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SANTRAUKA

Dvigubosios V1/A/V2 emulsijos turi didelj pritaikomumo maisto pramonéje potencialg kaip
bioaktyviy junginiy pernes¢jos. Tokias emulsijas su jkapsuliuota B-galaktozidaze (laktaze) buty
galima panaudoti pieno produktuose, taip apsaugant laktozés netoleruojancius jy vartotojus nuo
nemaloniy pojuciy, todél Sio darbo tikslas: pagaminti statinémis saglygomis stabilias dvigubasias
V1/AIV, emulsijas su laktaze V1 fazéje ir dvigubu biopolimery sluoksniu tarpfazyje A/V2 bei
jvertinti laktazés atpalaidavima i§ emulsijos dinaminémis vir§kinimo in vitro sglygomis.

Tyrimy metu buvo vertinama dviejy biopolimery — iSriigy baltymy (IB) ir pektino —
tarpusavio sgveika, kuri sumaiSius skirtingo pH (nuo pH 2 iki pH 7) 1 % IB tirpalus (IBT) ir
skirtingy koncentracijy (nuo 0,1 % iki 1 %) pektino tirpalus, vertinta vizualiai pagal miSiniy
skaidruma ir nuosédy kiekj bei matuojant atrinkty pradiniy tirpaly C-potencialg. Nustatyta, kad
vizualiai geriausia tarpusavio sgveika pasiZyméjo miSiniai, kuriuose IB ir pektino kiekio santykiai
buvo 10:4; 10:6 ir 10:8, o IBT pH buvo pH 2, pH 6 ir pH 7. ISmatavus $iy tirpaly {-potencialg
nustatyta, kad pektinas ir 1B gali kompleksuoti miSiniuose, kuriuose buvo naudotas IBT pH 2.

Kitame tyrimy etape buvo gaminamos dvigubosios dvisluoksnés (su dvigubu IB ir pektino
sluoksniu) V1/A/V2 emulsijos. Jos tarpusavyje skyrési IB ir pektino santykiu V2 fazéje, kuris buvo
10:8; 10:6 ir 10:4, bei gamybai naudoty IBT pH, kurie buvo pH 2, pH 6 ir pH 7. Sios emulsijos
vertintos Siais rodikliais: gravitaciniu stabilumu, klampa ir daleliy dydziu. . Emulsijose, gamintose
su IBT pH 6 ir pH 7, pektinas atliko tirstiklio vaidmenj, taciau nepadidino jy stabilumo. Geriausia
gravitacinj stabiluma, maziausig ir pastovig klampa bei maziausias daleles turéjo emulsijos,
gamintos su IBT pH 2, kuriose tarp IB ir pektino susiformavo elektrostatinis kompleksas. Todél j
jas buvo jkapsuliuota laktazé. Jy virSkinamumas ir laktazés atpalaidavimas i$ jos buvo atitinkamai
jvertintas pagal in vitro virSkinimo metu susidariusiy laisvy riebaly riigs¢iy kiekj ir laktozés kiekio
sumazéjimg virSkinamajame miSinyje. Nustatyta, kad Siy emulsijy V1 faz¢je buvo jkapsuliuota
apie 98 % laktazés. In vitro vir§kinimo metu buvo suvirskinta daugiau nei 35 % riebaly, taciau
laktazé 1§ Siy emulsijy neatsipalaidavo, greiciausiai dél kompleksavimo tarp Sio fermento ir
emulsijy gamybai naudoto hidrofobinio emulsiklio PGPR. Taigi, Sios dvigubosios dvisluoksnés

V1/AIV; emulsijos néra tinkamos fermenty jkapsuliavimui.
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SUMMARY

Double W1/O/W- emulsions have a huge potential as carriers for bioactive materials. Such
emulsions with encapsulated 3-galactosidase (lactase) could be used in dairy products and protect
lactose intolerant consumers from unpleasant sensations caused by lactase deficiency. Therefore
the aim of this study was to prepare stable double W1/O/W, emulsions with encapsulated lactase
in the inner aqueous phase W1 and a double layer of biopolymers in the outer aqueous phase W>
and to evaluate the release of lactase form the double emulsion during in vitro digestion.

The first objective was to evaluate the interactions between whey proteins (WP) and pectin.
This interaction was evaluated by mixing 1% WP solutions (WPS) of different pH (from pH 2 to
pH 7) and pectin solutions of different concentrations (from 0.1 % to 1%) and comparing the
clarity and turbidity of the mixtures and by measuring the {-potential of selected solutions.
Visually the best interactions were in the mixtures prepared with pH 2, pH 6 and pH 7 WPS and
where the ratio of WP and pectin was 10:4; 10:6 and 10:8 respectively. The {-potential of these
solutions showed that electrostatic attractions can only happen in the mixtures with pH 2 WPS.

In the next phase double W1/O/W- emulsions with a double layer, comprising of WP and
pectin, were prepared. They differed in the ratio of WP and pectin in the W phase (10:4; 10:6 and
10:8), and the pH of the used WPS (pH 2, pH 6 and pH 7). These emulsions were evaluated by the
following parameters: gravitational stability, viscosity and particle size. In the emulsions, prepared
with pH 6 and pH 7 WPS, the pectin acted as a gelling agent but did not improve their stability.
Emulsions prepared with pH 2 WPS had the best gravitational stability, lowest and constant
viscosity, smallest and most even particles because of the electrostatic complex between the WP
and pectin. Therefore, lactase was encapsulated into them. Their digestibility and lactase release
from them was determined during simulated in vitro digestion by determining the amount of free
fatty acids and the decrease of lactose in the digested mixture. It was determined that over 98 %
of lactase was encapsulated into the W1 phase. During the in vitro digestion over 35 % of fats were
hydrolyzed, however the lactase was not released, probably because of the complex formed
between the lactase and the hydrophobic emulsifier PGPR used for the production of these

emulsions. Therefore, these emulsions are not suitable to be used for the encapsulation of enzymes.



IVADAS

Maisto netoleravimas - tai neimuniné neigiama organizmo reakcija. Ja dazniausiai sukelia
ne tam tikras produktas, o vienas i§ jame esan¢iy komponenty. Manoma, kad mazdaug 75 %
pasaulio gyventojy toks komponentas yra disacharidas laktozé, kurios jvairias kiekiais yra visy
zinduoliy piene. Uz laktozés virskinimg yra atsakingas fermentas f-galaktozidaze (laktaze), kuris
sintetinamas plonajame zarnyne. Daugumos kiidikiy organizme S§io fermento kiekis yra
pakankamas, tod¢l jie gali vartoti motiny pieng be neigiamy pasekmiy. Taciau augant ir keiciantis
maisto racionui daugumos zmoniy organizme Sio fermento sintezé sulétéja arba iSnyksta visai.
Todél tokie individai, suvartoj¢ pieno produkty gali patirti labai nemaloniy pojiciy, tokiy kaip
pilvo piitimas, vémimas, viduriavimas, galvos skausmas ir t. t.

Laktozés netoleravimas yra gana placiai paplitusi problema, kuri ne tik daugybei Zzmoniy
neleidzia mégautis pieno produktais, bet ir stabdo pieno perdirbimo jmoniy rinkos plétra. Nors
nemaza dalis produkty gali biiti pagaminti pries tai 1§ pieno jvairiais metodais pasalinus laktoze,
taCiau §is zingsnis negriztamai pakeicia produkto juslines, maistines, o daznai ir technologines
savybes. Todé¢l atsirado poreikis surasti biida, kaip laktaze patalpinti i pieno produktus ir i§laikyti
ja gyvybinga, tafiau neaktyvia, t. y., neskaidancig laktozés, iki tol, kol vartotojas produkta suvalgo
ir prasideda virSkinimo procesas. Tokiu biidu pieno produktai galéty iSlaikyti savo jprastas
savybes, o dauguma laktozes netoleruojanciy Zmoniy galéty jais mégautis be baimés, taip pat, labai
i$siplésty potenciali pieno produkty vartotojy rinka, kas labai aktualu visiems pieno perdirbéjams.

Pastaruoju metu mokslinéje literatiiroje daug démesio skiriama dvigubosioms emulsijoms,
kaip vandenyje tirpiy bioaktyviy medziagy pernes¢joms, geban¢ioms jas apsaugoti nuo nepalankiy
aplinkos salygy ir atpalaiduoti jas tik tada, kai to reikia. Tai sudétingos dispersinés sistemos,
sudarytos 1§ mazy vandens laSeliy su bioaktyviu junginiu (V1), tolygiai paskirstyty didesniuose
aliejaus laseliuose (A), kurie yra pasiskirste iSorinéje vandeningje fazéje (Vz). IS esmés, tai
emulsija emulsijoje, kur viena faz¢ nuo kitos yra atskirta emulsikliy sluoksniy. ApraSyti s€kmingi
eksperimentai, kuriy metu j tokias emulsijas jkapsuliuoti junginiai iSliko aktyviis, o lgstelés —
gyvybingos net vir§kinimo metu.

Siekiant tinkamai apsaugoti jose patalpintus bioaktyvius junginius, svarbiausia yra padidinti
dvigubyjy emulsijy stabilumg. Pastebéta, kad jvairiy polisacharidy panaudojimas iSoring¢je V2
fazéje ir komplekso tarp jy ir kito emulsiklio (daZniausiai baltymy) susiformavimas A/V:
tarpfazyje leidzia pagaminti gerokai stabilesnes emulsijas bei padidinti bioaktyviy junginiy
ikapsuliavimo efektyvuma. Dvigubo emulsikliy sluoksnio panaudojimas iSorinéje fazéje,
panaudojant ,,sluoksnis ant sluoksnio* technika, leido dvigubasias vanduo-aliejuje—vandenyje

(V1/AIV>) emulsijas padaryti dar stabilesnes.



Gauti teigiami rezultatai leidzia manyti, kad jos gali biuti panaudotos ir laktazés

ikapsuliavimui, nes dvigubosios emulsijos galéty iSlaikyti ja atskirta nuo laktozés, esancios

produkte, o virskinimo Zarnyne metu, fermentui atsipalaidavus, jis galéty suskaldyti su maistu |

zarnyng patekusig laktoze. Tai jvertinus iSkeliamas toks Sio darbo tikslas: pagaminti statinémis

saglygomis stabilias dvigubgsias V1/A/V2 emulsijas su laktaze V1 fazéje ir dvigubu biopolimery

sluoksniu tarpfazyje A/V2bei jvertinti laktazés atpalaidavima i$ emulsijos dinaminémis vir§kinimo

in vitro salygomis. Tikslui pasiekti iSkeliami Sie uzdaviniai:

1.

Nustatyti salygas, kuriomis vyksta elektrostatiné sgveika tarp dviejy biopolimery:
hidrofilinio emulsiklio — isriigy baltymy ir polisacharido — pektino;

Ivertinti dvigubyjy dvisluoksniy Vi/A/V2 emulsijy stabilumg statinémis sglygomis ir
nustatyti salygas, reikalingas stabilios dvigubosios dvisluoksnés (su dvigubu
biopolimery sluoksniu tarpfazyje A/V2) V1/A/V2 emulsijos, naudojant ,,sluoksnis ant
sluoksnio* technikg, gamybai;

Ikapsuliuoti laktazg¢ | dvigubagjg dvisluoksng Vi/A/V> emulsijg ir jvertinti
ikapsuliavimo efektyvuma;

Ivertinti dvigubosios dvisluoksnés emulsijos virSkinamumg ir jkapsuliuotos -

galaktozidazés aktyvuma virskinimo metu in vitro saglygomis.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Pieno ir jo produkty nauda sveikatai

Ivairiy zinduoliy, tokiy kaip karvés, avys, ozkos ir kt., pienas ir krekenos, dél savo paplitimo
ir gaminamy produkty jvairovés, laikomas vienu i$ svarbiausiy jvairiy bioaktyviy junginiy $altiniy
Zmoniy mityboje. Jiems priskiriami specifiniai baltymai, peptidai, lipidai ir angliavandeniai, kurie
yra i§gaunami i$§ pieno ir naudojami kaip komponentai jvairiy maisto produkty, jskaitant pieno,
praturtinimui. Piene ir jo produktuose esantys baltymai ir peptidai sudaro didel¢ suvartojamy
baltymy dalj kasdienin¢je mityboje. VidutiniSkai piene biina apie 3,5 % baltymy, kurie turi auksta
maisting verte — dél didelio kiekio naudingy amino rtgsc¢iy, kalcio, fosfaty. Taip pat jie yra geras
bioaktyviy peptidy Saltinis. Pavyzdziui, imunoglobulinai padeda susiformuoti imunitetui
naujagimiy organizmuose, 0 laktoferinas yra antioksidantas, prieSuzdegiminis, prie§vézinis,
antimikrobinis ir imunitetg reguliuojantis junginys [1]. Taip pat manoma, kad pieno baltymai, ypac
iSrigy, sukelia sotumo jausmg ir mazina apetitg [2].

