikméms griidy maisto pramongje. Rezultatai parodé, kad PKF L. brevis 173 gali biiti
efektyvus biodetoksikacijos biidas, sumazinant antimitybinius faktorius, tokius kaip
kondensuotieji taninai ir tripsino inhibitoriai, ryziy malimo Salutiniuose produktuose.

Gauti rezultatai patvirtina, kad ryziy malimo Salutiniai produktai gali buti
naudojami maisto pramonéje fermentuoty produkty ir (arba) naujy funkciniy
ingredienty karimui. Sio tyrimo rezultatai patvirtina tokius teiginius, tadiau aktualu
biity iSanalizuoti bioaktyviyjy metabolity gamyba PRB fermentacijos metu.

3.2. Aukstojo daznio ultragarso panaudojimas atsparaus vir§kinimui krakmolo
kiekiui padidinti ryZiy malimo $alutiniuose produktuose

Dél didéjancio vartotojy susidoméjimo maisto produkty kokybe pramonéje
sickiama kurti naujus funkcinius ingredientus, tokius kaip atspary virSkinimui
krakmolag (AVK), ir tobulinti gamybos technologijas, atitinkancias ziedinés
ekonomikos principus, naudojant atsinaujinancius isteklius.

Disertacijoje atlikti tyrimai skirti naujai tvariai maisto sistemai i§ RP
funkcionaliy komponenty kurti. Ivertinant galimg ultragarso (UG) technologijos
pritaikyma AVK gamybai RP matricoje, siekiant padidinti AVK kiekj ir paaiskinti RP
apdorojimo UG, taikant skirtingus temperatiiros rezimus, poveiki AVK fizikiniy-
cheminiy, struktiros ir technologiniy savybiy pokyciams, taip pat ryziy malimo
Salutiniy produkty iSgavimo ir platesnio pritaikymo galimybes.

Technologinés ir mechaninés krakmolo savybés priklauso nuo vandens
absorbcijos ir krakmolo komponenty santykio, apdorojimo ir retrogradacijos.
Didesnis amilozés/amilopektino santykis paprastai suteikia didesnj stiprumg ir
plastiSkuma, taip pat turi jtakos krakmolo kleisterizacijos procesui, kuris, veikiant
temperattirai ir mechaninei jégai arba ultragarsinei kavitacijai, sukuria vienoda
amorfine struktiirg. Siy kintamuyjy kiekybinis jvertinimas yra svarbus, naudojant AVK
jvairiose maisto sistemose.

Kadangi nattralus AVK kiekis ryziuose priklauso nuo ryziy veislés ir gali biti
palyginti mazas (6), jo kieki ryziy griiduose galima padidinti technologiniy
procesy (9, 10) ar hidroterminio krakmolingos zaliavos apdorojimo metu (8).
Literatiroje yra duomeny apie zemojo daznio UG panaudojima jvairiy risiy
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krakmolo fizikinéms bei cheminéms savybéms modifikuoti (123, 283, 284), taciau
didzioji dalis iki $iol atlikty tyrimy UG panaudojimo srityje pagristi grynojo krakmolo
ar gridy apdorojimu (15, 16, 123, 186).

Masy tyrimai pasizymi naujumo aspektu, kuris pagristas ne tik RP kaip tvaraus
iStekliaus panaudojimu AVK gamybai, bet ir tokio funkcinio komponento, kaip AVK,
kiekio padidinimu, taikant draugiska aplinkai aukstojo daznio UG technologija.

3.2.1. Ultragarso parametry jtaka atsparaus virSkinimui krakmolo susidarymui
ryZiy malimo Salutiniuose produktuose

Siame etape buvo vertinta apdorojimo UG trukmés (15; 20; 25 ir 30 min) ir
temperattros (30; 40; 50; 60 ir 70 °C) jtaka AVK kiekio padidinimui RP zaliavoje,
taikant 50 % intensyvumo UG (3.4 pav.).

Pradiniai tyrimo rezultatai parodé (3.4(a) pav.), kad, didinant apdorojimo UG
temperattrg nuo 30 °C iki 50 °C, gaunamas reikSmingas AVK kiekio padidé¢jimas
(vidutiniskai 7,0-94.5 %), kuris priklauso nuo apdorojimo trukmeés. Didzioji dalis
AVK gauta 15-20 min UG apdorojimo laikotarpiu, o Stai ilgesn¢ UG trukmé (25—
35 min) sumazino AVK iSeiga dél padidéjusio krakmolo suskaidymo, tai patvirtino
greitai virSkinamo krakmolo (GVK) kiekio padidéjimas (3.4(b) pav.). Apdorojimas
UG 15-20 min 60-70 °C temperatiiros aplinkose kiek padidino (iki 5,0 %) AVK
kiekj, bet ilgesnio apdorojimo metu (25-35 min) buvo uzfiksuotas 72,7-73,5 % AVK
kiekio sumazéjimas ir GVK padidéjimas nuo 22,7 % iki 53,4 % (3.4 pav.).

Taigi, AVK gali susidaryti i§ virskinamojo krakmolo, apdorojus UG trumpa
laikg (15-20 min) nedidel¢je temperattiroje (40-50 °C) ir iSlaikant Saltai 24 h, kad
jvykty amilozés persikristalizavimas. AVK kiekis gali padidéti, santykinai
padididéjus amilozés kiekiui, kai apdorojant UG suskaidomos $akotos amilopektino
molekulés. Po retrogradacijos amiloz¢ sudaro glaudesne kristaling struktiirg, kuria
virskinimo fermentams sunku hidrolizuoti.
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3.4 pav. Apdorojimo ultragarsu (m/w = 1:3; 50 % UG intensyvumas) temperatiiros ir trukmeés
itaka AVK (a) ir GVK (b) kiekiui RP. AVK — atsparus virskinimui krakmolas; GVK — greitai
vir§kinamas krakmolas; BKK — bendrasis krakmolo kiekis

Kadangi AVKI1 (pradinis zaliavoje) yra jkomponuotas lasteliy viduje,
apsaugotas lasteliy sieneliy ir fiziSkai nepasickiamas, tai suardyti Sias lasteliy sieneles
ir iSlaisvinti AVK reikia apdoroti zaliava UG ilgesnj laika (30-35 min). Taciau
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apdorojant didesnés temperatiiros aplinkoje ilgesnj laika, AVK, kuris yra lasteliy
viduje, gali buti iSlaisvintas ir hidrolizuotas; jei krakmolo amilozés dalis bus
suskaidyta iki dekstriny, tada gali susidaryti labai mazi AVK kiekiai (apdorojant UG
35 min atveju).

Rezultaty statistiné analizé (ANOVA) parodé, kad tieck UG temperatira, tick
trukmé buvo reik8mingi veiksniai (p <0,0001) AVK kiekio padidinimui, esant
fiksuotam UG intensyvumui (50 %) (I priedas). AVK kiekis visais atvejais, taikant
30-50 °C temperatiira, reikSmingai priklausé nuo temperatiiros ir laiko saveikos
(»=0,0001-0,017; F=189,189-749,007), o esant didelei temperatiirai (60—70 °C)
reikSmingo 7 ir ¢ saveikos poveikio nebuvo nustatyta (p = 0,06-0,999;
F=21,629-29,524) (3.10 lent. ir II priedas).

Gauti rezultatai atitinka literatiiros duomenis, kad krakmolo iSeiga gali biiti
padidinta dél ultragarsinés kavitacijos, kuri suardo baltymy ir skaiduly matrica,
leidziancig geriau iSsiskirti krakmolo granuléms (285). Antra vertus, UG inicijuotas
AVK kiekio padid¢jimas gali biiti susijes su padidéjusiu amilozés kiekiu dél ilgy
grandiniy skilimo ir amilopektino Sakotosios struktiiros suskaidymo, prisidedancio
prie molekulés iSsivyniojimo arba agregacijos, dél kurio padidéja retrograduoto
krakmolo kiekis (283).

3.10 lentelé. Eksperimentiniy duomeny ANOV A rezultatai

Priklausomasis

. . 15 min 20 min 25 min 30 min 35 min
Kintamasis
30 °C 0,014* 0,001%* 0,0001*** 0,0001*** 0,463
40 °C 0,013* 0,017* 0,009%** 0,0001*** 0,998
50 °C 0,063 0,413 0,074 0,202 0,145
60 °C 0,908 0,999 0,998 0,997 0,991
70 °C 0,400 0,016* 0,193 0,134 0,060

Cia *reikSmingas, p < 0,05; ** reik§mingas, p < 0,001; *** reik§mingas, p < 0,0001.

Antra vertus, AVK3 tipas dazniausiai formuojasi dél amilozés gebéjimo
reasocijuoti. Kristaliné amilozés zona ir sandariai ,,supakuotos® dvigubosios spiralés
gali trukdyti amilolitiniams fermentams nutraukti glikozidinius rysius krakmolo
kristalingje srityje, taip padidinant amilozés atsparuma virSkinimui (286). Kitu atveju
Sakotosios struktliros krakmolas gali sudaryti AVK3, nes linijiniai amilozés
fragmentai, sudaryti i§ 13-30 gliukozés vienety, i$siskirianciy suirus atSakoms, turi
didesnj mobiluma ir polinkj persikristalizuoti (186). Kai UG temperatiira artima ryziy
krakmolo kleisterizacijos temperatiirai (60—70 °C), sluoksniuota krakmolo struktiira
tampa nestabili, o tai gali biiti sumazéjusio santykinio kristaliSkumo ir sumazéjusio
AVK kiekio priezastis.

3.2.2. Eksperimentinio plano ir matematinio modelio sudarymas
Apdorojimo UG temperattira (7), trukmé (7) ir galia (P) maksimaliam AVK
kiekio padidinimui buvo nustatyti, taikant centrinj kompozicinj eksperimento plana
(CEP) ir pavirSiaus atsako metodg (PAM). AVK kiekis, iSmatuotas skirtingais UG
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apdorojimo laiko momentais, buvo lyginamas su pradiniu kiekiu neapdorotuose RP
(Yo=11,51 g/100 g s. m.).

Eksperimentas parodé, kad AVK kiekis kito pladiose ribose (nuo 1,51 iki
12,72 g/100 g s. m.), jis priklaus¢ nuo 7 (30-50°C), ¢ (15-25 min) ir P (1,3—
1,8 W/em?) derinio (3.11 lent.). Sudaryta antrojo laipsnio matematinio modelio lygtis
apraso ry$j tarp AVK kiekio, gauto UG poveikiu (dY =Y - Y,), ir nepriklausomy
kintamyjy:

dy=7Y -
Yo=11,71-2,14¢+ 0,161 T+ 0,798P — 0,8838:T + 0,0587¢P — 0,2063TP — 1,15¢*— 6,
337°+ 0,023P° (3.1);

¢ia dY—- AVK kiekio padidéjimas; Y — bendrasis AVK kiekis; Y,— pradinis AVK kiekis
zaliavoje; t, T ir P yra atitinkamai temperatiiros, laiko ir UG galios reik§més.

Matematinio modelio ANOVA analizé patvirtino, kad apdorojimo UG
temperatira, trukme, galia ir jy kvadratiniai efektai bei tiesinés sgveikos efektai tarp
faktoriy ¢ ir T reikSmingai paveiké AVK susidarymg (p <0,0001) (II priedas). Taip
pat buvo nustatytas reikimingas kvadratinis poveikis AVK kiekiui: 7°(F = 198,65) > ¢
(F=12721)> P(F=22,09) > T((FF =21,67).

Remiantis duomeny matematine analize galima teigti, kad sudarytas modelis
reikSmingai atkiiré d¥ vertes ir koreliavo su eksperimentiniais duomenimis: FiSerio
reik§me — 103,24 (p <0,0001), wvariacijos koeficientas 7,2 %, determinacijos
koeficientas R*=0,9925. Rezultatai parodé, kad p-reik§més lack-of-fit nebuvo
reikSmingas (p = 0,1728), taigi modelis tiksliai paaisSkina gautus rezultatus su 95 %
patikimumo lygmeniu. Prognozuojama eksperimentiniy duomeny R” verté (0,9258)
yra artima pakoreguotai R” (0,9829), o tai parodo, kad apie 97 % duomeny gali biiti
aprasyti Siuo regresijos modeliu. Lyginant eksperimentinius duomenis su
prognozuojamomis AVK vertémis, santykiné paklaida kito nuo 0 iki 0,51 (3.11 lent.),
o tai rodo, kad modelis gali biiti taikomas optimizuojamam atsakui jvertinti.

Analizuojant literatliros Saltinius neaptikta publikuoty duomeny apie didelés
galios UG parametry optimizavima AVK gamybai RP. UG proceso salygy
optimizavimas, siekiant padidinti AVK kiekj, taikytas grynam zirniy krakmolui (287)
ir grikiy krakmolui (231) kaip Zaliavoms. Taciau toks procesas gali biti sudétingas
pramoniniu mastu dél didelés gryno krakmolo kainos.