Kitas naudingas pieno komponentas — tai riebalai. Karviy piene nustatyta ~400 rasiy
skirtingy riebaly rugsc¢iy, i$ kuriy svarbiausia yra konjuguota linolo ragstis, padedanti kovoti su
véziu, skleroze, diabetu, nutukimu, taip pat ji skatina medziagy apykaita, stiprina imuning sistemg
[3].

Pagrindinis pieno angliavandenis — disacharidas laktozé, kurio kiekis jvairiy gyviiny piene
gali siekti iki 10 % [4], sudarytas i§ galaktozés ir gliukozés molekuliy, sujungty p 1—4
glikozidiniu rysiu [5]. Laktozé yra pagrindinis energijos $altinis kuidikiams. Paminétina tai, kad
pieno kaitinimo metu i§ jos susidaro laktuliozé, kuri skatina bifido bakterijy augima Zarnyne [6].
Laktozé yra pagrindinis galaktozés Saltinis, kurios dariniai randami kai kuriy fiziologiskai svarbiy
lipidy ir baltymy sudétyje, pvz., galaktozilkeramido, kuris yra labai svarbus kiidikiy smegeny
vystymuisi [7].

1.2. Laktozés netoleravimas: kilmé, paplitimas, pasekmés
Taigi, nors pienas ir pasizymi daugybe sveikatg gerinanciy savybiy, taciau butent laktoze yra

tas komponentas, dél ko jvairiy $altiniy duomenimis net iki 75 % pasaulio gyventojy negali vartoti

pieno ir daugelio jo produkty — tai vadinama laktozés netoleravimu [8, 9].

1.2.1. Laktozés virskinimas

Laktozé yra skaidoma fermento laktazés (B—galaktozidazés), kuri randama visame plonojo
zarnyno epitelyje, taciau aktyviausia — tuséiojoje (lot. jejunum) ir dvylikapirstéje (lot. duodenum)
zarnoje. Esant pakankamam laktazés aktyvumui, laktoze suskaldoma iki gliukozeés ir galaktozes,

dél ko nustatomas gliukozés kiekio padidéjimas kraujyje (Zr. 1 pav., 2 pav. A) [9] [10].
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Zmongés laktaze pradeda gaminti iskart po gimimo, 0 kity Zinduoliy, pavyzdziui, grauziky,
organizme laktazés gamyba maksimumg pasiekia tik pragjus kelios dienoms, kai subrgsta jy
zarnynas. Visy zinduoliy organizme laktazés ekspresija iSlieka auksta visg Zindymo laikotarpi.
Véliau, pasikeitus maistui i$ pieno j sudétingesnj ir sudarytg i$ skirtingy produkty, laktazés kiekis
pradeda laipsniskai mazéti. Taciau zinduolio amzius, kuriame tai jvyksta, yra labai skirtingas. Apie
35% zmoniy nenustoja gaminti laktazés (iSskyrus atvejus, kai patiriami jvairlis zarnyno pazeidimai

arba ligos) net ir subrendg ir dél to geba virskinti laktoz¢ nepatirdami nemaloniy pojuciy [10].

laktozé laktozé ! ;
plonasis
: o8 B - Zarnynas
plonasis :
Zarnynas /gliukozé l
\ a1
laktazé . Yanino
bakteriné

fermentacija

storasis
storasis Zarnynas

Zarnynas

dujos rugstys

Lrl

Viduriavimas,
pilvo patimas, diju
kaupimasis, pilvo
skausmai

a b
2 paveikslas. Laktozés toleravimo (@) ir netoleravimo (b) schemos [11].

Likusiy, mazdaug 65—75 % pasaulio gyventojy organizmai, laktazés i§vis nebegamina arba
gamina per mazai. Tokiu atveju, vartojant pieng ir jo produktus, laktozé néra iki galo
suhidrolizuojama ir nesuvirskintas disacharidas patenka j Zarnyng ir padidina osmosin;j slégj, dél
ko j zarnyng i§ audiniy yra traukiamas vanduo ir elektrolitai. Cia ja pradeda virskinti Zarnyno
bakterijos, kurios laktoze i§ pradziy suskaldo ir tada konvertuoja j gryna gliukoze, o tada ja
fermentuoja iki trumpyjy riebiyjy riigd¢iy (pieno, acto ir pan.) ir jvairiy dujy, tarp kuriy daugiausia

vandenilio (Zr. 2 pav. B). D¢l bendro Siy procesy poveikio, po mazdaug 0,5 — 2 val. gali prasidéti
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viduriavimas riigs¢iomis ir skystomis iSmatomis, kuris ypac¢ pavojingas kudikiams, nes sukelia
odos sudirgimag ir triikkingjimg. Taip pat jauciami pilvo skausmai, diskomfortas, dujy kaupimasis,
pilvo piitimas, taip pat vémimas. Esant labai rimtoms netoleravimo formoms ar suvartojus per
didelj kiekj laktozés, dél viduriavimo gali atsirasti dehidratacija, elektrolity disbalansas ir Kkitos
problemos, ypac pavojingos kiidikiams [8, 9, 10, 12].

1.2.2. Pagrindiniai laktozés netoleravimo tipai

Laktozés netoleravimas (kai laktozé visis$kai nevirSkinama) ir laktazés nepakankamumas
(kai suvirSkinama ne visa j Zarnyng patekusi laktozé) pasauliniu lygmeniu néra laikoma liga, nes
Sis terminas taikytinas didZiajai daliai pasaulio gyventojy ir kity zinduoliy, be to laktazés aktyvumo
sumazéjimas po zindymo laikotarpio yra visiskai natiiralus procesas, vadinamas pirminiu laktazés
nepakankamumu [8]. Nustatyta, kad Siuo atveju laktazés aktyvumas sumazéja 90 % arba ji
iSnyksta visai [13].

Antriniu laktazés nepakankumu vadinamas laktazés kiekio arba aktyvumo sumazéjimas dél
jvairiy zZarnyno epitelio pazeidimy, kuriuos gali sukelti jvairlis vaistai, pvz., antibiotikai,
operacijos, radiacija, ligos, prasta mityba [8]. Paprastai, pasalinus §ig problemg sukélusj veiksnj ir
atsistaCius plonosios Zarnos veiklai, laktazés gamyba vél suaktyvéja [14], nes tai genetiskai
nulemtas procesas (Zr.: 1.2.3. skyrius).

Taip pat verta i$skirti ir jgimtus laktazés nepakankamumo ir laktozés netoleravimo atvejus,
kurie sukelia daug problemy kiidikiams. Jiems vartojant motinos pieng arba pieno miSinius su
laktoze gali prasidéti stiprus viduriavimas, kuris sukelia dehidratacija, elektrolity netekima, kiino
masés sumazéjima. Esant visiSkam netoleravimui sutrinka kiidikio vystymasis, pazeidziamos
kepenys, inkstai, laktozé patenka j kraujg ir gali paZeisti smegenis bei akis. Belaktozés dietos

taikymas tokiems kiidikiams padeda i§vengti $iy simptomy ir juos apsaugo [15, 16, 17].
1.2.3. Pieno vartojimo kultiiros pradZia ir laktozés toleravimas

Pieno ir jo produkty vartojimas prasidéjo mazdaug pries 10000 — 12000 mety (Neolitas), kai
buvo prijaukinti pirmieji pieniniai gyvinai — dabartiniy ozky, aviy ir karviy protéviai.
Archeologiniai duomenys rodo, kad §is procesas prasidéjo Artimuosiuose Rytuose ir Anatolijoje
1§ kur véliau, vykstant Zzmoniy migracijai, pasklido j Viduriniuosius Rytus, Kaukaza, Europg ir
Afrika. Vis dél to, labai abejotina, kad neolito laiky gyventojai sugebéjo toleruoti laktoze ir vartoti
pieng dideliais kiekiais, nepatirdami sveikatos sutrikimy. Galima manyti, kad todél atsirado jvairts
pieno perdirbimo buidai — gaminant siirj, jogurta, sviesta, riagpien;] ir Kitus produktus. Taigi buvo
pagaminami produktai, turintys ilgesnj tinkamumo vartoti terming ir rauginimo metu sumazintg
laktozés kiekj, kas Siuos produktus padaré daug lengviau virskinamus. Be to, tokie produktai leido

Zmoniy organizmui po truputj pratintis prie laktozés [9] .
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Neseni genetiniai Zmoniy tyrimai atlikti Europoje, Siaurés Vakary Afrikoje ir
Viduriniuosiuose Rytuose parodé¢, kad laktozés toleravimas yra genetiskai perduodama savybé per
LCT gena, atsakingg uz laktazés gamyba. Jis yra 49336 baziy pory ilgio ir randamas antroje
chromosomoje. Siuose regionuose buvo nustatyti keletas su laktozés toleravimu susijusiy aleliy,
kuriy paplitimas skirtingose geografinése vietovése varijuoja, pvz., Europoje dominuojantys
aleliai nenustatyti Afrikoje. Pirmasis ir daugiausia Europoje randamas alelis, kurio buvimas
stipriai susijes su padidéjusiu laktazés aktyvumu, yra C > T (citozino ir tiamino), esan¢iy per 13910
baziy nuo LCT geno kodono, baziy poros pakitimas. Manoma, kad §is pokytis gali skatinti laktazes
gamyba Zarnyne. Vieny pirmyjy Europos tikininky palaiky genetiniai tyrimai parod¢, kad §is alelis
yra gana naujas ir i$plito natdiralios selekcijos btdu [10]. Vélesni tyrimai ir simuliacijos tai
patvirtino — nustatyta, kad laktozés toleravimas pradéjo plisti prie$ mazdaug 7500 mety tarp gana
mazo skai¢iaus pienininkyste uzsiimanéiy tikininky Centrinéje Europoje ir Siaurés Balkanuose. Ir
prieSingai, tarp gyventojy neturiniy pastovaus $viezio pieno Saltinio ir besiveréianéiy Kkitais
darbais, pvz., zvejyba arba Zemdirbyste, §i savybé neplito, nes buvo nereikalinga [9, 10]. Visgi,
kol kas néra iki galo iSsiaiskinta ar $ie genetiniai pakitimai nulemia laktazés aktyvumo padidéjima,

ar tiesiog yra to indikatoriai.
1.2.4. Laktozés toleravimo fenotipo ir genotipo paplitimas ir koreliacija

Siais laikais laktozés toleravimas nustatomas dviem pagrindiniais neinvaziniais testais po

nakties badavimo:
1. gliukozeés kiekio poky¢iu kraujyje;
2. nustatant vandenilio kiekj iSkvepiamame ore.

Pirmuoju atveju, jei laktozé virSkinama, tai susidariusi gliukoze ir i ja konvertuota galaktozé
patenka ] kraujg, todél pastebimas gliukozés kiekio padidéjimas, jei ne — Kiekis nepakinta.
Antruoju atveju, jei laktozé néra virSkinama, tai ji skaldoma Zarnyne esancios mikrobiotos,
susidarant vandenilio dujoms, kurios pasisalina su iSkvepiamu oru. Jy kiekis nustatomas nesiojamu
vandenilio analizatoriumi [18].

Remiantis $iy tyrimy duomenimis, nustatyta, kad laktozés netoleravimo fenotipas (zr. 3
pav.) yra labai nevienodai pasiskirstgs ir priklauso nuo rasés bei protéviy gyvenimo bido.
Pavyzdziui, Salyse, kuriose nuo seno vartojami dideli kiekiai pieno ir jo produkty, laktozés
netoleravimas yra labai retas reiskinys. Europos vakary ir Siaurés Salyse, tokiose kaip Suomija,
Didzioji Britanija, Danija jis pasireiskia 2—-5 % gyventojy. Siaurés Vakary Vokietijoje jis taip pat
svyruoja tarp 6-9 %, o tolstant j pietus padidéja net iki 22-23 %, ta¢iau manoma, kad tam jtakos
turéjo ir didesni migracijos mastai po Antrojo Pasaulinio karo. Laktozés netoleruojan¢iy Zmoniy

skaiciaus didéjimas Europoje pastebimas judant j pietus ir rytus, pavyzdziui, Lietuvoje, Lenkijoje,
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Vengrijoje jis siekia 30-37 %. Taciau verta paminéti, kad tarp klajokliy gyvenimo budu
pasizyminc¢iy Vengrijos ¢igony, laktozés netoleravimas paplites net tarp 56 % zmoniy — tai rodo
gyvenimo biudo jtaka Sios savybés paplitimui. Italijoje ir Ispanijoje jis pasireiskia mazdaug 70 %

gyventojy [19].
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3 paveikslas. Interpoliuotas laktozés toleravimo fenotipo pasiskirstymo Senajame Pasaulyje Zemélapis
(taskais pazymétos vietos, kuriose atlikti tyrimai; spalvy skalé rodo laktoze toleruojanciy zmoniy dalj)
[10]

Afrikoje laktozés toleravimas néra tolygiai pasiskirstes — milziniski skirtumai nustatyti net
tarp greta gyvenanciy grupiy. PavyzdZziui, tik 8 % Tutzi genties atstovy, gyvenanciy Ruandoje ir
nuo seno uzsiimanciy karviy auginimu bei pieno vartojimu, netoleruoja laktozés. O i§ netoli
gyvenancios Bashi genties, uzsiimancios kitokia veikla, laktozés netoleruoja net 98 % Zmoniy.
Panasi situacija yra ir Viduriniuosiuose Rytuose — tiek Jordanijoje, tieck Saudo Arabijoje laktozés
netoleravimas tam tikrose grupése svyruoja mazdaug nuo 20 % (beduiny gentims, vartojanc¢ioms
kumeliy piena) iki 80 % [18]. Siaurés Indijoje, kur labiau paplitusi gyvulininkysté, problemy kyla
tik mazdaug 27 %, o Piety Indijoje net iki 70 % gyventojy.

Vis labiau tolstant j rytus, laktazés netoleravimas tampa vis daznesnis: Irake ir Afganistane
daugiau nei 80 %, Sanchajuje apie 86 %, o Tailande, Vietname ir Indonezijoje siekia beveik 100
%. Kadaise i§ Azijos | Amerikg migrave indénai taip pat visiskai netoleruoja laktozés [19].

Atlikti genetiniai —13910 C>T alelio tyrimai gana gerai koreliuoja su fenotipiniais tyrimais,
ypa¢ Europoje (Zr. 4 pav.). Taciau Afrikoje ir Viduriniuosiuose Rytuose padétis kitokia.
Pastaruosiuose laktozés toleravimg greiciausiai lemia kiti aleliai, i$sidést¢ ne daugiau nei 100
baziy atstumu nuo anks¢iau minéto. O Afrikoje, ypa¢ Vakaringje ir Rytinéje dalyse, kur laktozés
toleravimas tarp skirtingy grupiy yra gana paplitgs, nebuvo aptikti Sie, su laktazés aktyvumo
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iSlikimu susije aleliai. Tai rodo, kad §iuo metu turimos genetinés Zinios negali iki galo paaiskinti,

kodél kai kurios zmoniy grupés geba virskinti laktoze visg gyvenima, o kitos patiria daug problemy

[10].
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4 paveikslas. Interpoliuotas laktozés toleravimo genotipo pasiskirstymo Senajame Pasaulyje zemélapis (x
pazymeétos vietos, kuriose atlikti visy zinomy aleliy genotipy tyrimai, o ¢ pazymétos vietos, kuriose tirtas

tik —13910 C>T alelis) [10]

1.3. Dieta be laktozés — produktai, ju gamybos buidai, juslinés ir technologinés savybés
1.3.1. Laktozés kiekis jvairiuose maisto produktuose

Siuo metu labiausiai taikomas biidas ,,kovoti* su laktozés netoleravimu yra maisto, pagrinde
pieno ir kai kuriy jo produkty, be laktozés vartojimas. Deja, laktozés vengimas néra tokia paprasta
uzduotis, kaip galéty atrodyti. Laktozé $iais laikais randama ne tik piene ir jo produktuose, bet ir
kituose produktuose. Pastaruosiuose ji vartojama dél puikiy reologiniy savybiy, gebéjimo
absorbuoti daziklius, nepageidautinus skonio ir kvapo junginius, dalyvauti Majaro reakcijoje, nes
yra redukuojantis cukrus. Todél gali buti randama kudikiy maistelyje, Sokolade ir saldainiuose,
Jvairiuose miltiniuose produktuose (duonoje, sausainiuose), greito paruoS§imo misiniuose blynams,
biskvitams, ir netgi kai kuriuose mésos produktuose, pvz., pjaustytame kumpyje, desrelése [20,
21]. Be to, nedideliais kiekiais laktozé randama ir daugelyje vaisty ir maisto papildy. Sioje srityje
ji naudojama, nes pasiZymi puikiomis savybémis, reikalingomis table¢iy formavimui, néra per
saldi, tirpsta vandenyje, yra saugi bei iSgaunamas didelis jos grynumo laipsnis. Vis dél to, Cia ji
randama salyginai mazais kiekiais, kurie daZniausiai nesukelia dideliy problemy laktozés

netoleruojantiems individams [20, 22].
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Nemazai zmoniy, netoleruojanéiy laktozés, be reikalo save apriboja visiskai atsisakydami
visy pieno produkty. Visgi jy visiSkai atsisakius, ne tik apribojamas maisto racionas, bet
prarandama labai daug naudingy ir maistingy pieno medziagy. Vienas i§ sunkiausiai pakei¢iamy
— kalcis. Skai¢iuojama, kad i§ pieno ir jo produkty gaunama net 73% kalcio dienos normos. Tai
gali lemti susilpnéjusius kaulus ir padidéjusig osteoporozés atsiradimo galimybe. Nustatyta, kad
net 8 i§ 30 motery, serganciy $ia liga, netoleruoja laktozés [22]. Labai mazi jos kiekiai randami
brandintuose stiriuose ir svieste (zr. 1 lentelé¢). Daugumos siiriy gamybos metu j pieng yra jpilama
pienariigs8¢iy bakterijy kultiiry, kurios skaldo laktoze, taip sumazindamos pieno pH ir paruoSdamos
ji fermentiniam traukinimui. Po jo didZioji dalis laktozés yra paSalinama su iSriigomis. Likusi
laktozé yra skaldoma strio brendimo metu iSgyvenusios mikrofloros, todél jos koncentracija
sumazéja dar labiau. Todél striai yra gana saugus variantas tokiems zmonéms [23]. Sviesto

musimo metu didzioji dalis grietin¢l¢je esancios laktozés pasiSalina kartu su pasukomis.

1 lentelé. Laktozés kiekis kai kuriuose pieno produktuose [24].

Produktas Porcijos dydis Laktoz?.s l.dekis Laktozés kiekis
(g/porcijoje) (9/100 g produkto)
Pienas (0,5 — 3,5 % riebaly) 1 puodelis (240 g) 9-13 3,7-55
Lieso pieno milteliai 25 g (1 puodeliui) 12 -13 50 -52
Pasukos 1 puodelis (240 g) 8,6 -12 36-5
Grietinélé kavai (10 — 15 % riebaly) 1 valg. 8. (15 g) 0,6 — 0,65 4,0-4,3
Grieting (30 % riebaly) 3049 1-13 34-43
Saldintas kondensuotas pienas 1 valg. 8. (15 g) 15-21 10-14
Jogurtas (natiiralus, 0 — 9 % riebaly) 200 g 3,8-154 19-77
Brandintas stris (pelésiniai, Kamemberas,
Cederis, Gouda, (P[;rmezanas ir pan.) 259 0-06 0-25
Varskeé (0,5 % riebaly) 180 ¢ 49-6,1 27-34
Varské (9 % riebaly) 180 g 1,8-6,3 1-35
Sviestas 109 <0,1 08-1
Ledai (i§ grietinélés) 709 2,4-59 31-84

Taip pat nustatyta, kad Zzmonéms, kuriy laktazés aktyvumas yra sumaZzéjes, nedidelés

laktozés dozés — iki 12 g, kas prilygsta puodeliui (240 ml) pieno — dazniausiai nesukelia nemaloniy
simptomy. Daugiau nei 85% tokiy Zmoniy jie pasireiSkia tik suvartojus >20-50 g laktozés [22].
Ne vienas klinikinis tyrimas taip pat parod¢, kad kasdien vartojant nedidelius kiekius laktozes (0,6
— 1 g/kg kino masés/dieng) nemalonis laktozés netoleravimo simptomai sumazéjo mazdaug 50 %
tirilamyjy, tai pat sumazéjo iSkvepiamo Hz Kiekis. Tai rodo, kad zarnyno bakterijos gali bent truputj

prisitaikyti prie laktozés vartojimo ir padéti jg virskinti [8, 10].
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1.3.2. Maisto produktai be laktozés ir jy gamyba

Taciau zmonéms visiskai netoleruojantiems laktozés iskyla daugybé problemy siekiant jos
iSvengti, todél tai skatina pieno produkty (ypac pieno, varskés, ledy, jogurty) be laktozés paklausos
augimg. Tai skatina pieno perdirbimo jmones ieskoti buidy, kaip patenkinti §j poreikj.

Siuo metu tokiy produkty gamyba galima dviem budais:

1. dalinis laktozés pasalinimas;
2. laktozes hidrolizavimas.

Pirmuoju atveju laktozé gali buti paSalinama chromatografiniu metodu arba taikant
membranines filtravimo technologijas. Siuo atveju pieno saldumas islicka beveik nepakites.
Chromatografinis laktozés paSalinimas paremtas tuo, kad pienas eina per kolonélg, pilng porétos
medziagos, kuri parenkama taip, kad jos funkcinés grupés su laktoze sudaryty patvary kompleksa.
Taip pat, pory dydis parenkamas taip, kad didesnés molekulés, pvz., baltymai, jose neuzstrigty, o
mazesneés, pvz., jvairlis mineralai, lengvai jas praeity. Taip yra sulétinamas laktozés judéjimas per
kolonélg ir ji praktiskai pasalinama i$ pieno.

Kitas budas — ultrafiltracijos (UF) ir nanofiltracijos (NF) taikymas. Naudojant UF i§ pieno
pasalinama laktozé, taciau kartu netenkama ir uZ ja mazesniy junginiy, pvz., mineraly. Siekiant
pasalinti kuo daugiau laktozés, papildomai gali biti taikoma ir diafiltracija. Sio proceso metu
gaunami du tirpalai: koncentruotas baltymy retentatas ir minéty junginiy permeatas. Pastarasis yra
papildomai NF — taip retentate pasilieka laktozé, o j permeatg pereina smulkieji pieno junginiai.
Sis permeatas atvirkstinio osmoso biidu yra sukoncentruojamas ir grazinamas j baltymy retentata.
Abiem separavimo metodais paSalinama didZioji dalis laktozés, o likusi yra hidrolizuojama, taip
atstatant natiraly pieno saldumg [25]. Taciau, taip prarandamas nattralus pieno saldumas, 5%
sumaz¢ja jo iSeiga, be to, yra nustatyta, kad toks pienas nesugeba sulaikyti kalcio ir perduoti jj
kaulams virskinimo metu [26].

Antruoju atveju pienas yra termiskai apdorojamas (dazniausia, pasterizuojamas (72 °C
temperatiiroje 15s, taciau gali buti ir apdorotas UAT), taip paSalinant natiiralig pieno mikroflora,
patogenus, inaktyvuojant fermentus ir taip sudarant palankias salygas tolimesniems veiksmams.
Tada j jj jmaiSoma laktazés, kuri gali buti keliose formose — tirpale arba imobilizuota. Laktazés
imobilizavimas aktyvintoje anglyje, poringuose stiklo, akriliniuose rutuliukuose, Zelatinoje ir pan.
leidzia fermentg naudoti daug karty [27]. Ji hidrolizuoja didzigjg dalj laktozés, susidarant
galaktozei ir gliukozei, kurios suteikia pienui daugiau saldumo. Paprastai siekiama, kad biity
suskaldyta daugiau nei 75 % pieno cukraus. Sis procesas paprastai vyksta 4 °C temperatiiroje ir
trunka 36 valandas. AukStesn¢je temperatiiroje jis pagreitéty, taCiau tada gali suaktyvéti

18gyvenusios bakterijos ir negrjZztamai pakeisti pieno savybes. Po hidrolizés pienas paprastai vél
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apdorojamas UAT, kad inaktyvuoti laktaze [25, 28]. Sis budas dél paprastesnés technologijos ir

mazesniy investicijy yra labiau paplites.
1.3.3. Maisto produkty be laktozés juslinés savybés ir maistingumas

Panaudojant anks¢iau minétas technologijas yra sukurtas ne vienas produktas (pvz., siris,
ledai, varské, jogurtas, pienas ir t. t.) leidziantis visiems mégautis pieno ir jo produkty teikiama
nauda. Visgi, Sie produktai skiriasi nuo tradiciniy, t. y., su natiraliu laktozés kiekiu, tiek savo
juslinémis savybémis, tiek maistingumu. Siuo metu daugiausia tyrimy yra atlikta su pienu, taip pat
jogurtu.