Siame darbe UG apdorojimas buvo optimizuotas, naudojant visa RP matrica,
bet ne gryng krakmola, siekiant i§vengti RP maistiniy medziagy nuostoliy ir pagerinti
AVK kiekj, todél tokie rezultatai gali buti priimtini pramonei.
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3.6 pav. Gamtinio ryziy krakmolo (a) ir atsparaus virskinimui krakmolo (AVK), iSskirto i§
neapdoroty RP (b) ir AVK i§ UG apdoroty RP (850 kHz, 1,8 W/cm?, 20 min), SEM vaizdai
esant skirtingoms temperattroms: 40 °C (c), 50 °C (d), 60 °C (¢), 70 °C (f) (didinimas
x2500)

AVK granuliy morfologijos pokyc¢iai tapo labiau matomi po apdorojimo UG.
Apdorojimas UG 20 min 40 °C temperatiiros aplinkoje paskatino AVKyoc granuliy
irimg bei smulkiy daleliy susidarymg (3.6(c) pav.), o0 AVKsyc atveju (3.6(d) pav.) jau
stebimas didesnis smulkiy daleliy kiekis, formos skirtumai palyginus su apdorotomis
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40 °C temperatiiroje. Taigi, daugiausia buvo paveiktas krakmolo granuliy pavirsius,
veikiant Slyties jégai, kuria sukelia kavitacija ir laisvyjy radikaly jud¢jimas. Pakeélus
temperattrg iki 60—70 °C, granuliy dydis sumazéjo, jos jgavo netaisyklingg forma
galimai dél krakmolo granuliy dekstrukcijos (skaidymo). Matomos smulkios granulés
(3.16(e) pav.) parodo, kad buvo suardyta granuliuota krakmolo struktira ir tai vyko
dél dalinés kleisterizacijos (3.6(f) pav.).

Panasias tendencijas nustaté Noor ir bendraautoriai (288), kurie parodé
reik§mingus mikrostruktiiros skirtumus tarp apdoroto UG ir neapdoroto lotoso stiebo
AVK?2 tipo méginiy. Pagal Sujka (124), apdorojimas UG (20 kHz, 170 W, 20 °C,
30 min) sumazino vidutinj ryziy, kukurfizy, kvie€iy ir bulviy krakmolo granuliy
skersmenj ir tur¢jo jtakos jy dydzio pasiskirstymui.

Misy tyrime apdorojimo UG temperatiiros padidéjimas nuo 50 °C iki 70 °C
turgjo jtakos intensyvesniam didesniy krakmolo granuliy ardymui ir mazy granuliy
agregacijai de¢l bendro apdorojimo UG kavitacijos ir temperatiiros poveikio (3.6 pav.
(d), (e), ().

Literatiiros duomenimis, dél apdorojimo UG sukeliamy aukstojo daznio
vibracijy suardoma ryziy krakmolo matrica ir pakei¢iama esminé granuliy struktira
krakmolo  kleisterizacijos temperatiroje  (62—79 °C) (289). Remiantis Siais
stebéjimais, kleisterizavimosi pokytis paaiskinamas iSbrinkusiy krakmolo granuliy ir
krakmolo agregaty tirpimu, kurj sukelia apdorojimas ultragarsu (290).

Misy tyrimo atveju, SEM rezultatai parodé akivaizdy AVK krakmolo daleliy,
iSskirty i§ apdoroty ultragarsu RP matricos, fragmentacija, lyginant su neapdorotu
ultragarsu RP krakmolu. AVK granulés fragmentuojasi tik dél apdorojimo UG (visy
meginiy apdorojimo trukmé vienoda), nepriklausomai nuo UG temperatiiros. AVK
kiekis mazg¢ja, bet krakmolo granuliy fragmentacija nezymi (nuotraukose nepastebéta
zymaus skirtumo tarp daleliy dydzio).

Rentgeno spinduliu difrakcija (X-ray). Rentgeno spinduliy difrakcijos
rezultatai (3.7 pav.) parodé, kad neapdoroty ultragarsu RP AVK turi tipiSka A4 tipo
kristaliSkumo modelj, atitinkantj sandarig amilopektino dvigubaja spirale su
btudingomis smailémis ties difrakcijos kampais (26) 15°, 16,9° ir 17,9°, taip pat silpna
smaile ties 20° 26 ir papildoma smaile ties 23° 26, tai atitinka kity tyrinétojy
duomenis (168, 291). Remiantis literatiira, smailiy plotis priskiriamas kristality
dydziui: diskreciosios smailés rodo didesnj kristaliSkuma, o placios difrakcijos
smailés rodo amorfine zong (235, 291).

Apdorojimas UG S$velniomis salygomis (40 °C) lémé nezymy AVK
kristaliSkumo sumazéjimg ties 20° ir 23° 26, sumazino smailés astruma ties 15° ir
zymiai paveiké smailes ties 16,9° ir 17,9° 26, palyginus su AVK, isskirtu i$
neapdoroty RP (AVKyg) (3.7 pav.). AVK méginiy, iSskirty po apdorojimo UG
didesn¢je temperatiiroje, kristaliSkumo smailés gautos mazesnés. Esant 70 °C
temperatirai, buvo pastebétas smailiy iSnykimas ties 15° ir 23° 26, ir dvigubas
sumaz¢jimas ties 16,9° ir 17,9° 20, tai parodo rysky amorfiniy zony susidaryma.
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amilozés kiekis padidéjo 46,2 %, kai buvo vykdomas apdorojimas UG 40 °C
temperatiiros aplinkoje. Apdorojant UG, kada temperatiira buvo 50-60 °C, nustatytas
vidutiniskai 2 kartus didesnis amilozes kiekis, lyginant su AVKyg méginiu (amilozés
kiekis 25,62 %). Falsafi ir kt. (293) nustaté, kad apdorojant UG padidéjo amilozés
kiekis avizy krakmole dél UG kavitacijos.

Pagal Chan ir kt. (296), UG kavitacija padidino amilozés kiekj bulviy, pupeliy,
sorgy ir kukurfizy krakmole, tai rodo molekulinés struktiros irimg ir linijiniy
amilozeés fragmenty susidarymg. Nestabili sluoksniuota krakmolo strukttira gali biiti
sumazgejusio santykinio kristaliSkumo, o kartu ir sumazéjusio AVK kiekio priezastis.
Amilozé dazniausiai suformuoja 3 tipo AVK dél savo gebéjimo vél susijungti.

Kleisterizacijos kreivés. Tyrimo rezultatai parodé, kad UG apdoroty AVK
méginiy kleisterizacijos kreiviy profiliai panasiis | neapdoroty AVK (3.13 lent.), tai
rodo, kad apdorojimas UG neturéjo reik§mingos jtakos kleisterizacijos kreiviy
profiliui. Gautos tendencijos atitinka Yang ir kt. (123), taip pat Bianas ir
Chungas (297) rezultatus.

Kalbant apie krakmolo kleisterizacijos savybes, gamtinio ryziy krakmolo atveju
nustatyta maziausia kleisterizacijos temperatiira (67,90 °C), didZiausia kleisterizacijos
klampa (474,02 BU) ir klampos sumazg¢jimas (260,77 BU). O stai AVKyg méginiui
nustatyta reikSmingai aukstesné (p <0,05) kleisterizacijos temperatira (72,95 °C),
mazesné maksimali klampa (370,63 BU) ir mazesnis klampos sumazéjimas
(175,96 BU) dél kristaliniy / amorfiniy zony santykio ir dvigubosios spiralés kiekio
krakmole sumazéjimo, atsiradusio malant ryziy gridus (106). Apdorojimas UG 40 °C
temperattros aplinkoje Siek tiek padidino AVKyyc Kkleisterizacijos temperatiirg,
sumazino maksimalig klampg bei padidino jos kritimo laipsnj, lyginant su AVKyg
kleisteriu (3.12 lent.).

Siuo atveju gautas kleisterizacijos klampos sumazéjimas rodo, kad UG
apdoroty ryziy malimo Salutiniy produkty AVK méginiy kleisteris pasizyméjo
mechaniniu ir terminiu stabilumu, o didesné klampa rodo didesnj AVK granuliy
polinkj retrograduoti. Esant 50-60 °C UG temperatiirai, AVK kleisteris pasizyméjo
kiek didesne maksimalia klampa ir Zymiai mazesne klampa (p < 0,05), palyginti su
AVKyc, todél galime teigti, kad kleisterizacijos temperatiira neturéjo reik§mingos
itakos (p > 0,05) (3.12 lent.).

Didziausia galutiné AVK kleisterizacijos klampa (451,62—485,34 BU) nustatyta
esant UG temperatiirai 40-50 °C, taciau reikia pazyméti, kad apdorojimas UG
60-70 °C mazino AVK galuting klampa, lyginant su AVKyg (428,06 BU), ir visais
atvejais mazino §j rodiklj, lyginant su gamtiniu ryziy krakmolu (467,27 BU) dé¢l
jvykusio krakmolo granuliy suirimo ir brinkimo.

Nustatyta, kad AVK;qc, kuris buvo iSgautas i§ RP po apdorojimo UG 70 °C
temperattros aplinkoje, pasizymi didziausia kleisterizacijos temperattira (75,07 °C),
bet stipriai sumazéjusia maksimalia kleisterizacijos klampa (298,51 BU) ir maziausiu
klampos sumaz¢jimu (131,14 BU); o tai rodo, kad krakmolo granulés §iuo atveju
brinko létai. Taigi krakmolas yra atsparesnis terminiam apdorojimui, tai galima
paaiskinti krakmolo polisacharidy tarpmolekulinés saveikos pokyciais. Pagal
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apdorojimo UG intensyvumg amilopektino, kuris yra atsakingas uz didesng¢ klampa,
suskaidymo laipsnis didéja dél jo Sakotos makromolekuliy struktiiros.

Amilozé sudaro kompaktiSkesne struktiirg, kuri pasizymi didesne
tarpmolekuline sgveika, t.y. dél papildomy vandeniliniy jungc¢iy, didesnio karbonilo
ir karboksilato grupiy kiekio (3.8 pav.), kurios padidina krakmolo granuliy
kleisterizacijos temperatiirg.

3.12 lentelé. Gamtinio ryziy krakmolo ir AVK, isskirto i§ neapdoroty ir UG apdoroty

RP, kleisterio susidarymo savybés

Kleisterio

Krak- Kleisteri- Maksimali Klampos Kritimo Galutiné
molo zacijos kleisterizacijos sumaiéPimas laipsnis. BU kleisterizacijos
méginiai  temp., °C Klampa, BU BIJJ ’ SIS, Kklampa, BU
Ryziy

krak- 67,900,114 474,02 0,26 260,77 % 0,10 254,73 +0,22° 467,27 +0,18"
molas

AVKyg 72,950,221 382,14+ 0,21 175,96 + 0,32° 221,88 +0,28° 428,06 +0,21°
UG apdorojimas

AVKyoc 1347019 370,63 0,15° 164,57 0,08 279,28 = 0,41° 485,34 % 0,06
AVKspee  73:93£033 403,74 £0,11° 198,61 £0,21° 246,49 £0,08" 451,62 +0,34*
AVKgoc ~ 71:82%£036% 398,32 +0,27" 193,86 + 0,36 221,72 +0,39° 426,18 +0,27°
AVKgoc  75:07%0,17° 298,510,117 131,14 £ 0,18° 240,99 + 0,05 408,37 = 0,14¢

Cia rezultatai yra vidurkis + standartinis nuokrypis. Duomenys su skirtingomis raidémis
stulpelyje rodo reik§mingus skirtumus (p < 0,05). AVKyg — atsparus krakmolas, i$skirtas i§
neapdoroty RP; AVKyyoc, AVKsgoc, AVKeyoc, AVK7goc — atsparus krakmolas, isskirtas i§ UG
apdoroty RP 40-70 °C temperatiiroje; BU — Brabender vienetai.

Esant didelei UG temperatiirai, sumazéja didziausia potencialiai paZeisty
makromolekuliy klampa, o tai apibiidina maksimaliai i$brinkusiy daleliy sgveika (kuo
mazesnés dalelés, tuo mazesné klampa). Siuo atveju galutiné klampa taip pat yra
mazesné dél krakmolo suardymo, tai patvirtina didesnis amilozés kiekis ir papildomos
B ir D smailés, atsirandancios FT-IR spektre (3.8 pav.). Kleisterizacijos metu
krakmolas tampa amorfiniu, todél kleisterizacijos kreiviy profilyje reikSmingy
skirtumy nenustatyta. Kleisterizacijos profilis labiau priklauso nuo krakmolo granuliy
formos, dydzio, tarpmolekulinés sgveikos (cheminés sudéties) ir molekulinés masés.

Gauti rezultatai sutampa su tyrimais, kuriuose teigiama, kad apdorojimas UG
sumazina didziausig ryziy ir vaskiniy kukuriizy krakmolo klampg (283, 289). Fizinis
krakmolo granuliy pazeidimas sumazina kleisterio klampa dél padidéjusios vandens
absorbcijos ir kartu hidratacijos (122). Be to, apdorojimas UG, inicijuojantis
vandenilio jung€iy nutriikimg ir taip sumazinantis krakmolo granuliy sgveika, taip pat
mazina kleisterio klampag (284), tai galima paaiskinti atitinkamy kleisterizacijos
kreiviy profiliu.

Atsparaus vir§kinimui krakmolo technologinés savybés. IS neapdorotos ir
UG apdorotos RP zaliavos iSskirty AVK méginiy technologinés savybés pateiktos
3.13 lenteléje. Rezultatai parodé, kad UG Zymiai (p < 0,05) padidino aliejaus (A]l) ir
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vandens (V]I) jgérimo indeksus, brinkimo galig (BG), tirpuma (TV) ir sumaZino
minimalig gelio susidarymo koncentracija (MGK), palyginti su AVKyg méginiu.