Atliktas tyrimas lyginant keliy komerciniy ra$iy pieno be laktozés (PBL) ir standartinio
pieno (SP) juslines savybes. Jame vertinimg atliko tiek profesionallis vertintojai, tiek paprasti
vartotojai. DidZiausias skirtumas pastebétas saldume — PBL pavyzdziai buvo Zenkliai saldesni uz
SP, nes po hidrolizés susidariusios gliukozé ir galaktozé yra santykinai saldesnés nei laktozé [29].
Nustatyta, kad hidrolizavus 70 % laktozés, susidariusiy cukry saldumas prilygsta pienui, i kurj
pridéta 2% cukraus. Tirti PBL taip pat pasizyméjo labiau iSreik§tomis S$iomis neigiamomis
savybémis: kreidiSkumu, S$viezumo trukumu, oksidaciniu ir ,perdirbimo® prieskoniu. Jy
intensyvumg galéjo padidinti tiek apdorojimas UAT, tiek fermentu. Laktozés hidrolizés metu
susidaro gliukoze ir galaktoze, kurios yra reaktyvesnés palyginti su laktoze, be to jy yra dvigubai
daugiau. Dél UAT suaktyvéja Majaro reakcija, kurios metu redukuojantys cukriis reaguoja su
pieno baltymais, ypa¢ isriigy, turinéiais daug lizino. Tai privercia baltymus denattiruoti, dél ko gali
atsirasti kreidiSkumo pojitis bei nesviezio (perdirbto, oksidavusio) maisto skonis [29].

Daug problemy kelia ir maistinés PBL savybés. Dél vykstan¢ios Majaro reakcijos (Zr. 5 pav.)
ir baltymy denatiiracijos, prarandamos svarbios maistinés medziagos, ypa¢ amino riigStis (AR)
lizinas. Tai nepakei¢iama AR labai svarbi organizmui. Ji reikalinga jvairiems medziagy apykaitos
procesams, baltymy, fermenty, hormony ir kity junginiy sintezei, ieina i kolageno sudétj, yra
biitina kauly augimui ir t. t.

Atliktas tyrimas, lyginant PBL ir standartinio pieno, laikyty skirtingose temperatiirose ilgg
laika, furozino kiekj (jis proporcingas lizino kiekio sumaz¢jimui). Nustatyta, kad dél intensyvesnés
Majaro reakcijos PBL susidar¢ didesni kiekiai furozino, taigi, jo maistiné verté prastesné. Be to,
laikant PBL kambario ar Siek tiek aukStesn¢je temperatiiroje, kas yra tikétina, nes paprastai UAT
pienas gali buti laikomas tokiomis sglygomis, pastebéta, kad furozino kiekiai zenkliai padidéjo.
Tai taip pat Iémé pieno spalvos pakitima — aukstesnéje temperatiiroje jis pradéjo ruduoti [30]. Sios
problema gali buti labai aktualios gaminant ilgai termiskai apdorojamus produktus, pvz.,

kondensuotg piena.
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5 paveikslas. Majaro reakcijos, vykstancios piene, pavyzdys [31].

Deja, informacija apie jogurto be laktozés (JBL) savybes yra labai priestaringa. Vieno tyrimo
metu [32] gaminto JBL koaguliacijos laikas, lyginant su standartiniu jogurtu (SJ) sutrumpéjo apie
3040 min. Greiciausiai d¢l to, kad startinéms jogurto kultiiroms nereikéjo skaldyti laktozés ir
iSkart prasidéjo pieno riigSties gamyba i§ gliukozés. O naujausio tyrimo duomenimis [33], JBL
reikiamg riig§tingumg ir konsistencija pasiekia net 1 valanda véliau nei KJ, kg galéjo lemti véliau
prasidéjusi pieno rugsSties gamyba. Tekstiros profiliai taip pat skiriasi. Pirmuoju atveju,
greiCiausiai dél didesnés monosacharidy koncentracijos, gauti Svelnesni, kremiSkesni, skystesni
JBL, o did¢jant hidrolizés laipsniui, Sios savybés stipréjo. Taip pat, Sie jogurtai pasizymeéjo
intensyvesne sinereze. Antruoju atveju, gauti JBL buvo tvirtesnés tekstaros, kietesni, pasizymeéjo
didesne adhezija nei KJ. ISriigy atsiskyrimas Siame jogurte buvo Zenkliai mazesnis nei KJ (14.40
+ 27% ir 25.24 + 6.48% atitinkamai). Vertinant juslines savybes nustatyta, kad JBL, panasiai kaip
ir PBL, pasizym¢jo didesniu saldumu, kuris gali biiti nepriimtinas standartiniy jogurty mégéjams.
Visgi, gaminant saldintus jogurtus su jvairiais priedais, §i savybé gali biiti iSnaudota sumazinant
pridedamy saldikliy kiekj. JBL ir KJ kvapas ir spalva jvertinti vienodai [33]. Taigi, tokie skirtingi

rezultatai reikalauja tolimesniy ir i§samesniy tyrimy.
1.4. Naujausi laktozés netoleravimo sprendimo budai
Kadangi vengti maisto néra taip lengva, kuriame yra laktozes, dél didelio jos paplitimo néra

labai paprasta, 0 pieno produktai, i$ kuriy laktozé yra paSalinta, pasizymi ne tik kitokiomis
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juslinémis savybémis, bet daznai yra ir zenkliai brangesni, ieSkoma kity biidy, kaip spresti Sig

problema.
1.4.1. Maisto papildai su fermentais

Vienas i§ jy — tabletés (maisto papildas), kuriose yra laktazés. Paprastai jos vartojamos pries
valg] arba valgio metu ir jose esantis fermentas padeda suvirskinti produkte esantj pieno cukry.
Lietuvoje jy pasiiila néra labai didel¢, taciau vaistinése galima rasti keleta tokiy maisto papildy
varianty. Sios tabletés biina kramtomos arba uZgeriamos vandeniu, o laktazés kiekis labai jvairus.
Nespecializuotuose fermenty misiniuose jis gali bati iki 4500 FCC [34] (FCC — fermenty
aktyvumo vienetas, remiantis tarptautiniu maisto standarty rinkiniu ,,Food Chemical Codex*).
Apskaiciuota, kad 1 g laktozés suskaldyti zmogaus organizme reikia mazdaug 1000 FCC. Esant
didesniam poreikiui, galima rinktis maisto papildus, kuriuose yra tik laktazé. Cia jos kiekis
svyruoja nuo 17500 FCC iki 52500 FCC, priklausomai nuo dozés [35]. Pagrindinis §io biido
pliusas — tabletés nepakeicia maisto produkty skonio ir suteikia galimybg vartoti praktiskai visus
produktus. Tagiau, nors jos ir gali pagelbéti, tadiau sukelia ir keletg problemy. Sie maisto papildai
paprastai blina gana brangiis, o tai ypa¢ svarbu daZnai valgant tokius produktus. Taip pat,
vartojamg doz¢ geriausia parinkti pagal maiste esancios laktozés kiekj, o tai gali biiti sudétinga
valgant ne namuose ruostg maistg. Tabletes reikia suvartoti tam tikru valgio metu, nes pavartojus
per anksti ar per vélai, fermentai gali inaktyvuotis arba nespéti tapti pakankamai aktyvis. Vaikams

gali biiti sudétinga jas nuryti, ypac jei reikalingas didesnis kiekis [36, 37].
1.4.2. Laktazés jkapsuliavimas geliuose

Ivertinus visy anks¢iau minéty biidy problemas, atsirado dar viena idéja — sukurti tokj maisto
prieda ar komponenta, kuriame buty uzdaryta laktaze. Ji produkto gamybos, laikymo ir pirminio
virSkinimo burnoje ir skrandyje metu, turéty biti tarsi ,,uzrakinta® ir neprieiti prie laktozes, o
atsipalaiduoti tik plonajame Zarnyne ir ten pradéti savo darbg, taip apsaugant vartotoja nuo
nemaloniy laktozés netoleravimo poji¢iy. Siuo metu jau yra Zinoma keletas laktozés
imobilizavimo biidy (zr. 6 pav.), pavyzdziui, apgaubti j3 pusiau laidzia membrana, pro kurig |
kapsulés vidy galéty patekti laktoze, arba jg patalpinti polimerinéje matricoje arba cheminiy rysiy
pagalba jg pritvirtinti prie jvairiy netirpiy medziagy. Taciau tokiais biidais imobilizuota laktazé
iSlieka aktyvi ir vos patekusi | substrata, pavyzdziui, piena, pradéty virskinti laktoze. Todél jie gali
biti panaudojami tik tam tikriems technologiniams procesams, pavyzdziui, anks¢iau minéto pieno
be laktozés gamybai. Taip imobilizuota laktazé gali biiti nesudétingai pasalinama i$ pieno, pvz.,

filtruojant, ir panaudojama dar karta, taip sutaupant nemazai pinigy [36, 37].
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6 paveikslas. Fermenty imobilizavimo btidai: a) fermentas nekovalentiniais rySiais adsorbuojasi prie
netirpios dalelés; b) fermentas kovalentiniais rysiais prisijungia prie netirpios dalelés; ¢) fermentas

patalpinamas j polimerine matrica; d) fermentas apribojamas pusiau pralaidzia membrana [38].

Taigi svarbiausia tinkamai parinkti medziagas laktazés jkapsuliavimui. Jos turi biti
tinkamos maistui, nekeisti jo jusliniy ir technologiniy savybiy. Taip pat, tokio maisto priedo
dalelés turi bati kuo mazesnio dydzio, kad Zmogus jas jausty kuo maziau [36]. Nustatyta, kad
maziausios dalelés, kurias jis gali pajausti burnos organais yra 25 pm [39]. Si medZiaga taip pat
turi apsaugoti laktaze nuo rugstiniy salygy maiste ir skrandyje, nes ragstiniame pH laktazé greitai
inaktyvuojasi. Tokiomis medziagomis gali biiti jvairiis polimerai, riebiosios riigstys, glicerinas
vaskai, gumos ir t.t. [36].

Nemazai tyrimy yra atlikta su hidrogeliy panaudojimu Siam tikslui. Tai geliai sudaryti i§
netirpiy polimery grandiniy tinkly, kuriy tarpai uZpildyti vandeniu ir jame tirpiomis medZziagomis.
Jie gali buiti gaminami tiek 1§ natiiraliy, tiek i$ sintetiniy polimery, panaudojant paprastus metodus.
DaZniausiai yra suformuojami kuo smulkesni rutuléliai, kurie galéty biti lengvai imaiSomi ]
maistg. Svarbiausia, kad susidariusios poros biity mazesnés nei fermento molekulé ir jis likty
hidrogelio rutulélivose. Visgi jy platesnj pritaikyma riboja tai, kad net ir labai sumaZinus poras,
pro jas vis tiek gali patekti H" jonai, esantys daugumoje maisto produkty bei skrandZio sultyse,
kurie stipriai sumazina pH rutuléliy viduje ir taip inaktyvuoja fermenta. Neseniai atlikto tyrimo
metu, ] hidrogelj, pagamintg i§ k—karageniano, be laktazés buvo jmaisyta ir magnio hidroksido.
Mg(OH)2 yra maisto pramonéje daznai naudojamas bazinis buferis, kuris tirpsta tik rtigstinéje
terpéje, taip palaikydamas jos pH. Eksperimento metu nustatyta, kad net dvi valandas, t. y., tol,
kol buvo neistirpusio Mg(OH)2, laikant tokj hidrogelj riigStin¢je aplinkoje (pH 2,5), jo vidinis pH
sumaz¢jo tik iki 6,6, o fermentas iSliko aktyvus. Visgi, atsizvelgiant  tai, kad Sis komponentas
turéty savo savybes islaikyti produkto gamybos, laikymo ir vartojimo metu, praktinis pritaikymas
kol kas yra nejmanomas, nes laktazé ziity net nesibaigus gamybos procesui [37].

Kitas literatiiroje apraSytas biidas imobilizuoti laktaz¢ — panaudojant agaroze, krakmolg ir

Sokolada. IS pirmyjy dviejy komponenty yra pagaminamas gelis ir suformuojami rutuliukai. Tada

vvvvv
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i tirpinta $okolada ir tada atvésinami. Sokoladas naudojamas tam, kad uzpildydamas liofilizuoty
rutuléliy tarpus, apsaugoty laktaz¢ nuo proteolitiniy fermenty esanciy skrandyje. In vitro
vir§kinimo tyrimo metu, nustatyta, kad po 6 val. dirbtiniy plonojo zarnyno suliy tirpale (DPZST),
atsipalaidavo apie 22 % laktazés (vertinant fermento aktyvumag). Visgi, verta paminéti, kad
suformuoti rutuléliai yra gana stambiis ir sunkiis — vieno agarozeés rutulélio diametras, pries
panardinimg j Sokolada, sieké beveik 4 mm, masé svyravo nuo 4,5 iki 6,3 mg. Po panardinimo |
Sokolada jy masé padidéjo iki 32 mg [40]. Taigi, tokios stambios dalelés biity jau¢iamos pieno
produktuose, be to, produktui suteikty papildoma, Sokolado, skonj ir pakeisty spalva, kas apriboja
ju panaudojimg tradiciniy pieno gaminiy gamyboje. Taciau, juos galima naudoti produktuose,

kuriuose Sokolado skonis yra pageidautinas.
1.4.3. Dvigubyjy emulsijy panaudojimas bioaktyviy junginiy jkapsuliavimui

Siuo metu vis daugiau démesio yra atkreipiama j dvigubasias vanduo—aliejuje—vandenyje
(V1/AIV2) emulsijas, kaip vandenyje tirpiy bioaktyviy medziagy pernesé¢jas. Sios emulsijos yra
sudarytos 1§ mazy vandens laSeliy (V1), tolygiai paskirstyty didesniuose aliejaus laseliuose (A),
kurie yra pasiskirst¢ iSoringje vandeninéje fazéje (V2) (zr. 7 pav.). Kaip hidrofilinis emulsiklis
naudojamos auksto HLB indekso medziagos, pavyzdziui, iSriigy baltymy koncentratai (IBK) ir
izoliatai (IBI), natrio kazeinatas, chitozanas, galvijy serumo albuminas (GSA) ir t.t. Hidrofobiniai
emulsikliai turi pasizyméti mazu HLB indeksu, pavyzdziui, poliglicerolio poliricinoleatas (PGPR)
ir sorbitano monoleatas (Span 80). Literatiiroje galima aptikti ir jvairiy aliejinés fazés (A) sudéties

varianty — rapsy, alyvuogiy aliejus, gryni pieno riebalai, limonenas ir t.t. [41, 42].

- Hidrofilinis emulsiklis

L Aliejaus fazé (A)

- Vidiné vandeniné fazé (V1)

Hidrofobinis emulsiklis

- ISoriné vandeniné fazé (V)

7 paveikslas. Dvigubos emulsijos V1i/A/V- sudétis [43].

Dvigubosios emulsijos yra gaminamos dviejy pakopy homogenizacijos budu. I§ pradziy Vi1

fazé yra homogenizuojama su A faze, kurioje yra iStirpintas hidrofobinis emulsiklis. Tada Si
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pirminé emulsija yra supilama j V2 fazg, kurioje yra istirpintas hidrofilinis emulsiklis, ir kartojamas
homogenizavimo procesas [44].

Sios emulsijos turi nemazai potencialiy panaudojimy sri¢iy maisto pramonéje — jas galima
panaudoti gaminant produktus su sumazintu riebaly kiekiu, jvairiy toksiniy medziagy pasalinimui
18 produkty, jy vidingje V1 fazéje galima jkapsuliuoti produktui biitinus, ta¢iau nemalonaus skonio
ar kvapo vandenyje tirpius junginius, o svarbiausia — jautrius oksidacijai, lakius, greitai suyrancius
bioaktyvius junginius (vitaminus, mineralus, skonio ir kvapo medziagas), kurie gali buti
atpalaiduojama tik tada, kada to reikia [45, 46].

Panaudojus tokig emulsijg alyvmedZziy lapy ekstrakto, kaip antioksidanto, jkapsuliavimui
gauti labai teigiami rezultatai. Eksperimento metu sojy pupeliy aliejus, su trijy rasiy priedais: be
pridétiniy antioksidanty (a), su nejkapsuliuotu (b) ir j Vi/A/V2 jkapsuliuotu alyvmedziy lapy
ekstraktu (hidrofilinis emulsiklis — IBK) (c), 20 dieny laikytas 55 °C temperatiiroje. Po $io laiko,
ju peroksidy skaicius, reikSmingai skyrési — (a) atveju jis buvo 46 meg/kg, (b) — 35,6 meg/kg (200
mg antioksidanto kg aliejaus), (c) — 19 meq/kg (200 mg jkapsuliuoto antioksidanto kg aliejaus)
[46].

Junginiai 1§ emulsijy gali buti atpalaiduojami keliais biidais: vykstant migracijai arba
virSkinimo metu. Pirmuoju atveju, jkapsuliuoti junginiai gali migruoti i§ V1 fazés dél osmosinio
slégio skirtumo tarp V1 ir V2 faziy arba dél susiformavusiy atvirkstiniy miceliy (Zr. 8 pav.). Jos
susiformuoja esant hidrofobinio emulsiklio pertekliui, kurio molekulés gali jkapsuliuoti V1 laselius

ir per aliejing faze pernesa juos j V2 fazg, taip atpalaiduojant jkapsuliuotus junginius [47].

O— —0
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%/ﬁ > A0 :
% AR 5 . .
— e — o -
/b — S
% \\Hidmﬁ]jné galva % . )
Hidrofobiné uodega = .
Vidiné V: fazée <@—— Aliejaus fazé¢ ——Pp» TSoriné V. fazé
Hidrofobinis ® v fazé su bioaktyviu junginiu V2 fazé

—9 emulsiklis

8 paveikslas. Atvirk$tiniy miceliy susiformavimo ir bioaktyviy junginiy perneS§imo schema [48].
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Visgi dazniausiai toks perneSimas yra nepageidautinas procesas, nes atsipalaidave junginiai
greitai netenka savo aktyvumo, todél ieSkoma biidy, kaip ji sustabdyti arba bent jau sulétinti. Yra
pastebéta, kad jvairiy polisacharidy panaudojimas iSorinéje fazéje kartu su esamais emulsikliais,
leidzia pagaminti gerokai stabilesnes emulsijas bei padidinti jkapsuliavimo efektyvuma.
Pavyzdziui, emulsijos su jkapsuliuotu alyvmedziy lapy ekstraktu, kurioms stabilizuoti kaip
hidrofilinis emulsiklis buvo panaudotas IBK, po 20 dieny laikymo atpalaidavo apie 22 % fenoliniy
junginiy, 0 stabilizavimui panaudojus IBK kartu pektinu, per ta patj laikg atsipalaidavo tik apie
8,1 % ekstrakto [44].

Sie kompleksai susiformuoja iSorin¢je V2 fazéje, kai tarp minéty molekuliy susidaro
hidrofobiniai arba elektrostatiniai rysiai, kai hidrofilinis emulsiklis ir polisacharidas turi skirtingus
kraivius (,,sluoksnis ant sluoksnio* technika). Tokie junginiai suformuoja stabily ir storg barjera
aplink riebaly rutulélius, taip stipriai létindami atvirkstiniy miceliy judéjima ir bioaktyviy junginiy
atsipalaidavimg i§ V1 fazés [49]. Anks¢iau minéto Mohammadi et al. [46] tyrimo metu, sojy
pupeliy aliejaus su Vi/A/V2, kurios stabilizavimui iSorinéje fazéje panaudotas IBK ir pektino
kompleksas, peroksidy skaic¢ius buvo 14,6 meq/kg (200 mg ikapsuliuoto antioksidanto kg
aliejaus), t. y., pats maziausias. Tai rodo, kad antioksidanto jkapsuliavimas pad¢jo islaikyti didesnj
jo aktyvuma.

Visgi pagrindinis $iy emulsijy tikslas yra i$saugoti jkapsuliuotus junginius produkty
gamybos technologinio proceso, produkty laikymo ir pirminio virskinimo burnoje ir skrandyje
metu, tai reiSkia, kad emulsijos turi biiti stabilios ir atsparios skrandyje esanciy fermenty ir Zemo
pH poveikiui. Tokiai emulsijai patekus | Zarnyna, ja pradeda veikti lipazés, kurios ardo riebaly
rutulélius, o plongjant riebaly sluoksniui, atsipalaiduoja vidiné V1 fazei, taigi ir jkapsuliuoti
junginiai. Pateke j zarnyna jie jau gali biiti absorbuojami ir panaudojami.

Bandymai i tokias emulsijas jkapsuliuoti probiotikus taip pat s€ékmingi. Joje uzdarytos L.
rhamnosus bakterijy lastelés, ne tik iSgyveno virskinimg skrandyje ir rtigstines jo salygas, bet netgi
sugebéjo daugintis Vi/A/V2 viduje. Manoma, kad $io bandymo metu kaip hidrofilinj emulsiklj
panaudotg IBK bakterijos panaudojo kaip maisting medziaga. Tai suteikia galimybe panaudoti
tokig emulsija pieno produkty praturtinimui gyvybingais probiotikais [50]. Vieno i§ naujausiy
tyrimy metu Sios emulsijos panaudotos insulino jkapsuliavimui. Nustatyta, kad dvigubosios
emulsijos, stabilizuotos panaudojant chitozang, insuling atpalaiduoja palaipsniui — per pirmasias
30 min. atsipalaiduoja 15 %, po 60 min. — 40 %, o po 90 min. — 70 % insulino [51]. Taigi toks
platus dvigubyjy emulsijy pritaikomumas leidzia manyti, kad galbit jos gali buti pritaikytos ir
laktazés bei kity fermenty jkapsuliavimui, pakeiciant jomis dalj ar visa grietinélg pieno ir jo

produkty gamyboje.
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2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

Emulsijy gamybai naudotos zaliavos:

. distiliuotas vanduo,

o pirmo spaudimo rapsy aliejus (,,Golden Oil“, Rusija),

o chemiskai grynas natrio chloridas (NaCl) (Reachem Slovakia s.r.o, Slovakija),

. —galaktozidazé (,,Ha—lactase 5200%, Chr. Hansen Holding A/S, Danija),

. poliglicerolio poliricinoleatas (PGPR) (,,Radiamuls Poly 2253K*, OLEON, Belgija),

o iSriigy baltymy izoliatas (IBI), kuriame yra 89,7 + 0,3 % baltymy, 6,0 = 0,1 %
drégmés, 4,0 + 0,1 % peleny, 0,2 % riebaly ir 0,1 % laktozés (Lacprodan DI1-9213 Arla
Foods Ingredients Group, Denmark),

o pektinas, kurio metilinimo laipsnis — 68—76 % (,,Pectin Classic CM 201, Herbstreith
& Fox KG, Vokietija);

. druskos rigstis (HCl) (UAB ,,Eurochemicals®, Lietuva);

. natrio hidroksidas (NaOH) (UAB ,,Eurochemicals®, Lietuva).

2.2. Dvigubosios V1i/A/V2 emulsijos faziy paruosimas
2.2.1. Vidinés vandeninés emulsijos fazés (V1) paruosimas

Kambario temperatiiros (20 °C) distiliuotame vandenyje iStirpinama valgomoji druska
(emulsijoms be laktazés) arba valgomoji druska ir laktazés tirpalas (emulsijoms su laktaze).
Gautuose tirpaluose yra 0,5 % valgomosios druskos arba 0,5 % valgomosios druskos ir 18,7 %
laktazés atitinkamai. Laktazés kiekis parinktas taip, kad dvigubojoje emulsijoje Vi/A/V2 ji
sudaryty 1,5 % maseés.

2.2.2. Aliejinés fazés (A) paruoSimas

50 °C temperattros rapsy aliejuje 15 min. tirpinamas emulsiklis PGPR. Gaunamas 6 %

PGPR tirpalas, kuris po tirpinimo atvésinamas iki kambario temperatiros (20 °C) [52].

2.2.3. ISorinés vandeninés emulsijos fazés (V>2) paruoSimas

1.  ParuoSiamas 1 % iSragy baltymy tirpalas (IBT) distiliuotame kambario temperatiros (20 °C)
vandenyje. IBI tirpinamas vandenyje 2 valandas maisant magnetine maisykle. Po maiSymo
tirpalas paliekamas 24 valandoms Saldytuve, kad IBI gerai isbrinkty. Paruosto tirpalo pH,
kuris yra pH 7, koreguojamas 2N HCI iki pH 6; 5; 4; 3; 2.

2. Paruosiami keli skirtingy koncentracijy pektino tirpalai: (PT) 0,1 %, 0,2 %, 0,4 %, 0,6 %,

0,8 %, 1 %. Pektinas tirpinamas 50 °C temperatiros distiliuotame vandenyje 30 min. nuolat
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maiSant magnetine maiSykle. Tirpalai atvésinami iki kambario temperatiiros ir palickami 24

valandoms joje, kad pektinas iSbrinkty.
2.3. Biopolimery elektrostatinés saveikos tyrimas

Isrigy baltymy (IB) ir pektino tarpusavio sgveika vertinta vizualiai pagal juos sumaisius
gauto tirpalo drumstumg. IBT ir PT paruosti pagal 2.2.3 skyriuje aprasyta metodikg. Visy
koncentracijy PT maisyti su visy pH IBT santykiu 1:1, t. y., galutiniame tirpale 1B ir pektino
tarpusavio santykis buvo 10:1, 10:2, 10:4, 10:6, 10:8, 10:10. Vizualiai jvertinus tirpaly drumstumg
(skaidrus, drumstas tirpalas, tirpalas su nuosédomis) atrinkti geriausi mi$iniai (skaidriausi, be
nuosédy). Tyrimas atliktas su kambario temperatiros (~20-25 °C) tirpalais. Vertinimas atliktas

vizualiai, pra¢jus 10 min. po sumaiSymo.