3.13 lentelé. Ryziy krakmolo ir AVK, isskirto i§ neapdoroty ir UG apdoroty RP,
amilozes kiekis ir technologinés savybés

Méginys VI, g/g All, glg BG, % TV, % M(ZK’ Amilozé, %
lljryaiir‘;olas 4,30 +0,08° 23740200 5224013  3,64+0,15 8¢ 25,35 +0,35°
AVKxg 4,58 £0,12¢ 2,70+£021¢  578+0267  4,.81+0277 14 25,62+ 0,28°
UG apdorojimas

AVE.oec 591+0,18 3,08+0,13"  6,17+0,03  6,06+0,07° 12" 37,47 0,05
AVKso-c 5,59 + 0,04 3,15+£0,05 6,62+ 0,06" 6,67 =0,39" 10¢ 53,10 + 0,64¢
AVKeo-c 6,17 +0,07" 327+0,03°  932+042° 16,45+ 0,40° 10° 51,56 40,10
AVKqgoc 7,54 +0,20° 349+0,11°  9,58+0,02° 17,01 +0,02° 8¢ 49,97 +0,03"

Cia rezultatai yra vidurkiai + standartinis nuokrypis. Duomenys su skirtingomis raidémis
stulpelyje rodo reik§mingus skirtumus (p < 0,05). AVKyg — atsparus krakmolas i$ neapdoroto
RP; AVKygoc, AVKsgoc, AVKygg oc, AVKy oc — atsparus krakmolas, i$skirtas i§ RP, apdoroty
UG atitinkamos temperatiiros aplinkoje; V//— vandens jgérimo indeksas; AJI— aliejaus
igérimo indeksas; BG — brinkimo galia; 7V — tirpumas vandenyje; MGK — minimali gelio
susidarymo koncentracija.

AVK, apdoroti UG, absorbavo didziausig vandens ir aliejaus kiekj (atitinkamai
5,91-7,54 g/g ir 3,08-3,49 g/g), palyginti su AVKyg (atitinkamai 4,58 g/g ir 2,70 g/g)
ir gamtiniu ryziy krakmolu (atitinkamai 4,30 g/g ir 2,37 g/g). UG apdoroty AVK
parametry BG ir TV vertés reikSmingai padidéjo (p <0,05) lyginant su neapdorotu
AVK (30 °C temperatiiros vandenyje).

MGK gali buti susijusi su daleliy dydziu. Gamtinio ryziy krakmolo granulés po
retrogradacijos sudaro tvirCiausig gelj, esant minimaliai koncentracijai, o minimalig
MGK verte AVK;oc atveju galima paaiskinti dél amilozés makromolekuliy jtraukimo
] retrogradacijg, galbiit sustiprinant AVK gelius. Gamtinio ryziy krakmolo sudétyje
buvo daugiau ilgagrandinés amilozés, kuri yra maziau tirpi (3.13 lent.).

AVK tirpumas galimai padidéjo dél kombinuoto apdorojimo UG ir
temperattros poveikio, sukelian¢io amilozés ir amilopektino skilimag (298), dél tos
priezasties susidaro trumpesni Sakotyjy grandiniy fragmentai, amilozés kiekio
padid¢jimas ir SEM rezultatuose matyti pazeidimai krakmolo daleliy pavirsiuje.

Remiantis literatiira, d¢l UG kavitacijos vyksta amilopektino molekuliy irimas,
sustiprinant linijinius fragmentus, kurie turi jtakos krakmolo granuliy brinkimo gebai
ir tirpumui (293). Vidiné tvarkinga krakmolo granuliy struktiira buvo suardyta, tai
priklaus¢ nuo amilopektino vandens absorbcijos, apdorojant UG didesnés
temperattros aplinkoje. Brinkimo laipsnis yra fiziné amilopektino savybé, o dél
apdorojimo UG temperatiiros poky¢iy vyksta amilopektino molekuliy kristaliSkumo
praradimas, taip sumazinamas jo klampumas.

Pasak Wang irkt. (284), apdorojant UG bulviy krakmola, jo granuliy skilimas
turéjo jtakos amilopektino kristaliSkumo praradimui. Ding ir kt. (182) teigé, kad
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retrograduoto kukurtizy krakmolo brinkimas ir tirpumas po apdorojimo ultragarsu
pageréjo, palyginti su gamtiniu krakmolu. Tai patvirtina, kad kristaliné krakmolo
struktiira buvo paZeista dé¢l grandiniy sgveikos pokyciy kristalinése ir amorfinése
krakmolo granulés srityse.

Apibendrinimas. Tyrimo rezultatai parodé, kad ryziy malimo Salutiniy
produkty apdorojimas UG turéjo jtakos atsparaus virSkinimui krakmolo struktiiros
pokyciams, kurie pakeit¢ jo morfologines charakteristikas ir fizikines-chemines
savybes, o kartu ir hidratacinj pajégumg. Technologiniy savybiy skirtumus gali
salygoti krakmolo granuliy pavirSiaus pazeidimai, kurie matomi SEM nuotraukose,
deél ultragarsinés kavitacijos sukeltos §lyties jégos poveikio (178).

Vertinant UG temperatiiros jtaka, gauti rezultatai parodé, kad veikiant UG
60-70 °C temperatiiros aplinkoje, buvo paveikta cheminé krakmolo struktiira, ir tai
sumazino AVK kristaliskuma nuo 23,85 % iki 18,37-4,43 %, taip pat padidino AVK
kleisterio mechaninj ir terminj stabiluma, o tai rodo didesng AVK granuliy tendencija
retrograduoti. Retrograduotas krakmolas yra maziau tirpus vandenyje ir todél maziau
virskinamas nei gamtinis krakmolas. Amilopektinas yra atsparesnis retrogradacijai,
nes sudaro stipresnius rysSius nei amilozé. Taigi retrogradacija, ilgai laikant, yra
rySkesné¢ daug amilozés turiniame krakmole ir krakmoluose, pakaitintuose iki
kleisterizacijos temperatiiros. PrieSingai, termiskai apdorotuose vaskiniuose griduose
amilozés retrogradacija yra labai maza.

Kleisterizacijos tyrimo rezultatai parod¢, kad klampiausias AVK kleisteris
susidaro, RP apdorojant UG 40 °C temperattros aplinkoje, o tai rodo stiprig saveika
tarp koloidiniy daleliy ir tirpiyjy polisacharido molekuliy. Si i§vada i§ dalies galéty
paaiskinti padidéjusj tokio krakmolo kiekj ir jo atsparumg virskinimo fermentams.
Apdorojant UG reikSmingai (p <0,05) pageréjo AVK aliejaus ir vandens jgérimo
pajégumas, brinkimo galia, tirpumas, taip pat sumazg¢jo minimali gelio sudarymo
koncentracija (MGK).

Tokiu biidu UG modifikuotas AVK jgauna funkcines savybes, kuriomis
nepasizymi neapdorotas krakmolas, o tai gali buti specifiné pritaikymo maisto
pramongje sritis.

Tyrimo naujumu galima laikyti tai, kad iki §iol nebuvo publikuoty duomeny
apie apdorojimo UG taikymg AVK kiekio padidinimui RP. Duomeny statistinis
vertinimas parode reikSminga trijy tirty veiksniy (apdorojimo UG temperatiiros,
trukmés ir galios) poveikj (p <0,05). Duomeny regresiné analizé patvirtino, kad
sudarytu matematiniu modeliu galima apraSyti 97 % duomeny. Taikant PAM, gautos
optimalios salygos RP apdorojimui UG: trukmé 18 min, temperattra 40 °C, UG galia
1,8 W/em®;  optimizuotomis  salygomis prognozuojamas AVK kiekis sudaro
13,46 g/100 g s. m.

Siame tyrime pritaikyta technologiné koncepcija skiriasi nuo tos, kur
naudojamas gamtinis krakmolas kaip zaliava AVK kiekiui padidinti. Miisy atveju
naudota zaliava yra ryziy malimo Salutiniai produktai, kurie leidzia sumazinti
krakmolo kleisterio dziovinimo problemas tolesniuose technologiniuose etapuose.
D¢l apdorojimo ultragarsu RP matricoje gautas didesnis AVK kiekis, kartu padidéjo
ir jo panaudojimo kaip funkcinio biologinio maisto komponento potencialas.
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3.3. Funkcionalizuoty ryZiu malimo Salutiniy produkty panaudojimas
funkciniy produkty gamybai

Bioaktyviosios maisto produkty sistemos, kuriose bioaktyvieji komponentai yra
imobilizavimo medziagoje arba yra imobilizuojami, — tai technologiné koncepcija,
taikoma funkciniy maisto produkty gamyboje, norint sukurti saugy ir pasizymintj
konkre¢iomis savybémis maisto produkta.

Sio etapo metu buvo sukurtas funkcinio produkto (konditerinio batonélio)
modelis 1§ apdoroty ultragarsu RP ir BR uogy i$spaudy fitocheminémis medziagomis,
pasizyminciais nutraceutinémis savybémis. Be to, Siame skyriuje analizuojami kai
kurie aspektai, susije su saugiu PRB lasteliy stabilizavimu, funkcionalizuoty RP
substrate, taikant PKF, bei RP-BR matricos potencialu pagerinti bakteriniy lasteliy
gyvybinguma ir antimikrobinj aktyvuma laikymo metu.

Pirmajame etape vertinta BR priedo neapdoroty ir UG apdoroty RP terpéje jtaka
atrinkty PRB gyvybingumui ir jy gaminamy metabolity antimikrobiniam aktyvumui;
antrajame etape parinkti geline struktiira sudarantys ir tekstiirg stabilizuojantys priedai
ir jvertintas RP-BR matricos bei PRB stabilumas laikant.

3.3.1. Imobilizavimo sistemos apdoroty ultragarsu ryZiy malimo Salutiniy produkty
ir brukniy uogy isspaudy pagrindu sudarymas

Probiotinio maisto produkto mitybinés vertés pagerinimui, be RP, pasirinktos
brukniy vogy (Vaccinium vitis-idaea L.) iSspaudos, turtingos sveikatai naudingy
bioaktyviyjy junginiy.

Taikant didelio efektyvumo skysCiy chromatografija, BR identifikuoti tokie
flavonoidai, kaip kvercetinas (44,7 %, kvercitrinas (28,2 %), hiperozidas (15,6 %) ir
kumaro rugstis (11,5 %) nuo bendro zinomy fenoliy kiekio (425,96 £2,71 pg/g).
Pagal Kitryte, bruknése nustatytas kvercetinas, kvercitrinas, hiperozidas ir kumaro
rugstis (299).

Kuriamo produkto matrica buvo komponuojama i$ neapdoroty ir apdoroty UG
RP ir BR priedo, keiciant jo kiekj (10-50 %) RP-BR matricoje. Vertinta BR iSspaudy
priedo jtaka PRB gyvybingumui neapdoroty ir apdoroty UG RP terpése tikslu atrinkti
priimting RP ir BR santykj (RP/BR). Eksperimentui atrinktos PRB
[P. pentosaceus 100 (Pp100), L. brevis 173 (Lb173), P. acidilactici 236 (Pa236) ir
L. paracasei 244 (Lpc244)], kurios aktyviai dauginosi RP terpéje (84).

Analizuojant  PRB  antimikrobinj  aktyvumg  prie§  indikatorinius
mikroorganizmus  Pseudomonas — aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus ir Staphylococcus aureus po 24 h ir 48 h inkubacijos
mitybineje terpéje (3.14-3.15 lent.), nustatyta, kad PRB slopinamasis poveikis
priklausé nuo mikroorganizmy padermés ir fermentacijos trukmés.

Antimikrobinio aktyvumo tyrimo rezultatai rodo, kad po 24 h inkubacijos (3.14
lent.) vidutinio stiprumo inhibiciniu poveikiu (inhibicijos zonos nuo 7 mm iki 12 mm)
pries tirtus indikatorinius patogenus pasizyméjo Lb173 (slopinti 5 patogenai).
Silpnesniu slopinanciu poveikiu (inhibicijos zonos nuo 6 mm iki 10 mm) pasizyméjo
Pa236 (slopinti 5 patogenai), Pp100 ir Lpc244 slopino 4 patogeny augima. Pries
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Bacillus cereus buvo aktyvis tik Lb173 ir Pa236 filtratai, o neutralizuoti visy PRB
filtratai nerodé antimikrobinio poveikio né prie§ viena tirta patogena (3.15 lent.).

3.14 lentelé. PRB filtraty antimikrobinis aktyvumas po 24 h ir 48 h inkubacijos MRS
terpéje difuzijos | agarg metodu (inhibicijos zonos mm, jskaitant 6 mm jdubg)

Indikatoriniai Pp100 Lb173 Pa236 Lpc244
mikroorganizmai 24 h 48 h 24h  48h 24h 48h 24h 48h

P
seudomonas 10+ 0,0 12+0,5 10+ 0,0 13+0,0 8+0,5 8+0,5 10+0,0 12+0,0

aeruginosa
Escherichia coli 11+0,0 12+0,0 7+0,5 9+0,0 10+£0,0  13+0,0 8+0,0 9+0,5
‘monell,

Sal ,0 el'a 10+0,5 11+0,0 7+0,0 8 40,0 6+0,0 8:+0,5 6+0,0 8:+0,0
typhimurium
Bacillus cereus - 6+0,0 12£0,0 13+0,5 9+05 10£0,0 - 10+0,5
Staphylococcus

6+0,0 8+0,0 12£0,0 1305 60,0 7+0,0 6+0,0 8+0,0
aureus

MRS — maistiné terpé; RP — ryziy malimo Salutiniy produkty terpé, fermentuota PRB:
Ppl100 — P. pentosaceus; Lb173 — L. brevis; Pa236 — P. acidilactici; Lpc244 — L. paracasei.