2.4.  (—potencialo matavimai

Biopolimery tirpaly, pirminés, antrinés ir dvigubyjy emulsijy {—potencialas matuotas
naudojant daleliy elektroforezés prietaisg Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Didzioji
Britanija). Emulsijy ir biopolimery tirpaly méginiai buvo atskiesti buferiniais tirpalais santykiu
1:100. Naudoti buferiniai tirpalai, kuriy pH atitiko tiriamojo méginio pH. &-potencialas matuotas
pagal daleliy judéjimo kryptj ir pagreitj sukurtame elektros lauke. Prie§ tyrimg PT ir IBT buvo
praskiesti du kartus distiliuotu vandeniu, jvertinant jy praskiedimg V> fazéje. Tam Kkad
elektroforezés mobilumo matavimus perskaiciuoti j &—potencialo vertes, buvo naudotas M.
Smoluchowski matematinis modelis. &—potencialo vertés pateiktos kaip trijy matavimy vidurkiy

vertés su standartiniu nuokrypiu.

2.5. Dvigubosios Vi/A/V2 emulsijos gamyba
2.5.1. Pirminés emulsijos V1/A gamyba

I A faze pipete sulasinama V1 faze, kur A ir V1 faziy svoriy santykis atitinkamai yra 4:1, ir
homogenizuojama maisykle (Ultra Turrax T18, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Vokietija) 50 °C
temperatiiroje 15 min. 15000 rpm greiciu. Prie$ tolimesnius veiksmus gauta pirminé emulsija

atvésinama iki kambario temperattros (20 °C) [52].

2.5.2. Dvigubosios vienasluoksnés \/1/A/V> emulsijos gamyba

IBT praskiedziamas su distiliuotu vandeniu iki 0,5% koncentracijos. Dalis pirminés
emulsijos V1/A létai pilama j paruostag kambario temperattros (20 °C) IBT (pH 7) atitinkamai
svoriy santykiu 4:6 ir homogenizuojama 11000 rpm grei¢iu 5 min. kambario temperatiiroje [52].
Gaunama emulsija E7.o, kurios iSorinéje vandeningje fazéje yra tik IB ir kuri bus naudojama kaip
kontrolin¢ emulsija.
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2.5.3. Dvigubosios dvislueoksnés V1/A/V> emulsijos gamyba

Likusi pirminé emulsija V1/A 1étai pilama j paruosta kambario temperattros (20 °C) IBT,
atitinkamai svoriy santykiu 4:3 ir homogenizuojama 12000 rpm greiciu 5 min. 10 °C temperatiiroje
(zr. 9 pav.). Naudojami pasirinkto pH IBT, pagaminti pagal 2.2.3 skyriuje aprasytg metodika.

Gaunama antriné emulsija, kurios iSorinéje V2 fazéje yra 1 % IB (Vi/A/Vag).

50 °C 10 °C 10 °C
15 min. 5 min. 8 min.
15000 rpm 12000 rpm 15000 rpm

Vi:A Vi/A: Vs Vi/A/Vami: Vaer
1:4 4:3 7:3
Vi + Vi/A +
A ‘ A \ Vamr

VI/A VI/ANE-"EBI

9 paveikslas. Emulsijy gamybos schema

Gauta emulsija létai supilama | paruoSta kambario temperatiros (20 °C) pasirinktos
koncentracijos PT (atitinkamai svoriy santykiy 7:3) ir homogenizuojama 15000 rpm 8 min. 10 °C
temperatiiroje. Gaunamos emulsijos su dviem emulsikliy sluoksniais, kurios tarpusavyje skiriasi

pektino kiekiu iSorinéje vandeningje fazéje, naudoto IBT pH ir emulsijos pH (2 lentelé).

2 lentelé. Dvigubyjy V1i/A/V, emulsijy, naudoty tyrimams, sudétis

Eso | Exo | Exs | Eos | Ee2 | Ee3 | Ee4 | Ev2 | E7s | E74
Emulsijos pH 702 | 238 | 242 | 245 | 4,83 | 442 | 4,13 | 527 | 4,64 | 4,32
Naudoto IBT pH 7 2 6 7
Distiliuotas vanduo, % 67,66 | 67,54 | 67,48 | 67,42 | 67,54 | 67,48 | 67,42 | 67,54 | 67,48 | 67,42
Rapsy aliejus, % 30,08
PGPR, % 1,92
Druska, % 0,04
IB, % 0,30
Naudoto PT koncentracija, % 0 0,4 0,6 0,8 0,4 0,6 0,8 0,4 0,6 0,8
Pektino kiekis V- fazéje, % 0 0,2 0,3 0,4 0,2 0,3 0,4 0,2 0,3 0,4
Pektino kiekis emulsijoje, % 0 0,12 | 0,18 | 0,24 | 0,12 | 0,18 | 0,24 | 0,12 | 0,18 | 0,24

Pirmasis indekso skaitmuo prie emulsijos trumpinio nurodo naudoto IBT pH, o antrasis — pektino kiekj V> fazéje, pvz.,
Es.s, reiskia, kad emulsija pagaminta su IBT pH 2, o V> fazéje yra 0,3 % pektino.
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2.6. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy Vi/A/V2 emulsijy tyrimams naudoti

metodai
2.6.1. Dvigubyjy V1/AIN> emulsijy gravitacinis stabilumo nustatymas

Emulsijy gravitacinis stabilumas vertintas pagal jg sudaran¢iy faziy atsiskyrima laikant jas
statinémis sglygomis. Emulsijos iSkart po gamybos supiltos j 30 ml talpos graduotus
mégintuvélius. Mégintuvéliai laikyti kambario temperatiroje (~20 °C) 20 dieny, fiksuojant

vandeninés ir aliejinés fazés atsiskyrimg pra¢jus 1-ai ir 20—iai dieny po gamybos.
2.6.2. Dvigubyjy V1/AINV, emulsijy klampos tyrimai

Emulsijy klampa nustatyta reometru (Physica MCR 301, Anton Paar Graz, Austrija)
naudojant cilindrinj tyrimo kiing, smail¢janciu galu (CC24). Prie§ tyrima bandiniai 1 valanda
laikyti kambario temperattroje, kad aklimatizuotysi. Prie§ bandymg bandiniai 10 s energingai
maisyti stikline lazdele. Grei¢iy gradientas (deformacijos greitis (y)) per 2,5 minutés didintas nuo
1iki 1000 s71, 1 minute jis laikytas pastovus (y = const. = 1000 s™1), o per kitas 2,5 minutes grei¢iy
gradientas vél mazintas iki 1 s™t. Dinaminés klampos kitimas, kai y = 1000 s jvertintas ja
matuojant po gamybos ir pra¢jus vienai savaitei po gamybos. Kiekvienas matavimas kartotas 3
kartus, jvertinant standartinj nuokrypj.

Tekéjimo kreivés buvo jvertintos pagal Oswald de Waele jégos désnio modelio lygtj (1):

T=ky" 1)
Cia: T — Slyties jtempis, Pa; y — deformacijos greitis, s'l; K — konsistencijos koeficientas, kuris yra
klampos rodiklis; n —tekéjimo indeksas, kuris yra nuokrypio nuo niutoniniams skys¢iams buidingy

savybiy rodiklis.

2.6.3. Dvigubyjy V1IAINV > emulsijy daleliy dydzZio pasiskirstymo ir vidutinio daleliy dydZio

nustatymas

Emulsijy daleliy, t. y., disperguotos pirminés emulsijos Vi/A, dydzio pasiskirstymas ir
vidutinis daleliy dydis (pagal tiirj) nustatytas difrakciniu lazerio spektrometru (Mastersizer 2000,
Malvern Instruments Ltd, DidZioji Britanija).

Prie$ tyrima bandiniai 1 valandag laikyti kambario temperattiroje, kad aklimatizuotysi. Prie§
bandyma bandiniai 10 s energingai maisyti stikline lazdele. Daleliy dydis matuotas praéjus 1 parai
po emulsijos gamybos, kad jos struktiira spéty nusistovéti po homogenizacijos. Emulsija yra
lasinama j aparato priedo Hydro 2000 talpoje esancig dispersing faze¢ (distiliuota vandenj), kol
pasiekiama reikiama jos koncentracija. Ji yra jvertinama pagal lazerio spindulio intensyvumo

sumazejima (angl.: laser obscuration), kurj sukelia j dispersing terpg patekes méginys. Tyrimui
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tinkamas intensyvumo sumazéjimas yra 10 — 20 %. Kiekvienas matavimas kartotas 3 kartus,
jvertinant standartinj nuokrypi.

Daleliy dydis nustatomas matuojant iSsklaidytos lazerio Sviesos spinduliy kampa ir
intensyvuma, kai lazerio spindulys eina per dispersing terpe su méginiu. Pagal gautus duomenis,
remiantis Mie Sviesos sklaidymo teorija, yra apskaiiuojamas daleliy dydis ir jy pasiskirstymas

[53].
2.6.4. ] pirming V/A emulsijg jkapsuliuotos laktazés terminio stabilumo jvertinimas

Laktazés terminis stabilumas jvertintas imituojant pirminés emulsijos gamyba, t. y., V1 fazé
yra homogenizuojama su grynu aliejumi (be hidrofobinio emulsiklio). Homogenizavimas atliktas
10 °C, 25 °C ir 50 °C temperatiroje. Emulsijos 1 val. laikytos kambario temperatiiroje, kad
aklimatizuotysi, tada jos 5 min. centrifuguotos 6000 rpm greic¢iu (Velocity 18R, Dynamica,
Austrija). Atsiskyrusi V1 fazé prafiltruota su 0,45 pm $virkstiniu filtru (Chromafil® RC—-45/25,
Macherey—Nagel GmbH & Co. KG, Vokietija). 4 ml filtrato sumaiSyti su 21 ml 5 % laktozés
tirpalo ir vieng valanda inkubuoti 37 °C temperatiiroje. Laktazés terminis stabilumas vertintas
pagal suskaldytos laktozés kiekj — jei jis sumazéja, tai reiSkia, kad laktazé nedenatiiravo dél
temperattros poveikio. Laktozés/galaktozés kiekis miSinyje nustatytas pagal 2.6.7.1 skyriuje

aprasytag metodikg. Kiekvienas matavimas kartotas 3 kartus, jvertinant standartinj nuokrypj.

2.6.5. Laktazeés jkapsuliavimo § dvigubgjq emulsijg V1/A/V> efektyvumo nustatymas

Laktazés jkapsuliavimo efektyvumas jvertintas pagal Ahn et al. [26] aprasyta procediirg
naudojant 5 mM ONPG tirpalg. Laktazé gali skaidyti ONPG iki ONP ir galaktozés (zr. 10 pav.).
Susidares ONP yra geltonas junginys, taigi pagal tirpalo spalvos pokytj, matuojant jo absorbcija,

esant 420 nm bangos ilgiui, galima nustatyti laktazés koncentracijg méginyje.

@S* HyO o i
o o 2 ©: + QWO OH
©: b 4__} NO, HQ
N0 B-galaktozidazé OF
ONPG ONP galaktozé

(Aenax 420 nm)

10 paveikslas. ONPG skaldymas p—galaktozidaze

Emulsija 5 min. centrifuguota 3000-g grei¢iu (Velocity 18R, Dynamica, Austrija).

Atsiskyrusi vandening frakcija su nejkapsuliuota laktaze prafiltruota su 0,45 um Svirkstiniu filtru
(Chromafil® RC-45/25, Macherey—Nagel GmbH & Co. KG, Vokietija). 0,5 ml filtrato buvo jpilti
1 2 ml 5SmM koncentracijos orto—nitrofenil-3—galaktopiranozido (ONPG) (Sigma—Aldrich Chemie
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GmbH, Vokietija) tirpalg, kuris prie§ tai 15 min. buvo laikomas 37 °C temperatiros vandens
voneléje, ir 15 min. inkubuoti 37 °C temperatiiros vandens voneléje. Reakcija sustabdyta j miSinj
jpilant 0,5 ml 500 mM natrio karbonato (Na2COg) tirpalo. Galutinio tirpalo absorbcija matuota
spektrofotometru (Evolution 300 LC, Thermo Fisher Scientific, JAV) esant 420 nm bangos ilgiui.
Analogiski matavimai atlickami vietoj filtrato naudojant Zinomos koncentracijos laktazés tirpalus.
IS gauty rezultaty sudaroma kalibraciné kreive, pagal kurig apskaiciuojamas laktazes kiekis filtrate.