3.15 lentelé. Neutralizuoty (pH = 6,4) PRB filtraty antimikrobinis aktyvumas po 24 h
ir 48 h dauginimosi MRS terpéje difuzijos | agarg metodu (inhibicijos zonos mm,
jskaitant 6 mm jdubg)

Indikatoriniai Pp100 Lb173 Pa236 Lpc244
mikroorganizmai 24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Pseudomonas

aeruginosa

Escherichia coli — - - — _ _ _ _
Salmonella

typhimurium

Bacillus cereus - - - 840,05 - 840,05 - -
Staphylococcus

aureus

- - - - - 8 +0,05 - -

MRS — maistiné terpé; RP — ryziy malimo Salutiniy produkty terpé, fermentuota: Pp100 —
P. pentosaceus; Lb173 — L. brevis; Pa236 — P. acidilactici; Lpc244 — L. paracasei.

48 h fermentacija suteik¢ didesnj kai kuriy PRB filtraty antimikrobinj
aktyvumg: Lbl173, Lpc244, ir Pa236 metabolitai pasizyméjo vidutinio stiprumo
(inhibicijos zonos nuo 10 mm iki 13 mm) antimikrobiniu poveikiu prie§ B. cereus, o
Pa236 neutralizuotas filtratas parodé poveikj (inhibicijos zona 8 mm) prie$ B. cereus
ir P. aeruginosa, taip pat Lb173 — prie§ B. cereus (3.14 lent.).

Antimikrobinio aktyvumo skirtumai tarp PRB filtraty gali bati paaiskinti
skirtingy organiniy ragsciy, pasizyminéiy skirtingu antibakteriniu poveikiu,
susidarymu (3.9 pav.).

92



® Pienor.

e =
) P

Act 1
g % A or. g
X o

0@ T T T T T T T | 0 & T T T T T T T |
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
(a) Trukmé, h (b) Trukmé, h

3.9 pav. Pieno ir acto rig8¢iy koncentracijos Lb173 (a) ir Pa236 (b) fermentacijos terpéje

Kiekybin¢ ir kokybiné organiniy riigs¢iy analizé atrinkty Lb173 ir Pa236
padermiy, pasizyminciy vidutinio stiprumo antimikrobiniu poveikiu pries tirtus
patogenus, taip pat didesniu atsparumu rigsciai terpei (pH = 2) (166), parode, kad
didziausios pieno ir acto riligSties koncentracijos susidaro terpéje po 36 h
fermentacijos: fermentuojant Pa236, atitinkamai 69,65 g/l ir 53,66 ¢g/l, o
fermentuojant Lb173, atitinkamai 78,73 g/l ir 48,95 g/I.

Naudojant Pa236 susidaré 2,8 % daugiau acto rugsties, o pieno riugsties susidaré¢
vidutiniskai 12,35 % daugiau, naudojant Lb173. Ilgesné fermentacija (48 h) pieno ir
acto rugsciy susidarymui reikSmingos jtakos neturéjo (p > 0,05) (3.9 pav.).

Remiantis literattiroje pateiktais duomenimis, esant mazoms pH vertéms, pieno
rugstis gali turéti stipresn] inhibicinj poveikj nei acto ragstis (300).

Tyrimy metu nustatytas Lb173 antibakterinis poveikis méginiuose, kuriuose
nustatytas didesnis acto rugsties kiekis, parodé teigiamg poveikj pries
Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ir
Proteus spp. padermes, sukeliancias maisto gedima (301).

Brukniy priedo jtaka PRB gyvybingumui ir bioaktyvumui UG apdorotoje
ir neapdorotoje RP terpéje. Eksperimentui atrinktos L. brevis 173 ir
P. acidilactici 236 padermes, kuriy metabolitai pasizymi antimikrobiniu aktyvumu ir
skirtingu atsparumu riigstinei terpei. Rezultatai parodé, kad terpés pH reikSmingai
(p <0,05) priklausé nuo BR priedo kiekio (10-50 %), PRB padermés ir fermentacijos
trukmes (3.10 pav.).

Visu fermentacijos laikotarpiu intensyvesnis rugStingumo padidéjimas (pH
sumazgjo 25,4 %) nuo pradiniy veréiy nustatytas fermentuojant su Lb173, lyginant su
Pa236 (atitinkamai pH sumazéjo 17,7 %) (3.10 pav.). Tai rodo, kad Lbl73
mikroorganizmai RP terpéje adaptavosi grei¢iau; daugiausia rigsciy buvo pagaminta
pirmagsias 24 h (pH sumazéjo 22 %), o véliau riigStingumas kito nezymiai (pH
sumazejo dar 4 %). Pa236 atveju, pH maZzéjo nezymiai visu fermentacijos laikotarpiu
(vidutiniskai 12,6 %).

BR priedas dél savo didesnio rigstingumo (pH = 2,82) padidino RP terpés pH
pradiniu momentu, t.y. pridé¢jus 10-50 % BR priedo, fermentacijos terpés pH
nustatytas 2,81-4,35 (Lb173) ir 2,34-4,35 (Pa236) ribose, o stai RP ir RP UG
méginiy pH vertés nustatytos didesnés, t.y. 3,28-4,43 (Lb173) ir 3,08—4,52 (Pa236)
ribose (3.10 pav.).
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3.10 pav. BR priedo (} 0-50 %) itaka pH vertéms RP terpéje, fermentuojant Lb173 (a) ir
Pa236 (b) bakterijomis. Cia K — RP terpé be BR priedo; KUG — RP terpé, apdorota UG be BR
priedo

Visais atvejais, naudojant UG apdorotas RP, terpés pH pokyciai, tiek
fermentuojant Lb173, tick Pa236 atveju, nustatyti vidutiniskai 11,07 % mazesni, t. y.
rugStingumo susidarymas terpéje vyko léciau, lyginant su neapdoroty RP terpe. Tai
rodo, kad RP terpé su didesniu AVK kiekiu padidino naudoty eksperimente PRB
stabiluma.

BR priedo poveikio Lb173 gyvybingumui analizé parod¢, kad visais atvejais
10-50 % BR priedas padidino vidutinj Igsteliy skaic¢iy 0,29-0,52log;o KSV/g
(Lb173), o stai 10 % BR priedas padidino 0,15log;o KSV/g Pa236 lasteliy skai¢iy 24—
36 h laikotarpiu, palyginti su UG apdorota RP terpe (3.16 lent.). Didesnis BR priedo
kiekis  (20-50 %) sumazino PRB lgsteliy skaiciy 0,38-0,94 log;o KSV/g
(kontroliniame méginyje lasteliy skaiciaus sumazéjimas 0,4log;o KSV/g).

Didziausias gyvybingy lasteliy skaicius, pridéjus BR, pastebétas Lb173 atveju
(9,74log;o KSV/g) ir buvo pasiektas po 24 h naudojant 50 % BR prieda. Didesnis BR
priedas (30-50 %) nezymiai mazino gyvy lasteliy skaiciy (0,09-0,22log;(KSV/g)
ilgesnés fermentacijos metu (48—72 h) (3.16 lent.).

Pa236 atveju 20-50 % BR kiekis mazino (p <0,05) Sios padermés lasteliy
iSgyvenamuma. [lgalaiké fermentacija sumazino gyvy lasteliy skaiciy 0,17-0,32log;,
palyginti su UG apdorotu RP méginiu be BR priedo, taciau didesnis sumazéjimas
buvo pastebétas neapdorotame RP méginyje (0,54log;o KSV/g).

IsSbandytos PRB padermés parodé intensyvesnj augimg ir stabiluma UG
apdorotose RP, palyginti su neapdoroty RP terpe. DidZiausias Lb173 lgsteliy skaicius
(9,48log1o KSV/g) buvo nustatytas UG apdorotuose RP 24-36 h fermentacijos
laikotarpiu, lyginant su neapdorotais RP (9,38log;o KSV/g). Pa236 padermés atveju
didziausias lasteliy skaiCius 9,21-9,35log;o KSV/g ir vidutiniskai 9,54log;, KSV/g
susidaré 3648 h fermentacijos laikotarpiu, atitinkamai neapdorotuose ir UG
paveiktuose RP (3.16 lent.).

Apdoroty UG RP naudojimas leido sutrumpinti fermentacijos trukme mazdaug
12 h, t.y. PRB grei¢iau adaptavosi terpéje ir iSliko gyvybingos 72h fermentacijos
metu. UG apdorota RP terpé parodé didesnj potencialg uztikrinti tiriamy padermiy
stabiluma, lyginant su RP terpe: 48-72 h fermentacijos laikotarpiu neapdoroty RP
terpéje nustatytas PRB gyvybingy lasteliy sumazéjimas sudare 0,40-0,54log; KSV/g,
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o $tai UG apdoroty RP terpéje PRB gyvybingumui $i fermentacijos trukmé
reik§mingos jtakos neturéjo (p > 0,05) (3.16 lent.).

Ankstesni tyrimai parode, kad Lb173 padermé galéjo uztikrinti efektyvy ir
stabily augimg sterilizuotoje ryziy poliravimo atlieky terp¢je, pasiekdamos
maksimalig lgsteliy koncentracija 9,35log;o KSV/g per 24h ir iki 9,48
9,55log;o KSV/g per 48 h (84).

3.16 lentelé. BR priedo (10-50 %) jtaka Lb173 ir Pa236 bakterijy lgsteliy skaiciui
(logo KVS/g) RP fermentacijos terpéje

Meéginys 0h 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h
RP 8,15+ 0,02 9,12+ 0,03 9,29 + 0,07 9,38+ 0,07 9,25+ 0,72 8,59 + 0,09 8,28 £ 0,91
RP UG 8,25+ 0,03 8,96 + 0,07 9,41 +0,02 9,48 + 0,05 9,42 +0,03 9,12+ 0,06 8,96 + 0,22
10 % BR 8,28 £ 0,01 931+0,10 9,58 +0,91 9,62 + 0,41 9,64 = 0,00 9,41 +0,56 9,32 +0,06
Lb173 20 % BR 8,35+ 0,02 931+0,21 9,66 = 0,02 9,63 = 0,02 9,56 + 0,01 9,24 +0,71 9,18 +0,00
30 % BR 833+0,25 9,41 £ 0,00 9,62+ 0,10 9,64 + 0,05 9,53 +0,02 9,44 031 9,21 +0,01
40 % BR 8,29 +0,32 9,48 +0,31 9,65 + 0,03 9,64 = 0,00 9,61 0,81 9,38 + 0,00 9,08 +0,03
50 % BR 8,29 +0,12 9,56 + 0,02 9,74 0,07 9,68 0,01 9,55+0,03 9,45+ 0,01 9,12+ 0,04
RP 7,95+ 0,22 8,96 + 0,52 9,29 + 0,05 9,35+ 0,08 9,21 +0,04 8,64 + 0,86 8,44 + 0,47
RP UG 8,05+ 0,36 8,87 + 0,46 9.41+0,12 9,52+ 0,09 9,55+ 0,02 9,22 + 0,09 9,08 +0,51
10 % BR 8,15 + 0,00 9,31 + 0,00 9,24+ 0,31 9,14+ 0,03 9,07 £0,09 8,90 + 0,06 8,75 + 0,65
Pa236 20 % BR 7,93 +0,01 8,79 + 0,02 8,96 + 0,02 8,85+0,12 8,78 0,25 8,60+ 0,31 8,44+ 0,21
30 % BR 8,21+ 0,01 8,48 + 0,01 8,44+ 0,01 8,34+ 0,02 8,18+0,04 8,22 40,52 8,04 + 0,02
40 % BR 8,07 + 0,05 8,32+ 0,03 8,17 0,01 8,25+0,22 831+0,03 7,97 £ 0,09 7,88 +0,72
50 % BR 7,70 £ 0,01 8,22+ 0,05 8,17 + 0,01 8,16+ 0,03 8,05 = 0,08 7,99 £ 0,52 7,74 0,21

Cia RP — ryziy malimo $alutiniy produkty terpé; RP UG — RP, apdorotos UG (20 min, 40 °C);
10; 20; 30; 40; 50 % BR — RP su atitinkamu BR i$spaudy kiekiu.

Tyrimas rodo, kad RP funkcionalizavimas UG prie§ fermentacija pagerino
analizuojamy PRB padermiy augimo intensyvumg. Pagal Cui ir kt. (122), UG
apdorojimas inicijuoja jung€iy hidrolize tarp griidy matricos ir smulkiy komponenty,
padidinanciy jy kiekj terpgje, taip didinant jy prieinamuma mikroorganizmams, ir
maisto medziagos panaudojamos efektyviau. Substrato funkcionalizavimo
intensyvinimas UG leidzia sutrumpinti fermentacijos trukme ir pagerinti proceso
efektyvuma (114); tai rodo, kad UG yra perspektyvus fermentacijos proceso
intensyvinimo biidas.

BR priedo jtaka PRB antimikrobinéms savybéms RP terpéje. Atrinkty PRB
padermiy antimikrobinio aktyvumo rezultatai RP terp¢je po 24 h ir 48 h fermentacijos
pateikti atitinkamai 3.17 ir 3.18 lentelése. Pp236 padermé buvo aktyvi pries tris i$
indikatoriniy mikroorganizmy (E. coli, S. typhimurium ir B. cereus) (3.17 lent.), o $tai
Lb173 padermé parodé¢ maza (inhibicijos zonos nuo 6 mm iki 10 mm) ir vidutinj
poveikj (inhibicijos zonos nuo 10 mm iki 15 mm) prie§ visas penkias tirtas padermes
(3.18 lent.). Nustatyta, kad UG apdoroty fermentuoty Pp236 RP 48 h filtratai
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padidino antimikrobinj aktyvumag iki vidutinio (inhibicijos zonos 10 mm) pries E. coli
ir S. typhimurium, o Lb173 filtratai — prie§ P. aeruginosa, lyginant su neapdorotais
RP méginiais.