Kiekvienas matavimas kartotas 3 kartus, jvertinant standartinj nuokrypi.
2.6.6. Dvigubyjy V1/AIN; emulsijy vir§kinimo tyrimas
2.6.6.1.  Dirbtiniy virskinamojo trakto sulciy sudétis ir gamyba

Dirbtiniy skrandZio suliy tirpalas (DSST) ir dirbtiniy plonyjy Zarny suléiy tirpalas (DPZST)
gaminti naudojant komercinius fermentus, patalpinant juos j fiziologiniams skys¢iams artimas
terpes. Visos sudétinés jy dalys ir kiekiai yra nurodyti 3 lentel¢je.

DSST pagamintas pagal US Pharmacopeial Convention (2000) su tam tikrais pakeitimais: 2
g natrio chlorido (Reachem Slovakia s.r.o, Slovakija) ir 7 ml koncentruotos druskos ragsties
iStirpinta 1 litre distiliuoto vandens ir pridéta 6,9 g pepsino (77160, 669 U/mg, Sigma—Aldrich Co.,
JAV). Tirpalo pH koreguotas iki 2, naudojant 2,0 M HCI. Pagamintas DSST laikytas 4 °C
temperatiiroje.

DPZST pagamintas pagal Aura et al. (1999) pasiiilyta sudétj su tam tikrais pakeitimais:
sumaiSyta 174 ml 0,9 % NaCl, 83 ml 0,15 M HCI, 17 ml 2,0 M HCI, 400 ml 0,15 M Na>CO3
(Sigma—Aldrich Co., JAV), 280 ml H.O ir pridéta 1,36 g lipazés (L3126, Sigma—Aldrich Chemie
GmbH, Vokietija) bei 10,8 g tulzies ragsciy drusky (B8631, Sigma—Aldrich Chemie GmbH,
Vokietija). pH koreguotas iki pH 7, naudojant 4,0 M NaOH, ir iki 1 L praskiesta distiliuotu

vandeniu.
3 lentelé. DSST ir DPZST sudétis.
DSST DPZST
. . 1,36 g lipaze

Fermentai |r'pagr|nd|n|a| 6.9 g pepsino g 1pa'zes

komponentai 10,8 g tulzies drusky
174 ml 0,9 % NaCl

Fiziolosinio skvséi 2 g NaCl 83 ml 0,15 M HCI

kgzr:’ gi‘e“r:;’af yscto 7 ml konc. HCI 17 ml 2,0 M HCI

P dist. H,0 400 ml 0,075 M Na,COs

280 ml dist. H.O

Kiekis 1000 ml 1000 ml

pH 2 7

pH koregavimo tirpalas 2,0 M HCI 4,0 M NaOH
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Sviezi DSST ir DPZST tirpalai buvo ruoiti kickviena karta prie§ pradedant emulsijy
virskinimo procesa.

2.6.6.2.  Emulsijy virskinimo imitavimas
Virskinimo imitavimo procedira (vir§kinimas) (Zr. 11 pav.) atlikta pagal Leskauskaité et al.
[54] pasitlyta metodika. Ji parinkta taip, kad visos sglygos biity kaip jmanoma artimesnés
natiiraliam virskinimo procesui. Svarbiausi jo Kriterijai: pastovios temperatiiros ir fermentams
optimalaus pH palaikymas bei natiiralius virSkinamojo trakto judesius imituojantys apsisukimai.

Virskinimo procesas suskirstytas 1 dvi dalis: virSkinimas skrandyje ir virSkinimas plonojoje

zarnoje.
Virskinamo
misinio ir (o 1déjimas)
stiklo rutuliuky DSST DPZST
1déjimas ipylimas ipylimas
VS VPZ

imitavimas imitavimas

IpH 7 pHS IpH 2 I IpH 7

g g g g g g =
g g g g g g g
e = & 2 & ° S

11 paveikslas. Virskinimo proceso imitavimo schema

Emulsijos virSkinamumas vertintas vir§kinant pirming V1/A ir dvigubaja V1/A/V2 emulsijas,
su jkapsuliuota laktaze (3,74 % ir 1,5 % atitinkamai). Laktazés atpalaidavimas in vitro vir§kinimo
metu vertintas keliais biidais: pagal suskaldytos laktozés kiekj, kai emulsijos buvo sumaiSytos su
pienu arba B-laktozés tirpalu, ir pagal ONPG tirpalo spalvos pasikeitimg, kai emulsijos buvo
sumaiSytos su 5 mM ONPG tirpalu, kuris atitinka mazdaug 1,7 % laktozés tirpalg. In vitro
virskinimui buvo ruosiami Vi/A/V2 ir V1i/A miSiniai su:

o atstatytu pienu (10 % lieso pieno milteliy (UAB MGL Baltija, Lietuva) tirpalas);

o 5 % B-laktozés (L3750, Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Vokietija) tirpalu;

. 5 mM ONPG tirpalu (atitinka mazdaug 1,7 % laktozés tirpala).
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Virskinimui naudojamy tirpaly kiekiai yra nurodyti 4 lentel¢je. VirSkinamas substratas
sumaisytas su DSST bei stiklo rutuliukais (@ = 5 mm), kurie pagerina maiSymo kokybe¢. Gautas
emulsijos ir skrandzio sul¢iy miSinys laikytas termostate, palaikant pastovig 37 °C temperatiira,
maisant 150 aps./min grei¢iu. VirSkinimo skrandyje metu per pirmgsias 30 min. pH palaipsniui
mazintas iki pH 2 su 2,0 M HCI (Zr. 11 pav.). Pasiekus pH 2, virSkinimas skrandyje testas dar 90

min (bendra trukmé — 120 min). Méginiy tyrimai kartoti 2 kartus.

4 lentelé. Virskinamy tirpaly pagrindiniy komponenty sudétis.

Vir§kinamo substrato sudétis Stiklo .
- : —— , DSST DPZST
Emulsijos | Tirpalo kiekis | Riebumas, | Laktozés | rutuliuky | . . g Kiekis, g
kiekis ir rusis ir rasis % kiekis, % kiekis, g ’ ’
29 VI/IAIV; 18g* 3,2 4,6 5 20 20
2 9 VI/IAIV; 18 g ** 3,2 4,5 5 20 20
29 ViI/AN, | 18g*** 3,2 - 5 20 20
1gVJ/A 19g** 4 4,75 5 - 25
2 9 VI/IAIV; - 32 - 5 20 20
1gVi/A - 80 - 5 - 25

* atstatytas pienas; ** 5 % B—laktozés tirpalas; *** 5 mM ONPG tirpalas

Po Sio etapo i§imta po vieng méginj ir juos ipilta po 2 ml 0,5 M NaxCOs, kad sustabdyti
fermenty veikla. Like méginiai sumaisyti su DPZST, o ju pH pakoreguotas iki pH 7 su 4,0 M
NaOH, virskinimas plonojoje zarnoje imituotas 120 min. Virskinant tik pirming emulsijg Vi/A,
vir§kinimo skrandyje etapas praleistas ir vykdytas tik vir§kinimo plonajame Zarnyne imitavimas.
Sio eksperimento metu pH nekoreguotas.

Imituojamo vir§kinimo metu méginiai analizei imti pasibaigus virSkinimo skrandyje ir
pasibaigus virskinimo plonajame Zarnyne imitavimui. Méginiuose nustatytas laktozés kiekio
pokytis pries ir po virskinimo (Zr. 2.8 skyriy). Kiekvienas matavimas kartotas 3 kartus, jvertinant

standartinj nuokrypj.

2.6.7. Dvigubyjy V1IAIN2 emulsijy virSkinamumo jvertinimas

Dvigubosios emulsijos virSkinamumas jvertinamas pagal jos riebaly hidrolizés laipsnj. Kuo
jis didesnis, tuo emulsija geriau virSkinama ir tuo daugiau Vi fazés, su jkapsuliuota laktaze, gali
atsipalaiduoti.

Laktazés atsipalaidavimas 1§ emulsijos laikymo ar virSkinimo metu gali biiti jvertintas pagal
méginyje esancios laktozés kieki. Jei laktozés kiekis iSlieka nepakites, tai reiskia, kad fermentas

yra neaktyvus arba neatsipalaiduoja i§ emulsijos. Taciau, jei laktozés kiekis sumaz¢ja, o galaktozes
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kiekis padidéja, tai rodo, kad laktozé buvo suskaidyta j monosacharidus veikiant atsipalaidavusiam

fermentui.

2.6.7.1.  Dvigubyjy V1/IAIN2 emulsijy riebaly hidrolizés jvertinimas
Riebaly hidrolizés laipsnis nustatomas pagal virSkinimo metu susidariusiy laisvy riebaly
rugsciy (LRR) kiekj. Jam nustatyti naudojamas ,,pH—stat* metodas, kurio metu LRR kiekis
jvertinimas pagal 0,1 M NaOH tirpalo kiekj, sunaudotg virSkinimo metu susidariusiy LRR
neutralizavimui. Méginiai titruojami pra¢jus 120 min. nuo vir§kinimo imitavimo plonajame

zarnyne pradzios. LRR kiekis apskaiciuojamas pagal (2) formule:
v xm X My
% LRR — ( NaOH NaOH ]"leb.) xlﬂﬂ

Wrigh, X 2

)
kur: Vnaon — NaOH kiekis (ml), sunaudotas virskinimo metu susidariusioms LRR neutralizuoti;
mnaoH — NaOH koncentracija (0,1 M); Mrieb, — naudojamy riebaly (rapsy aliejus) molekuliné masé

(~876,6 g/mol); Wrieb. — pradinis riebaly kiekis vir§kinimo sistemoje (mg).

2.6.7.2.  Laktazés atpalaidavimo is dvigubyjy Vi/AIN2 emulsijy nustatymas pagal
laktozés kiekio pokytj

Vienas i§ populiariausiy ir labiausiai iStobulinty laktozés kiekio nustatymy btdy yra
fermentinis metodas, kurio metu laktozeé yra hidrolizuojamas iki D—galaktozes ir D—gliukozés, o
tada nustatomas vieno ar kito monosacharido kiekis. Dazniausiai nustatinéjamas D—galaktozés
kiekis, nes paprastai tiriamame gaminyje jos blina maziau, nei D—gliukozés.

Siam tyrimui naudotas laktozés/galaktozés kiekio nustatymo rinkinys (Lactose/Galactose
Assay Kit (Rapid), Megazyme Inc., JAV), kurio veikimas paremtas 3 pagrindiniais etapais:
1) gaminyje esanti/likusi laktozé yra hidrolizuojama iki D-galaktozés ir D—gliukozés su i$
Aspergillus niger isgauta p—galaktozidaze (pH 5):

(B—galaktozidazé)
Laktozé + H20 » o—D—galaktoze + D—gliukozé

2) tada galaktozés mutarotazé¢ (GalM) katalizuoja a—D-galaktozés konversija | f— anomering
forma:

(GalM)
o —D—galaktozé < » 3—D-—galaktoze

3) terpéje, kurios pHS8,6 bei esant f—galaktozés dehidrogenazei (B—GalDH), f—D-galaktozé yra
oksiduojama NAD" iki D—galakto riig§ties, susiformuojant NADH:

(B-GalDH)
B-D-galaktozé + NAD* » D-—galakto rigstis + NADH + H*
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Susidariusio NADH kiekis yra proporcingas laktozés kiekiui produkte. NADH Kkiekis
nustatomas matuojant tirpalo absorbcija esant 340 nm bangos ilgiui ir naudojant 1 cm plocio
Kiuvetes.

Méginiai tyrimui paruoSiami pasveriant apiel g tiriamo produkto j 100 mL matavimo kolbg
ir jpilant apie 60 mL distiliuoto vandens ir iSmaiSant. Kolba patalpinama j 50 °C vandens vonig ir
laikomas 15 min. retkar¢iais pamaiSant. Tada jpilami 2 mL Carrez I tirpalo (3,6 % kalio
heksacianoferato (Ks[Fe(CN)e]-3H20) tirpalas), 2 mL Carrez Il tirpalo (7,2 % cinko sulfato
(ZnS0O4-7H20) tirpalas) ir 4 mL 100 mM NaOH tirpalo, po kiekvieno gerai iSmaisant.
Praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 100 mL ir filtruojama per filtrinj popieriy, iSmetant kelis

pirmus filtrato mililitrus. Laktozés kiekiui nustatyti naudoty tirpaly kiekiai nurodyti 5 lenteléje.

5 lentelé. Laktozés kiekiui nustatyti naudoty tirpaly kiekiai.