3.17 lentelé. BR priedo (10-50 %) jtaka neapdoroty, UG apdoroty ir fermentuoty
Pa236 RP filtraty ir neutralizuoty (pH = 6,4) filtraty antimikrobinis aktyvumas
difuzijos j agara metodu (inhibicijos zonos mm, jskaitant 6 mm jduba)

. S. typhimu- ,
RP E. coli tyrfum B. cereus St. aureus P. aeruginosa
méginiai
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
F 6+0,0 7+0,5 - 6+0,0 - 6+0,5 - - - -
RP
NF - - - - - - - - - -
RP F - 10+ 0,0 - 10+0,0 6+0,0 8+0,0 - - - 6+0,0
UG NF - 70,0 - - - - - - - -
RP UG su BR priedu:
F - 11£0.5 - 7£00  8£00 1100 - 6£0,5 - 6£0,0
10 %
NF - 80,0 - - - - - - - -
F - 1105 10200 900  6=0,0 7£0,0 - 7£0,0 - 6£0,0
20 %
NF - 7£0,0 - - - - - - - -
F 600  10£00  8£00  10%0,5 - 740,0 6+0.,5 9+0,0 - 6+05
30 %
NF - 7£0,0 - - - - - - - -
F 600 900  6x00 700 - 7£0,0 6+0,0 9+0,0 - 6£0,0
40 %
NF - 7£0,5 - - - - - - - -
F 605  7£00  6%00  7+05 - - 60,0 80,0 - 6£0,5
50 %
NF - 6=0,0 - - - - - 60,0 - -

RP — ryziy malimo Salutiniy produkty terpé; Pa236 — P. acidilactici 236; F — filtratas; NF —
neutralizuotas filtratas.

PRB padermiy metabolity antimikrobinio aktyvumo padidéjimas pries B. cereus
fiksuotas po 24h fermentuotuose RP UG méginiuose. Neutralizuotas 48 h
fermentacijos Pa236 filtratas parodé maza (inhibicijos zonos 7 mm) antimikrobinj
aktyvuma prie$ E. coli, palyginus su Lb173 meéginiu, kuriam jis nenustatytas
(3.18 lent.).

Vienas i§ pagrindiniy augimo slopinimo mechanizmy prie§ patogenus gali
atsirasti dél organiniy riugséiy gamybos, tai rodo sumazéjes terpés pH (3.10 pav.).
Taip pat didesnis pieno ir acto riigs¢iy kiekis susidare biitent 2448 h fermentacijos
laikotarpiu (3.9 pav.).

Literatiiros duomenimis, esant mazoms pH vertéms, pieno rugstis gali turéti
stipresnj slopinamajj poveikij, palyginti su acto riigS§timi (300). Wali ir Abed (302)
tyrimai rodo, kad acto rfigStis, esant minimaliai slopinanciajai koncentracijai nuo
0,5 % iki 2,5 %, gali sumazinti patogeniniy bakterijy, tokiy kaip Streptococcus spp.,
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ir Proteus spp. Taip pat, pagal literattiros duomenis,
BR esanti kumaro riigstis veiksmingai slopino mikroorganizmy augima (199).

Misy tyrime PRB filtraty neutralizavimas daugeliu atvejy sumazino
antagonistinj PRB poveikj.
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BR priedai kai kuriais atvejais pagerino Pa236 fermentuoty RP filtraty
antimikrobinj aktyvuma, lyginant su RP UG terpe (3.17 lent.). 10-20 % BR priedai
pagerino arba nesukélé antimikrobinio aktyvumo skirtumy prie§ analizuojamas
patogenines padermes. Be to, Sie RP-BR méginiai parodé patogeny augima slopinantj
aktyvuma (inhibicijos zonos nuo 6 mm iki 12 mm) po 48 h fermentacijos pries
St. aureus, kurio neparodé neapdorotas UG ryziy malimo Salutiniy produkty meginys.
Didesni BR kiekiai (30-50 %) sumazino RP filtraty, gauty po 48 h fermentacijos
Pa236, antimikrobinj aktyvumga pries E. coli, S. typhimurium ir B. cereus. Pastebéta,
kad pridéjus didesnius BR kiekius, 24 h Pa236 fermentuotuose RP méginiuose
antimikrobinis aktyvumas pries E. coli ir St. aureus buvo silpnas (inhibicijos zonos
nuo 6 mm iki 9 mm), lyginant su RP UG terpe (3.17 lent.). Be to, silpna slopinamaji
poveiki (inhibicijos zona 6 mm) prie§ St. aureus parodé neutralizuotas RP UG
filtratas, gautas po 48 h fermentacijos Pa236 terpéje su 50 % BR priedu (3.17 lent.).

Lb173 atveju (3.18 lent.) i RP UG terpe pridéjus 20-50 % BR, antimikrobinis
aktyvumas pries E. coli, S. typhimurium ir B. cereus padidé¢jo nuo mazo (inhibicijos
zonos nuo 6 mm iki 9 mm) iki vidutinio (inhibicijos zonos nuo 10 mm iki 15 mm) po
24 h ir 48 h fermentacijos, o mazas (inhibicijos zonos nuo 6 mm iki 9 mm) arba
vidutinis (inhibicijos zonos nuo 10 mm iki 12 mm) augimg slopinantis aktyvumas
prie§ St. aureus nustatytas po 48 h fermentacijos. Didesnis BR kiekis (30-50 %)
padidino RP fermentuoty Lbl173 filtraty augimg stabdantj poveikj pries§
S. typhimurium (inhibicijos zonos nuo 6 mm iki 15 mm) po 24 h ar 48 h fermentacijos
(3.18 lent.).

Tyrimas parodé, kad BR priedas neturéjo didelés jtakos fermentuoty Pa236 ir
Lb173 RP filtraty antimikrobiniam aktyvumui prie§ P. aeruginosa. Pastebéta, kad
pridéjus 20-30 % BR, neutralizuoti Lb173 filtratai kai kuriais atvejais slopino
(inhibicijos zonos nuo 6 mm iki 15 mm) visy analizuoty indikatoriniy padermiy
augima (3.18 lent.). Apibendrinant galima teigti, kad RP-BOR méginiai, fermentuoti
Lb173, daugeliu atvejy parodé stipresnj antimikrobinj aktyvuma prie§ tirtus
indikatorinius mikroorganizmus, lyginant su Pa236.
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3.18 lentelé. BR priedo (10-50 %) jtaka neapdoroty, UG apdoroty ir fermentuoty
Lb173 RP filtraty, taip pat neutralizuoty (pH=6,4) filtraty antimikrobiniam
aktyvumui difuzijos j agarg metodu (inhibicijos zonos mm, jskaitant 6 mm jdubg)

S. typhimu- P. aerugino-

RP E. coli . B. cereus St. aureus
rium sa
méginiai
g 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
. F 6+0,5 7+0,0 60,0 740,0 - 6+0,0 - 6=0,0 6+0,5 6+0,0
NF - - - 6+0,0 - - - - - -
RP F 6+0,0 8+0,5 7405 8400 10400 9405 6+0,0 - 7205 1000
UG B B B B B B B B B B

RP UG su BR priedu:

. F 7£00  12£05  7£00  10£00 10£05  9%0,0 6+0,0 - 600 1005
0% NF - - - - - 6+0,0 - - - -

. F 10£0,0 12400 7400 7400  11+£05 12400 6405 7400  10£00 1100
0% NF - 6+0,0 - - - 7400 - 7+0,0 - -

. F 11£05 13400  15£0,0 14+05 10+£00 13200 6400 8+0,0 7400  12+05
0 NF - 6+0,0 - 6+0,0 - 6+0,0 - 6+0,0 - -

. F 10£0,0 13200  13£05  15£00 12200 13200  9£00 12205 600  11£0,0
o NF 7400 7405 6+0,0 740,0 740,0 740,0 - 740,0 740,0 8+0,0

. F 10£0,5 14400 10200 11£00 10+£00 12£00 70,5 11405  7+00  10£0,5
0% NF 7400 8+0,0 6+0,0 7+0,0 640,0 7400 - 6+0,0 6+0,0 8+0,0

RP — ryziy malimo Salutiniy produkty terpé; Lb173 — L. brevis 173; F — filtratas; NF —
neutralizuotas filtratas.

Apibendrinimas. Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad RP esantis
AVK kai kuriais atvejais galéjo padidinti PRB antimikrobinj aktyvuma pries§
gramneigiamasias bakterijas (prie§ E. coli Pa236 atveju). Atlikti tyrimai parodo, kad
apdorojimas aukstojo daznio UG nedidelés temperatiiros aplinkoje gali buti
panaudotas ryziy malimo Salutiniy produkty kaip PRB fermentacijos substrato
funkcionalumui padidinti ir kartu su BR perdirbimui j pageidaujamy savybiy galutinj
produktg (306, 312). Pagal literatiros duomenis, AVK slopina Streptococcus spp. ir
E. coli bakterijy augima, nes AVK Zarnyno terpéje isskiria bifidobakterijas, kurios
slopina patogeniniy mikroorganizmy augima (305).

Rezultatai rodo, kad BR priedas didino PRB antimikrobinj aktyvuma, o RP
apdorojimas UG padidino PRB stabiluma fermentacijos metu, taip pat pagerino PRB
antimikrobinj  aktyvuma prie§ gramneigiamasias bakterijas, tokias kaip
S. typhimurium, P. aeruginosa ir E. coli.

Antimikrobinio aktyvumo skirtumus tarp analizuojamy PRB galima paaiskinti
mikroorganizmy fermenty sistemos skirtumais (306). PRB fermentacija gali inicijuoti
netirpiyjy nelaisvyjy fenoliniy ragsciy hidrolize i tirpigsias fenolines riigstis, veikiant
jvairiems fermentams, tokiems kaip celiulazé (307).

Remiantis literatiira, antimikrobinis PRB metabolity poveikis gali biti priskirtas
ne tik organinéms rigStims, bet ir bioaktyviesiems peptidams ar fenoliniams
junginiams (302, 303). Be to, BR priedas galéjo turéti jtakos patogeniniy bakterijy
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slopinimui dél jy sudétyje esanciy fenoliniy junginiy. Remiantis literatira,
kvercetinas, kofeino riigstis, kumaro rtgstis, tanino rtgstis ir katecholis veiksmingai
slopina zmogaus patogeny augima (308), taciau poveikis buvo minimalus dél mazo jy
kiekio BR terpéje.

Paprastai uogy ekstraktai slopina gramneigiamasias bakterijas (199), Sie
pokyciai gali atspindéti lgsteliy pavirSiaus struktiiry skirtumus tarp gramneigiamyjy ir
gramteigiamyjy bakterijy (308). Gramneigiamyjy bakterijy iSoriné membrana
paprastai veikia kaip difuzijos barjeras nepoliniy junginiy atzvilgiu, tai lemia
asimetrijg iSoriniame membranos sluoksnyje, kurj daugiausia sudaro lipopolisaharidai
ir baltymai, o S$tai fosfolipidai orientuoti j vidinj membranos sluoksnj (302).
Gramteigiamyjy bakterijy sienelé veikia kaip prevenciné klititis nuo hidrofobiniy
junginiy (309).

Remiantis gautais rezultatais, RP-BR matricos sudarymui pasirinktas
maksimalus 50 % BR iSspaudy priedas, o imobilizavimui Sioje matricoje atrinkta
L. brevis 173 padermé, kurios metabolitai pasizymi antimikrobiniu aktyvumu pries
kai kuriuos maisto patogenus ir atsparumu riig§ciai terpei.

Stingdikliy/tirStikliy parinkimas RP-BR matricos stabilumui padidinti.
Imobilizavimo sistemos tekstiros stabilumui uZztikrinti pasirinkti  skirtingi
stingdikliai — agaras (Ag), natrio alginatas (Alg) ir tirstiklis ksantano derva (Ks). Jy
pasirinkimo RP-BR geliy su imobilizuotomis PRB teksttirai tyrimo rezultatai pateikti
3.11 paveiksle.

40 . . " 4
M Kietumas Konsistencija mCOH KI, N-s 1
o L3
22 30 I z= I
) k3 g
©
E £ 20 8¢ 2
s 5 =
w
- T 1
X c 1 =
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o, mi mil WY m 0 1
K Ag Alg Ks K Ag Alg Ks
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3.11 pav. RP-BR méginiy su skirtingais stingdikliais kietumas ir konsistencija (a);
lipnumas (COH) ir klampos indeksas (KI) (B). Cia K — kontrolinis méginys be stingdikliy,
Ag — agaras, Alg — natrio alginatas, Ks — ksantano derva

Rezultatai parodé, kad stingdikliai turéjo skirtingg jtaka modeliniy sistemy
tekstliros parametrams. Didziausios sistemos kietumo ir konsistencijos vertés
nustatytos méginio su natrio alginatu (atitinkamai 5,2 N ir 27,8 N-s), 0 maziausiomis
$iy parametry vertémis pasizyméjo meéginiai, ruosti su agaru ir ksantano derva
(atitinkamai vidutiniskai 3,46 N ir 13,97 N-s) (3.11(a) pav.).

Rezultatai rodo, kad su Alg ruostas RP-BR meéginys pasizyméjo didziausiomis
klampumo indekso ir kohezijos vertémis (atitinkamai 1,68-10 N-s ir 3,5 N), lyginant
su méginiais, ruotais su Ag ir Ks (vidutiniskai 0,87-10> N ir 0,41 N) (3.11(b) pav.).
Pagal gautus rezultatus, tviriausia RP-BR matricos tekstlira gaunama su alginatu.
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Stingdiklio pasirinkimas turéjo jtakos RP-BR masés homogeniskumui ir PRB
suspensijos pasiskirstymui. Ks yra hidrofilinis polimeras, kurio tirpalai pasizymi
dideliu klampumu ir dideliu pseudoplastiskumu, o méginiai su Alg parodé Zymiai
didesnj klampumag ir koheziskuma nei méginiai su Ag ir Ks.

Taip pat vertinta RP-BR masés konsistencija, analizuojant skirtingy stingdikliy
ir tirStiklio jtaka jos stingimo greiciui. Tyrimai atlikti akustiniu klampos matuokliu i§
karto po masés apdorojimo UG ir po 6 h laikymo kambario temperatiiros aplinkoje,
matuojant parametro /4 pokycius. Nustatyta, kad didziausiomis parametro / vertémis,
t. y. maziausia klampa, matavimo periodu (300 s) ir maziausiais pokyciais po 6 h
laikymo i$siskyré kontrolinis méginys be stingdikliy (3.12 pav.). Méginiy su Ag ir Ks
pradinés /& vertés nustatytos 6,7-11,7 % mazesnés, lyginant su Alg méginiais, bet
didesni poky¢iai uzfiksuoti po iSlaikymo — méginiy tir§te¢jimo procesas prasidéjo i§
karto po jmaiSymo j RP/BR maseg.

o :
0 0 100 150 200 250 300 o 0 100 150 200 350 300

K oM Laikas, s K — g Laikas. s

(@) T (b) =n =
3.12 pav. Parametro 4 vertés, analizuojant RP/BR méginius, ruostus su
skirtingais stingdikliais pradiniu momentu (a) ir po 6 h (b)

Remiantis tekstiiros analize (3.11-3.12 pav.) matyti, kad RB-BR méginiy su Ag
ir Ks klampumas mazesnis nei ruoSty su Alg, tai mazino vandens sulaikyma
analizuojamoje matricoje, o méginiuose su Alg vandens iSsiskyrimas nepastebétas.

BR savo sudétyje turi pektino, kuris suteikia produktui klampumo. Pektino
buvimas lemia papildomy vandenilio ir kovalentiniy jungCiy susidaryma tarp
sudedamyjy daliy molekuliy, padedanciy stabilizuoti struktiirg ir pagerinti produkto
konsistencija. Pektino funkcines savybes lemia jo gebéjimas suristi ir pasalinti i§
organizmo toksiskus junginius (303, 310). Tikétina, kad didesnis stabilizuojanciy
hidrokoloidy, RP skaiduliniy medziagy ir brukniy iSspaudy pektino, masés dalies
vandens absorbcijos pajégumas padidino vandens sulaikymg produkto matricoje.

3.3.2. Produkto stabilumas ir imobilizuoty pieno riigsties bakterijy gyvybingumas
laikant

Remiantis antimikrobinio aktyvumo tyrimy rezultatais, imobilizavimui RP-BR
matricoje pasirinkta Lb173 biomase, padauginta RP-BR apdoroty UG ultragarsu
terpéje. PRB mikroorganizmy kiekis suspensijoje prie§ imobilizavimg nustatytas
8,22 log;o KVS/g, po imobilizavimo PRB skai¢ius RP-BR méginiuose sudaré
vidutini$kai 7,38 log;o KVS/g.
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Tyrimo rezultatai rodo, kad stabilizuota alginatu ir/ar ksantanu RP-BR matrica
gali sékmingai uZztikrinti pakankamg gyvybingy PRB lIgsteliy skaiciy produkte,
apsaugoti jas nuo zuvimo laikant, tai sudaro sglygas funkciniy maisto produkty ir
(arba) maistiniy medziagy, turinciy pridéting verte, kiirimui.

Apibendrinimas. RP ir BR cheminés sudéties komponentai tur¢jo reikSmingos
jtakos antimikrobinéms produkto savybéms. RP apdorojimas UG létino PRB zities
faze, o BR priedas (50 %) 9,8 % padidino Lb173 lasteliy skai¢iy RP-BR matricoje.
Tyrimai parodé, kad Lb173 metabolitai, susidare RP su 50 % BR terpéje, pasizymejo
didziausiu antimikrobiniu aktyvumu prie§ tirtus patogeninius mikroorganizmus
(slopinti 5 patogenai). Tyrimas parodé, kad RP ir BR gali buti perspektyviis
ingredientai, gaminant funkcinj produkta, turintj specifiniy savybiy.

Nustatyta, kad RP-BR matricos stabilumui ir imobilizuoty PRB Iasteliy
gyvybingumui laikant reikSminga jtaka (p <0,05) turéjo temperatira ir stingdiklio
rusis. Stabiliausia RP-BR produkto tekstiira gauta naudojant natrio alginatg, lyginant
su agaru ir ksantano derva. Didziausias lasteliy skai¢iaus sumaz¢jimas, laikant 4 °C
temperatiros salygomis, laikotarpio pabaigoje nustatytas RP-BR méginyje su
ksantanu (2,46log;o KSV/g), o stabiliausios PRB lastelés isliko produkte su alginatu
(pokytis 0,76log KSV/g).

3.4. Funkcionalizuoty ryziy malimo $alutiniy produkty panaudojimas darzo
augaly ligu prevencijai ir augimo intensyvumui pagerinti

Didéjant visuomenés susidoméjimui maisto tvarumu ir sauga, zemés tkio ir
pramongs Salutiniy produkty racionalus utilizavimas, taikant aplinkai nekenksmingas
technologijas, pagerinty jy perdirbimo grandinés tvarumg. Vienas i§ galimy biudy
Salutinius grudy perdirbimo produktus paversti organiniu substratu sodo augalams,
taikant ekologiskas technologijas, pagerinty maisto perdirbimo grandinés tvaruma. Be
to, dirvoZzemio biologinis ir maistinis potencialas yra svarbus kriterijai, gerinant
augaly atsparumg ir uztikrinant maisto sauga.

Siame etape ultragarsu apdoroti (UG), apdoroti UG ir fermentais hidrolizuoti
(UGsgn), taip pat fermentuoti atitinkamomis PRB (Lb173, Lu245, Pa29) (F) RP
méginiai buvo naudoti kaip priedai (10 %) darzo augaly, tokiy kaip pupelés ir
pomidorai, auginimo substratui (DAS) praturtinti esant Silthamio sglygoms. Taikyty
priemoniy efektyvumas vertintas pagal sekly daiguma, tgliy aukstj, daigy Sakny ilgj
ir chlorofilo koncentracijg augaly lapuose. Taip pat analizuojant RP buvo istirtas
priesgrybelinis aktyvumas pries septyniolika augaly fitopatogeny, susijusiy su stiebo
ir Sakny puviniu.

3.4.1. Funkcionalizuoty ryZiy malimo Salutiniy produkty filtraty antigrybinio
aktyvumo jvertinimas pries grybinés kilmés lauko patogenus

Funkcionalizuoto RP substrato charakterizavimas. Skirtingai apdoroty RP
méginiy cheminés sudéties komponenty analizés rezultatai pateikti 3.19 lenteléje.
Nustatyta, kad RP méginiy pH kito nuo 6,48 iki 6,70 neapdorotuose RP ir UG ar
fermentais apdorotuose RP méginiuose, o fermentuoty RP méginiy pH nustatytas
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3,58 ir 3,89 ribose. Pagal Jarboui R. (312), pH verté yra vienas i§ pagrindiniy
veiksniy, turin¢iy jtakos augaly augimui. Optimalios dirvozemio salygos pomidory
s¢kloms dygti ir augaly augimui yra artimos Sarminéms (pH =6,0-7,5) (312), o
pupoms tinkamos Siek tiek riigStesnés salygos (pH = 5,8-6,5).

3.19 lentelé. pH, pieno rugsties bakterijy (PRB) skaiCius (log;o KSV/g), baltymy,
sacharidy ir organiniy rags¢iy kiekiai (g/100 g s. m.), bendrasis fenoliniy junginiy
kiekis (BFJ) (mg GAE/g s. m.) RP méginiuose

RP méginiai

Parametrai
RP UG UG.gy Fpao Fipizs Fruss

pH 6,48 + 0,02 6,50 0,01 6,70 + 0,01 3,67 +0,02" 3,58 +0,00” 3,89 +0,02"
PRB - - - 8,21 0,23 8,68 40,19 8,15+0,11°
Baltymai 16,05 + 0,09 16,43 40,29 15,99 % 0,02 14,39 +0,27" 14,25 +0,2" 13,68 + 0,03
Sacharidai 3,89+ 0,01° 11,25 +0,02¢ 19,98 + 0,03 15,42 + 0,02° 17,66 + 0,03" 14,98 + 0,02°
PR - - - 0214037 0,23 +0,27% 0,20 + 0,36°
L-PR - - - 0,08 +0,27° 0,13 + 0,25 0,10 0,21
D-PR - - - 0,13 +0,15 0,1140,17 0,09 + 0,22¢
L/D santykis - - - 0,64 0,03 1,15+ 0,06° 1,134 0,02
Propiono

_ P . - - - 0,82+ 0,13 0,40 £ 0,22° 1,72£0,23°
ragstis
Acto rﬁgétis - - - 11,49 +0,21° 14,24 + 0,42° 10,54 + 0,32°
BFJ 0,61 + 0,147 1,17 £ 0,06/ 1,28 £ 0,05¢ 0,82 +0,12° 1,04 + 0,46 0,96 + 0,41"

Vidurkis + standartinis nuokrypis (n = 3). Vertés su skirtingomis indekso raidémis toje pacioje
eilutéje reikSmingai skiriasi (p < 0,05). Cia RP — neapdoroti RP; UG — apdorojimas ultragarsu;
UG, gy — apdorojimas ultragarsu ir fermentais; PRB: Pa29 — P. acidilactici 29; Lb173 —
L. brevis 173; Lu245 — L. uvarum 245; PR — pieno rugsties kiekis; BFJ — bendrasis fenoliniy
junginiy kiekis.

Rezultatai rodo, kad UG apdorojimas neturéjo reik§mingos jtakos (p < 0,05)
baltymy kiekiui RP méginiuose, jis kito ribose 15,99-16,43 g/100 g s. m., pasak
Nazari ir kt. (313), ultragarsas sutrikdo vandenilio rySius ir hidrofobines sgveikas,
todél antrinése ir tretinése baltymo struktiirose atsiranda konformaciniy pokyciy. PRB
fermentacija (36 h, 30°C) sumazino baltymy kiekj 10,3-14,8 %, lyginant su
nefermentuotais méginiais. Pagal Taniguchi (251) ir Wang (252), kietafazés
fermentacijos (KF) proceso metu RP baltymy frakcija atlieka svarby vaidmenj kaip
azoto Saltinis PRB augimui. Taip pat, remiantis literatiira, baltymy kiekio
sumazgjimas fermentuotuose ryziuose (8—19 %) (314), siejamas su baltymy
iSplovimu  skystaja frakcijg arba dél proteolitiniy fermenty veikimo, kurie suskaido
baltyma ] mazesnés molekulinés masés fragmentus (315).

Apdorojimas UG 2,9 karto padidino bendrag sacharidy kiekj, palyginus su
kontroliniu méginiu (3,89 g/100 gs. m.), didziausias sacharidy kiekis nustatytas
UGy meginyje (19,98 g/100 gs. m.), o S§tai fermentuotuose RP meéginiuose
sacharidy kiekis kito nuo 14,98 iki 17,66 g/100 gs. m. Angliavandeniai, biidami
vienas i§ pagrindiniy augaly lgsteliy energijos Saltiniy, atlieka esminj vaidmenj sé¢kly
daiginimo procese (316), taigi, UG ir UG.y apdorojimai S$iuo atzvilgiu bity
vertingesni.
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PR kiekis fermentuotuose RP méginiuose kito ribose nuo 19,66 iki
23,42 ¢/100 gs. m., o PR izomery L/D santykis nustatytas ribose 0,64-1,15 ir
priklauso nuo PRB padermés. L-PR koncentracija kito nuo 0,08 g/100 g s. m. (Pa29)
ir 0,13 /100 gs. m. (Lb173), o D-PR kiekis nustatytas nuo 0,09 g/100 g s. m.
(Lu245) ir 0,13 g/100 g s. m. (Pa29).

Acto ir propiono rigSciy kiekis fermentuotuose RP nustatyti, atitinkamai
10,54-14,24 ir 0,40-1,72 g/100 g s. m. (3.19 lent.). Wang ir kt. (252) gavo 210 g/l L-
PR, fermentuojant nuriebintas RP. Be to, Tanaka ir kt. (317) nuriebintas RP naudojo
kaip anglies Saltinj D-PR gamybai, gaudami apie 28 g/l D-PR.

BFJ kiekis RP méginiuose svyravo atitinkamai nuo 0,61 iki
1,28 mg GAE/g s. m. (3.19 lent.). Shao ir kt. (318) baltyjy ryziy zaliavoje nustaté BFJ
nuo 14,6 iki 33,4 mg GAE/100 g, o raudonuosiuose ryziuose nuo 66,8 iki
422.2 mg GAE/100 g). Tyrimo rezultatai parodé, kad UG apdorojimas padidino BFJ
kiekj 2 kartus, o PKF procesas padidino BFJ kiekj 33,8-70,1 %, tai priklaus¢ nuo
fermentacijai naudojamos PRB. PanaSius rezultatus gavo Iftikhar ir kt. (319),
ultragarsu padidintas bendras fenolio ir flavonoidy kiekis pagal proceso temperatiiros,
laiko ir vandens bei tirpiklio santykj. Nisa ir kt. (276) teigé, kad fenoliy kiekis buvo
zymiai padidéjes, fermentuojant RP Lactobacillus plantarum.

Chromatografinés analizés metu RP ekstraktuose identifikuotos fenolinés
rugstys, tokios kaip p-kumaro, ferulo, vanilino, cinamono ir sinapo, kuriy kiekis
(26,76-41,20 pug/g s. m.) priklausé nuo RP apdorojimo budo (3.20 lent.). Didziausi
ferulo (12,36-16,27 pg/g s. m.) ir cinamono rigsties (14,38—15,12 pg/g s. m.) kiekiai
nustatyti UG apdorotose RP méginiuose. Pasak Shao ir kt. (318), fenoliniy riigsciy
daugiausia egzistavo nelaisvojoje formoje, tarp jy vanilino riigSties kiekis
juoduosiuose ryziuose kito nuo 24 pg/g iki 54 ng/g, o stai p-kumaro riigsties kiekis
sudar¢ <35 pg/g raudonuosiuose ir juoduosiuose ryziuose. Kalbant apie ferulo riigsti,
kuri daugiausia aptinkama nelaisvosios formos, juoduosiuose ryziuose nustatytas
didesnis kiekis (40-179 pg/g) (318). Padidéjes fenolio rugsties kiekis RP daugiausia
atsiranda d¢l junginiy skilimo kartu su ligninu.

Didziausias bendras fenoliniy riig8ciy kiekis nustatytas UG apdorotuose RP
méginiuose (41,14-41,20 ug/gs. m.), o fermentuotuose RP méginiuose fenoliniy
rugsciy kiekis buvo Zymiai mazesnis (28,45-35,95 pug/gs. m.), palyginti su
neapdorotais RP (26,76 ng/g s. m.) (3.20 lent.).

Pasak Abd Razak irkt., fermentacija su Rhizopus oligosporus ir Monascus
purpureus padidino fenoliniy rtig8ciy kiekj ir antioksidacinj aktyvuma (85). Autoriai
sitilo UG ir PKF naujuma, siekiant padidinti fitocheminj medziagy kiekj ir pagerinti
biologines savybes. Borges ir kt. (320) pranesé apie ferulo ir galo riigstis, rodancias
antimikrobinj poveikj maisto patogenams, tokiems kaip Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ir Listeria monocytogenes.

Augaluose esantys fenoliai, jskaitant tirpiuosius ir netirpiuosius nelaisvuosius
fenolinius junginius (321), ypac¢ fenolines riigStis, gali buti i§ dalies atlaisvinti
lignoceliuliozes skaidant hidroliziniais fermentais (jskaitant celobiohidrolazes (CBH),
endogliukanazes (EG), B-gliukozidaze (BGL) ir jvairias hemiceliulazes) (322, 323,
324). Liu ir kt. (96) pranesé, kad po kompleksinés ryziy malimo Salutiniy produkty
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hidrolizés fermentais padidéjo bendrasis fenoliy ir flavonoidy kiekis (atitinkamai
46,24 % ir 79,13 %). Taigi, trumpai tariant, pagrindinis fenoliy vaidmuo yra veikti
kaip augaly augimo reguliatoriams (324), rodantiems priesgrybelines ir antibakterines
savybes (320, 325).

3.20 lentelé. Identifikuotos fenolinés riigStys (FR) ir jy kiekiai (pg/gs. m.) RP
méginiuose

lélg;l:liai p-kumaro Ferulo Vanilino Cinamono Sinapo FIIE l:iiZl(:is
RP 2,49+0,02° 10,75+ 0,027 1,16 +0,03¢ 9,18+£0,02°  3,18+0,00° 26,76 +0,01°
UG 593+0,05"  16,27+0,01° 1,59 +£0,02°  14,38+0,12° 3,03+0,04Y 41,20 +0,05
UG 8,01+£0,02 12,36 +0,02° 1,330,019 1512+0,05°  432+0,00° 41,14 +0,03°
Fpaz 0,89+0,01¢  1512+0,01°  3,14+0,01" 3,13+£0,00Y 13,67 +0,00° 35,95+ 0,02°
Frois 0,64+0,01°  1549+0,10°  3,04+0,01" 1,25 +0,01¢ 10,23 +£0,05"  30,65+0,01°
Fruas 0,82+0,01  13,81£0,01°  3,56£0,01° - 10,26 +0,00° 28,45 +0,02¢

Duomenys yra vidurkis + standartinis nuokrypis (rn=3). Vertés su skirtingomis indekso
raidémis tame paciame stulpelyje rodo reikSmingus skirtumus (p < 0,05). RP — neapdorotos
RP; UG — apdorojimas ultragarsu; UG,ry — apdorojimas ultragarsu ir fermentais; PRB: Pa29 —
P. acidilactici; Lb173 — L. brevis; Lu245 — L. uvarum.

Funkcionalizuoty RP aminoriuig§¢iu profilis. Nepakei¢iamyjy aminortgsciy
(NAR) koncentracijos RP méginiuose svyravo nuo 25,2 g/100 g baltymy iki
28,32 g/100 g (I priedo 1 lent.). Pakei¢iamyjy (PAR) ir i§ dalies nepakei¢iamyjy
aminoriigs¢iy (DNAR) koncentracijos gautos atitinkamai nuo 18,5 iki 36,66 g/100 g
irnuo 11,98 iki 21,05 g/100 g (I priedas, 2 lent.).

RP apdorojimas UG sumazino NAR, PAR ir DNAR kiekj, atitinkamai
vidutiniskai 17,15 %, 43,43 % ir 39,97 %, palyginti su neapdorotais RP, o
fermentacija sumazino NAR kiekj vidutiniskai 20,38 %, tai priklaus¢ nuo PRB
padermés. Rezultatai rodo, kad daugiausia ASP ir GLU aptikta L. brevis
fermentuotuose RP (atitinkamai 9,66 g/100 g ir 8,64 g/100 g), o didziausi LYS ir
MET kiekiai nustatyti L. uvarum ir P. acidilactici fermentuotuose RP meéginiuose
(atitinkamai 7,73 g/100 g ir 3,90 g/100 g) (I priedo 1-2 lent.).). Be to, didziausi PHE
ir THR kiekiai aptikti neapdorotuose ir UG apdorotuose RP méginiuose.

AR veikia kaip svarbios augaly molekulés, reguliuojancios Sakny ir ugliy
formavimasi ir apsaugancios nuo streso (209). GLU vadinamas efektyviu azoto
Saltiniu augaly augimui (326), o ASP atlicka esminj vaidmen] kaupiant azotg dél
didziausio azoto ir anglies kiekio santykio (327), PHE ir THR atsakingi uz augaly
atsparuma nepalankioms augimo salygoms (328).

Adebiyi ir kt. (329) teige, kad perliniy sory fermentacijos metu aminoragsciy
kiekis padidéjo 78 %. Perlinése sorose, fermentuotose 24 h, dar padidéjo baltymy
kiekis del angliavandeniy sumazéjimo; taip pat nustatyta, kad sumazéjo arginino,
lizino ir glicino kiekiai (330).

Aminortgsciy kiekio pokyciai gali buti siejami su bendru fermentinés
proteolizés ir rugSciy sukeltos hidrolizés poveikiu, nulemtu bakterijy
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nepasizyméjo. RP fermentuotas P. acidilactici filtratas buvo vidutiniskai aktyvus
(820 mm) prie§ 7 tirtus patogenus, netur¢jo slopinamojo poveikio P. volutum,
S. sclerotiorum ir 3 18 4 tirty Fusarium padermiy.

Literatiiroje teigiama, kad fermentuoty produkty mikrobiné sauga siejama su
PRB gaminamomis organinémis ragstimis (272). Fungistatinis poveikis priskiriamas
pieno ir ypac acto riigiciai (333). Corsetti ir kt. patvirtino, kad acto rugsties
koncentracija yra glaudziai susijusi su priesgrybeliniu aktyvumu ir kad kiti bakterijy
metabolitai taip pat turi slopinamajj poveikj (334). Misy ankstesnis tyrimas parode,
kad esant mazoms pH vertéms, pieno riigstis gali turéti stipresnj slopinamajj poveikj
nei acto rugstis (84).

Atlikti tyrimai parodé, kad RP antigrybinis potencialas gali biiti padidintas
taikant PKF ir UG apdorojimo technologijas. Fermentuoty PRB Lactobacillus brevis
RP filtratas labiausiai stabdé dirvozemio augaly patogeny, tokiy kaip Fusarium spp.,
Pythium spp., Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus versicolor ir Verticillium wilt
augima (inhibicijos zonos iki 19-33 mm).

3.4.2. Funkcionalizuoty ryZiy malimo S$alutiniy produkty jtaka dario augaly
daigumui, augimo intensyvumui ir chlorofilo susidarymui

Funkcionalizuoty RP priedy poveikis pupeliy ir pomidoruy sékly daigumui
ir digliy augimui. Toks poveikis sodininkystés augaly —pupy ir pomidory — augimui
buvo jvertintas pagal sékly daigumg, GTgliy formavimosi daznj ir Sakny ilgj
(3.16-3.18 pav.).

IS rezultaty aisku, kad DAS papildymas RP rodo reik§minga (p < 0,05) teigiama
poveikj abiejy tirty augaly sékly daigumui ir augimo efektyvumui (3.16 pav.). Siuo
atveju pupeliy sékly daigumas nustatytas nuo 43 % iki 100 %, pomidory — nuo 88 %
iki 100 %, o kontrolinis méginys (DAS) be priedy buvo Zymiai mazesnis (atitinkamai
25 % ir 86 %). Visi RPr méginiai, kuriuose, be kita ko, buvo didesnis CYS kiekis
(I priedo 1-2 lent.), pagerino pupeliy ir pomidory sékly daiguma, atitinkamai 42—
75 % ir 2-14 %.
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3.16 pav. RP priedy poveikis pupeliy ir pomidory sé¢kly daigumui. Cia méginiai: kontrolé —
DAS be RP priedy; RP — ryziy malimo Salutiniai produktai; UG — RP, apdoroti UG; UGy —
RP, apdoroti UG ir fermentais; Fpao9, Fip173, FrLuioas — RP, fermentuoti atitinkama PRB paderme.
* — reikSmingas, kai p < 0,05
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RP priedy poveikis Sakny ilgiui nustatytas 21-3gja augimo dieng pupoms
(3.17(a) pav.), o pomidorams — 36-3ja (3.17(b) pav.). Visais atvejais RPy priedas
parodé didziausiag poveiki augaly Sakny formavimuisi (pupeliy Saknys ilgesnés
28-44 %, pomidory 21-38 %), o RPyg mazesniu procentu pagerino (8 %) pomidory
Sakny augima. RPyg:py priedas rodé stipresnj teigiama poveikj pomidory Sakny
formavimuisi (37 %), o pupeliy Saknims reikSmingas poveikis nenustatytas
(3.17(a) pav.). llgiausios Saknys iSmatuotos abiem atvejais, kai augalai buvo auginti
DAS, papildytu RPgp,, kuriame nustatytas didziausias Sakny augimui naudingo MET
kiekis.

m21d m28d 036d wa2d

FLu245
FLb173
FPa29

UG+FH
uG
RP
Kontrolé
0 10 20 . 30 40 50 60 70 80
(a) Sakny ilgis, cm
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FLu245 b H HH [
FLb173 ] H HH (=2
FPa29 ] H H [
UG+FH ] H H HH
UG ] H HH H—
RP ] H H HH
Kontrolé ] 2] H =
T T T T T T T T
0 20 40 . 60 80 100 120 140 160
(b) Sakny ilgis, cm

3.17 pav. RP priedy jtaka pupeliy (a) ir pomidory (b) $akny ilgiui. Cia méginiai: kontrolé —
DAS; RP — ryziy malimo $alutiniai produktai; UG — apdorota UG; UG,y — apdorota UG ir
fermentais; Fpan9, Frp173, FLioas — fermentuota atitinkama PRB paderme

Labiausiai teigiamas poveikis pupeliy tigliams buvo pastebétas 21-3j3 augimo
dieng naudojant DAS, papildyta fermentuotais RP méginiais (3847 % didesni
tgliai), po DAS, papildyto RP, apdorotais UG (18 % didesni tgliai), palyginti su
pupelémis, auginamomis DAS ir DAS su RP priedais, o Stai su neapdorotais RP —
vidutiniskai 12,16 cm (3.18(a) pav.).

Zymiis pomidory Gigliy auk$¢io skirtumai nustatyti 28-aja augimo diena DAS
substrate. Panaudojus RPg}, ir RPygrp, stebétas atitinkamai 25 % ir 17 % didesniy
tigliy formavimasis, palyginus su DAS ir DAS su neapdoroty RP priedu (vidutinis
aukstis 13,28 cm) (3.18(b) pav.).
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Papildomy organiniy medziagy naudojimas substrate gali pagerinti augaly
fiziologinius procesus, pvz., vandens ir maistiniy medziagy jsisavinima (335).

Mutale ir kt. (335) teigé, kad jei kompostavimui naudojami ryziy malimo
Salutiniai produktai, per 6 ménesius nekontroliuojamomis salygomis Siltnamyje suire
RP gali biiti naudojami piktzoliy kontrolei ir darzoviy, tokiy kaip pomidorai,
produktyvumo didinimui ekologinéje Zemdirbystés sistemoje (335).

Nors kompostavimas ir fermentacija turi privalumy ir trokumy, abu Sie
biologiniai procesai yra svarbiis mazinant atlieky problema (336).

Sie procesai leidzia panaudoti augalams reikalingas organines medziagas ir
maistines medziagas, taip remiant tvaria sodininkystés praktikg. Taciau
kompostavimas yra nekontroliuojamas biologiskai skaidziy medziagy skilimas
aerobinémis salygomis, o fermentacija — biologiskai skaidziy medziagy skaidymas
anaerobinémis salygomis, kurj galima kontroliuoti. Biomasés perdirbimo atveju
fermentacija, palyginti su kompostavimu, atrodo palankesnis sprendimas dél
technologiniy ir ekonominiy priezasciy (336).

Siame tyrime DAS papildymas $alutiniais ryziy perdirbimo produktais,
funkcionalizuotais fermentacijos biidu, UG arba kartu UG.py, zymiai pagerino
pomidory ir pupeliy sékly daiguma. Fermentuoti RB produktai, turintys didesn] kiekj
organiniy riig§¢iy, fenoliniy riig§Ciy, taip pat PAR ir DNAR, reikSmingai pagerino
augaly augimo efektyvuma, apriipindami juos reikiamomis maistinémis medziagomis.

44 4

22 - 0 4 o= [
20 4 36 4
18 D42d
£ 324
g 161 S g
§ 14 o36d  E
21w 3 2
3 10 1 osd 2 207
2 8 5 16 1
B
S 6 n21d 124
4 8
2 m14d 41
0 A o4
Kontrolé ' RP UG  UGHFH FPa29 FLb173 FLu245 __ Kontrole RP UG UG+FH FPa29 FLb173 FlLu245
(a) (b)

3.18 pav. RP priedy jtaka pupeliy (a) ir pomidory (b) augaly Gigliy auk$¢iui. Cia méginiai:
kontrolé — DAS; RP — ryziy malimo Salutiniai produktai; UG — apdorota ultragarsu; UG gy —
apdorota UG ir fermentais; Fp,9, F1p173, FrLuoas — RP, fermentuotas atitinkama PRB paderme

Funkcionalizuoty RP prieduy poveikis chlorofilo susidarymui augaluose.
Tyrimo rezultatai parodé¢ teigiamg RP priedy poveikj Chl susidarymui tirtuose
augaluose (3.22 lent.). Pupelése didesnis Chl A kiekis buvo nustatytas RPyg atveju
(23,94 mg/100 g) ir P. acidilactici bei L. uvarum fermentuoty RP atveju (vidutiniSkai
24,79 mg/100 g), lyginant su kontroliniu DAS be priedo (17,14 mg/100 g). Kalbant
apie pomidorus, didziausia Chl A koncentracija nustatyta augaluose, augintuose DAS,
papildytame RPyg.py it RPgpaog (vidutiniskai 26,59 mg/100 g), ir RPF1,173 (23,93 mg/
100 g) priedais. Tai 48,8 % didesnis Chl A kiekis (vidutiniskai 37,1 %), palyginti su
kontroliniu (18,23 mg/100 g) (3.22 lent.).
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3.22 lentelé. Chlorofilo koncentracija (mg/100 g) pupeliy ir pomidory lapuose po

42 dieny auginimo DAS su skirtingais RP priedais

Augimo Pupeliy lapai Pomidory lapai
substratas Chlorofilas A Chlorofilas B Chlorofilas A Chlorofilas B
DAS 17,14 +0,02° 6,46 + 0,01° 18,23 + 0,54 7,00+ 0,514
DAS + RP priedais

RP 22,19 +0,03¢ 9,26+0,11° 21,27 +0,21¢ 831+031°
UG 23,94 + 0,09” 10,63 = 0,24 15,62+ 0,01 5,95+ 0,26°
UG:rn 14,76 + 0,03 7,32+0,01¢ 27,12 +0,31° 10,92 + 0,90°
Fpazo 25,49 + 0,06 8,18 +0,93¢ 26,07 +0,21° 9,37+ 0,03
Fioi7s 19,19 +0,12¢ 6,69 + 0,52° 23,93+ 0,21° 9,10 +0,08"
Fluoas 24,10+ 0,31” 10,47 + 0,38 19,05 + 0,04° 6,84+ 0,17

Cia méginiai: DAS — augaly auginimo substratas; RP — neapdorotas RP; UG — RP, apdoroti
ultragarsu; UGypy — apdorota UG ir fermentais; Fpuo, Frpi73, Fruiss — RP, fermentuoti
atitinkama PRB paderme.

Pasak Mutale-Joan ir kt., aminortigs¢iy, tokiy kaip ALA, SER, PHE ir TYR,
buvimas substrate gali teigiamai paveikti chlorofilo koncentracija darzo augaluose,
pavyzdziui, pomidoruose (335), Popko irkt. pranesé, kad kvieCiy grudams
naudojamas GLY skatino chlorofilo sinteze (337). Taip pat teige, kad produkty, kuriy
pagrinda sudaro aminoriigStys, naudojimas zieminiy kvieCiy derliaus padidéjima
paveiké 5,4-11,0 %, lyginant su kontroline grupe be biostimuliatoriaus (337).
Panasts rezultatai buvo gauti ir Colla irkt. (338), kurie iStyré augalinés kilmés
baltymy hidrolizato, turin¢io aminortig8¢iy ir mazos molekulinés masés peptidy,
poveiki azoto pasisavinimui ir kukuriizy, pomidory bei zematligiy zirniy augimo
stimuliavimui. Rezultatai parod¢, kad Sis hidrolizatas padidino azoto pasisavinima,
remiantis dideliu Sakny augimu ir azoto asimiliacijos proceso padidéjimu, taip
pagerinant paséliy produktyvuma (338). Organinés rugstys ir sacharidai, kurie yra
pagrindiniai substrato komponentai, atlieka svarby vaidmenj augaly mityboje ir daro
jtaka augaly kokybei (339), taip pat fenolinés rugstys, veikiancios kaip augaly
biostimuliatoriai, kuriy didesni kiekiai nustatyti RP méginiuose, apdorotuose UGy
arba PKF, ir tai rodo pageidautinas augaly augimg skatinancias savybes.

Apibendrinimas. Gauti rezultatai parodé, kad funkcionalizuotuose RP yra
vertingy biologiniy medziagy, kurios stabdo augaly stieby ir $akny puvinj sukelian¢iy
mikroorganizmy augimg, taip pat pasizymi atitinkamomis augaly augimag
skatinan¢iomis savybémis. Augaly biomasés augimui turé¢jo jtakos padidéjusi
chlorofilo sintezé ir Sakny bei daigy augimas, patvirtinantis padidéjusj gebéjimag
jsisavinti maistines medziagas.

DAS papildymas funkcionalizuotais RP priedais reikSmingai pagerino
pomidory ir pupeliy sékly daigumg. UG apdorojimas ir PKF procesas Zymiai
padidino organiniy ir fenoliniy ragsciy kiekj RP zaliavoje. Fermentuoty RP
baltymuose nustatytas mazesnis NAR kiekis, bet zymiai (p <0,05) didesnis PAR ir
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DNAR kiekis, palyginti su neapdorotais RP, tad tai labai pagerina augaly augimo
efektyvuma ir chlorofilo susidaryma.

Taigi, pupelés ir pomidorai, auginti substrate, papildytame RP priedais,
reik§mingai (p <0,05) padidino daiguma (2-75 %), Sakny ilgj (2652 %) ir tgliy
aukst] (28-50%). Tokie organinio substrato komponentai zymiai (iki 32,5 %)
padidino chlorofilo kiekj abiejy rtsiy Siltnamio salygomis augintuose augaluose.
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ISVADOS

Ryziy malimo Salutiniai produktai yra tinkama fermentacijos terpé pieno rugsties
bakterijy kultivavimui ir bioaktyviyjy metabolity gamybai, tai priklauso nuo
pieno rigsties bakterijos riiSies ir pusiau kietafazés fermentacijos trukmeés.
Pusiau kietafazés fermentacijos L. brevis, L. uvarum, L. farraginis ir
P. pentosaceus bakterijomis 3648 h laikotarpiu susidaro iki 0,32-0,48 g/100 g
pieno rugsties, esant L(+)/D(-) santykiui 1,05-4,70. L. brevis 173,
L. uvarum 245, P. acidilactici 236 ir P. pentosaceus 100 bakterijos gamino
antigrybiniu ir antibakteriniu aktyvumu pasizymincius metabolitus, slopinancius
A. versicolor,  P.viridicatum, P. spinulosum augima. Taikant 24-36h
fermentacijg L. brevis 173, galima sumazinti kondensuotyjy taniny ir tripsino
inhibitoriy kiekius ryziy sélenose, atitinkamai 53,6 % ir 84,3 %.

. Apdorojant ryziy malimo S$alutinius produktus aukstojo daznio ultragarsu

(850 kHz) 40 °C temperatiros aplinkoje 20 min, galima padidinti atsparaus
virskinimui krakmolo kiekj iki 22,13 g/100 g s. m. Gauty atsparaus virSkinimui
krakmolo rezultaty dispersiné analizé patvirtino, kad sudarytu matematiniu
modeliu galima apraSyti 97 % duomeny. Taikant pavirSiaus atsako metoda,
nustatytos optimalios apdorojimo ultragarsu salygos: trukmée 18 min, temperatiira
40 °C, UG galia 1,8 W/cm®. Vertinant apdorojimo ultragarsu jtaka atsparaus
virskinimui krakmolo fizikinéms-cheminéms ir morfologinéms savybéms,
nustatyta, kad, kontroliuojant apdorojimo ultragarsu temperatirg, galima
modifikuoti atsparaus virSkinimui krakmolo funkcines savybes, pakeiciant jo
chemine¢ struktlirg, mazinant kristaliSkuma ir padidinant krakmolo kleisterio
terminj stabiluma.

Sukurtas produkto i§ ryziy malimo Salutiniy produkty ir brukniy iSspaudy
prototipas yra tinkamas pieno rtgsties bakterijy stabilizavimui ir gali biti
panaudotas maisto produkty, pasizyminéiy specifinémis savybémis, gamybai.
Parinkti stingdikliai ir/ar tirStiklis produkto matricai stabilizuoti gali sékmingai
iSlaikyti pakankamai didelj gyvybingy pieno rtgsties bakterijy lasteliy skaiciy
(4,85-6,7log1o KSV/ml) laikymo metu 4 °C temperattros aplinkoje.

. Funkcionalizuoti ryziy malimo Salutiniai produktai gali buti panaudoti kaip

substrato priedas darzo augaly augimo intensyvumui pagerinti. Fermentuoti ir
apdoroti ultragarsu ryziy malimo Salutiniai produktai padidino pomidory ir
pupeliy sékly daigumg (2-75 %), Sakny ilgj (26-52 %) bei tgliy auks$t] (28—
50 %), taip pat zymiai padidino (iki 32,5 %) chlorofilo kiekj abiejy risiy
augaluose. Fermentuoty ryziy malimo Salutiniai produktai parodé¢ slopinantj
poveikj augaly stieby ir Sakny puvinj sukelian¢iy mikroorganizmy augimui.
L. brevis 173 fermentuoty ryziy malimo $alutiniy produkty filtratas pasizyméjo
didZiausiu slopinanc¢iu poveikiu prie§ dirvozemio augaly patogenus, tokius kaip
Fusarium spp., Pythium spp., Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus versicolor ir
Verticilium wilt.
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II priedas
1 lentelé. Matematinio modelio lygties reikSmingi koeficientai pagal koduotus
faktorius

Factor Cl;):tt;flinc;i:t df Standard Error 95]:){;’“?1 9?_:;5 I VIF
Intercept 11,71 1 0,2401 11,14 12,28
A-Time -2,14 1 0,1898 -2,59 -1,69 1,0000
B-Temp 0,1610 1 0,1698 —0,2405 0,5625 1,0000
C-Power 0,7980 1 0,1698 0,3965 1,20 1,0000
AB —-0,8838 1 0,1898 -1,33 -0,4348 1,0000
AC 0,0587 1 0,1898 -0,3902 0,5077 1,0000
BC -0,2063 1 0,1898 -0,6552 0,2427 1,0000
A? -1,15 1 0,6181 -2,61 0,3098 5,61
B? -6,33 1 0,4493 -7,39 -5,27 2,88
C? 0,0230 1 0,4493 -1,04 1,09 2,88

2 lentelé. Matematinio modelio regresijos parametry dispersiné analizé

Source Sum of Squares  df Mean Square F-value p-value
Model 267,89 9 29,77 103,24 <0,0001 significant
A-Time 36,68 1 36,68 127,21 <0,0001
B-Temp 0,2592 1 0,2592 0,8990 0,3746
C-Power 6,37 1 6,37 22,09 0,0022
AB 6,25 1 6,25 21,67 0,0023
AC 0,0276 1 0,0276 0,0958 0,7660
BC 0,3403 1 0,3403 1,18 0,3133
A? 1,00 1 1,00 3,47 0,1047
B? 57,28 1 57,28 198,65 <0,0001
c? 0,0008 1 0,0008 0,0026 0,9606
Residual 2,02 7 0,2883
Lack of Fit 1,37 3 0,4557 2,80 0,1728 not significant
Pure Error 0,6513 4 0,1628
Corr Total 269,91 16
Std. Dev. 0,5370 R? 0,9925
Mean 7,46 Adjusted R? 0,9829
CV. % 7,20 Predicted R? 0,9258

Adeq Precision 28,6433
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