Laktozé Galaktoze

Tuéé.ias Méginys Tu§§ias Méginys

meéginys meéginys
Meéginio (filtrato) kiekis - 0,20 mL - 0,20 mL
Tirpalas Nr. 4 (B—galaktozidazé) | 0,20 mL 0,20 mL - 0,20 mL
Visi tirpalai Svelniai iSmaisomi ir 10 min. inkubuojami ~25 °C temperatiiroje.
Distiliuotas vanduo 2,20 mL 2,00 mL 2,40 mL 2,20 mL
Tirpalas Nr. 2 (buferis) 0,20 mL 0,20 mL 0,20 mL 0,20 mL
Tirpalas Nr. 3 (NAD™) 0,10 mL 0,10 mL 0,10 mL 0,10 mL
Viskas iSmaiSoma ir po mazdaug 3 min. matuojama absorbcija (A1)
Suspensija Nr. 5 (B- 1] 0,02 mL 0,02 mL 0,02 mL 0,02 mL
GalDH/GalM)

ISmaisoma ir po mazdaug 5 min. matuojama absorbcija Az

Galaktozés méginiy absorbcijos pokytis, apskai¢iuojamas pagal formule (3):
AAp_gaiakt = (A2 — A1) gataktozes meginio — (A2 — A1) galaktozes tustio méginios (3)
o laktozés méginiy absorbcijos pokytis, apskaic¢iuojamas pagal formule (4):
Aiarozes = ((Az = A aktozes meginio — (A2 — A1 1aktozes tustio meginio) — DMp—gaiake- (4)
Tiek D—galaktozés, tiek laktozés kiekis méginyje apskai¢iuojamas pagal formulg (5)

C — VXMsqgcharido X AA, (5)

EXAXv

kur: V — bendras tirpaly taris (2,72 mL), mL; Msacharido — tiriamo sacharido (galaktozés arba
laktozés) molekuliné masé, g/mol; € — NADH ekstinkcijos koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui
(6300 L-mol~t-cm™); d — §viesos kelias per kiuvete (1 cm), cm; v — méginio tiiris, ml.

Laktozés ir galaktozés kiekis méginyje prie$ atitinkamai apskaic¢iuojamas:
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2,72 X 342,3
Clakozes = 6300 x 1% 0,2
2,72 x 180,16
Cgalaktozés = 6300 X 1 X 0 2 X

Kiekvienas matavimas kartotas 3 kartus, jvertinant standartinj nuokrypij.

X AAjgktozes = 0,7389 X AAjaktozes

AAjaktozes = 0,3889 X Adjgkrozes

2.6.7.3. Laktazes atpalaidavimo nustatymas pagal tirpalo spalvos pokytj

Laktazés atpalaidavimag i§ emulsijos virSkinimo metu jvertinti galima paruoSiant méginj,
kuriame emulsija yra sumaiSoma su bespalviu 5 mM ONPG tirpalu (Zr. 4 lentelé). Jei vir§kinimo
metu laktazé atsipalaiduoja, ji skaido ONPG iki ONP ir galaktozés (Zr. 10 pav.). Susidares ONP

yra geltonas junginys, taigi pakinta tirpalo spalva.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Salygu, reikalingy elektrostatinei saveikai tarp IBI ir pektino parinkimas bei

jvertinimas

Jvairis polisacharidai ir baltymai yra natiiraliis polimerai, daznai randami ir naudojami kaip
funkciniai ingredientai jvairiuose maisto produktuose, taip pat ir emulsijose. Sie polimerai geba
keisti maisto tekstiirg, jo skonj, priimtinuma, stabilumg ir netgi galiojimo laikg [55]. Stabilumas
yra viena i§ svarbiausiy emulsijy savybiy, todél jam skiriamas didelis démesys. Baltymai jau seniai
naudojami kaip emulsikliai A/V emulsijy stabilizavime, o jvairiy polisacharidy panaudojimas
leidZia jas padaryti dar stabilesnes vykstant elektrostatinei ar hidrofobinei sgveikai tarp jy.

Siuo metu, tam kad abu polimerus panaudoti emulsijy stabilizavimui, dazniausiai naudojama
,»sluoksnis ant sluoksnio* technika. Visgi, pagrindiné Sios technikos problema yra emulsijos laseliy
flokuliacija, kuri gali vykti dviem skirtingais btidais: a) jungiancioji flokuliacija (angl. bridging
flocculation) ir b) isstimio flokuliacija (angl. depletion flocculation). Jungiancioji flokuliacija
vyksta esant per mazai polisacharido koncentracijai, kai jis nepadengia viso emulsijos laseliy
pavir$iaus ir jie homogenizuojant susiduria tarpusavyje ir prisijungia prie tos pacios polisacharido
molekulés. Sis kompleksas tampa labai stambus ir nuséda. I3stimio flokuliacija jvyksta esant per
didelei polisacharido koncentracijai, kai neadsorbuotas polisacharidas pasiekia kriting vertg, taip
versdamas emulsijos daleles sulipti ir nusésti [55, 56].

Taigi, biopolimery tarpusavio sgveikos tipas ir stiprumas labai priklauso nuo keleto faktoriy,
tokiy kaip polimery tipas, molekulinis svoris, krivis ir jo tankumas bei pasiskirstymas, tirpumas,
terpés pH, temperatiira, joniné jéga [55]. Todé¢l $iy tyrimo tikslas yra nustatyti salygas (IBT pH ir
polimery tarpusavio santykj), kuriose biopolimerai gali saveikauti, remiantis vizualiniu

biopolimery misiniy jvertinimu bei jy {—potencialo matavimu.
3.1.1. Vizualinis pektino ir iSriigy baltymy kompleksavimo jvertinimas

Sio tyrimo metu PT (0,1 %, 0,2 %, 0,4 %, 0,6 %, 0,8 % ir 1 %) maisyti su skirtingy pH (Zr.
12 pav.) 1 % IBT santykiu 1:1, t. y., galutiniame tirpale IB ir pektino tarpusavio santykis buvo
10:1, 10:2, 10:4, 10:6, 10:8, 10:10. IB ir pektino tarpusavio sgveika vertinta vizualiai pagal juos
sumaisius gauto tirpalo drumstumg bei nuosédy susidaryma.

Pektinas yra polisacharidas, turintis neigiama kriivj dél jonizuoty karboksi— grupiy. IBT,
kuriy pH>4,5=pl, kas yra $iy baltymy izoelektrinis taskas (pl) [57], taip pat yra neigiamai jkrauti.
Todél elektrostatiné sgveika tarp $iy polimery gali vykti tik naudojant IBT, kuriy pH<pl, taigi $iuo
atveju pH 4, pH 3 ir pH 2.

Nustatyta, kad kai IBT pH yra 4 ir 5, jo miSiniais su pektino tirpalais yra labiausiai drumsti

(2r. 12 pav.), nes artéjant prie pl, baltymai praranda savo kriivj ir pradeda denattiruoti, todél tirpalai
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susidrumscia. Visgi, esant pH 5, dalis baltymy dar turi neigiamg kriivj todél kompleksavimas su
pektinu dar nevyksta, tatiau ties pH 4 IB jau pradeda jgauti teigiama krivj. Siuo metu neigiamos
pektino molekulés neutralizuoja teigiamas 1B molekules, susidarant netirpiems kompleksams,
kurie iSkrinta nuosédomis. Panasi situacija yra su pH 3 IBT, tik §iuo atveju miSiniai yra skaidresni,
nes beveik visi baltymai jau yra jgave teigiama kriivj, taciau dél didesnio jy kiekio susiformuoja ir
daugiau nuosédy. Mazéjant pektino ir sglyginai didéjant IB koncentracijai, susidaro maziau

netirpiy, todél ir nuosédy kiekis mazéja [55].

IB: pektino
santykis | 10:10 10:8 10:6 10:4 10:2 10:1
IBI tirpalo pH

pH 7

pH 6

pH5

pH 4

pH 3

pH 2

] el |l | =
BT T
=l

)
“ }
!

\

!

\

12 paveikslas. IBT ir PT miSiniy i§vaizda, esant skirtingiems polimery tarpusavio santykiams ir IBT pH

Geriausi rezultatai gauti naudojant IBT, kurio pH 2, nes visi tirpaly miSiniai iSliko skaidris

ir be nuosédy. Siuo atveju, IB ir pektino molekulés i§ pradziy saveikauja neutralizuodamos viena
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kita, susiformuojant netirpiems kompleksams, todél pirmosiomis sumaiSymo akimirkomis tirpalai
buvo Siek tiek drumsti (Zr. 13 pav.). Taciau toliau vykstant $iy kompleksy ir anijoninio pektino
sgveikai, jie patys tapo anijoniniai, taigi tirpas, ir tirpalai praskaidréjo. Visgi, esant nedidelei
pektino koncentracijai, palyginus su IB, ne visiems agregatams uZztenka pektino, todél tokie

miSiniai yra truputj drumsti (Zr. 12 pav., pH 2, santykis 10:2 ir 10:1).

a b
13 paveikslas. IBT ir PT misinio (IBT pH 2, IB ir pektino santykis 10:8) drumstumas: (a) iSkart po

sumai§ymo ir (b) praéjus 10 min. po sumaiSymo.

Kai IBT pH>5, kompleksavimas nevyksta, nes abu polimerai turi vienoda, t. y., neigiama,
kriivi. Visgi, didéjant pektino koncentracijai, pastebétas miSiniy drumstumo did¢jimas, kurj
grei¢iausiai lémé denatiiruojantys baltymai. Denatliravima galéjo sukelti rigstinis pektino tirpalas
(pvz., 0,6 % koncentracijos tirpalo pH=3,3), kuris bendro misinio pH priartino prie baltymy pl.
Did¢jant pektino koncentracijai, mazéjo jo tirpalo pH, todél tokiuose miSiniuose su IB drumstumas
yra didesnis.

Tolimesniems tyrimams dél didZiausio skaidrumo ir maziausio nuosédy kiekio atrinktos $ios
kombinacijos: IB ir pektino tarpusavio santykis 10:8, 10:6, 10:4, t. y., V2 fazéje bus 0,5% IB ir 0,4
%; 0,3 % ir 0,2 % pektino, ir pH 7; pH 6 ir pH 2 IB tirpalai.

3.1.2. Dvigubyjy VV1/AIN2 emulsijy gamybai naudojamy tirpaly {—potencialas

(—potencialas parodo daleliy pavirsiaus kravj koloidiniuose tirpaluose. Kai jis didelis (tiek
teigiamas, tiek neigiamas), tai rodo koloido stabilumg ir atsparuma flokuliacijai ir koaguliacijai.
Jam mazéjant, mazéja ir koloido stabilumas [58]. Baltymai gali turéti tiek teigiama, tiek neigiama
{—potencialg, priklausomai nuo terpés pH. Kriivj baltymams suteikia amino riigstys ir jy jonizacija
skirtingame pH. Karboksilinti polisacharidai anijoniniais tampa tokiose pH vertése, kurios yra
aukstesnés uZ jo riigsties disociacijos konstantg (pKa). Sis elektrinis kriivis ir lemia ar polimerai
trauks ar stums vienas kit tirpale [55].

Visy koncentracijy pektino tirpalai (PT) pasizymi dideliu neigiamu (—potencialu, kuris

didéja, didéjant jo koncentracijai (Zr. 6 lentelé). IBT, kurio pH 2, t. y., maziau uz pl, (—potencialas
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teigiamas, o kuriy pH 6 ir pH 7, yra stipriai neigiamas. Sie duomenys patvirtina vizualinio pektino
ir i$rigy baltymy kompleksavimo jvertinimo rezultatus (zr. 3.1.1 skyriy), kad PT gali sudaryti
kompleksa tik su IBT, kurio pH 2, nes abu tirpalai turi prieSinga (—potencialg. Jie taip pat, leidzia
manyti, kad kompleksavimas vyks ir dvigubyjy dvisluoksniy emulsijy gamybos metu taikant
,sluoksnis ant sluoksnio* technika, t. y., kai IBT ir PT j emulsijas bus jmaiSomi ne vienu metu, o
vienas po kito. Komplekso stiprumg emulsijose turéty sustiprinti ir teigiamas V1 fazés potencialas,
kurj jai suteike laktaze.

PT misSiniuose su IBT, kuriy pH 6 ir pH 7, elektrostatiné sgveika taip gali vykti, nors §iuo
atveju visi tirpalai turi neigiama (—potencialg. Kompleksas gali susidaryti tarp aktyviy, teigiamai
ikrauty IB amino riig§ciy, pvz., arginino (pl = 10,76), histidino (pl = 7,59) ir lizino (pl = 9,74),
kurios tokiomis salygomis yra katijoninés [59], ir jonizuoty pektino karboksi— grupiy [42].

6 lentelé. Dvigubyjy V1/A/V2 emulsijy gamybai naudoty tirpaly {—potencialas, priklausomai

nuo IBT pH ir PT koncentracijos.

Tirpalo pavadinimas {—potencialas, mV
V1 (su laktaze) 12,93 £ 0,21
IBT 0,5 % (pH 2) 10,70 + 0,36
IBT 0,5 % (pH 6) 23,63 +0,32
IBT 0,5 % (pH 7) ~25,83+0,12

A 0,00

PT (0,2 %) —31,50 + 0,44
PT (0,3 %) ~34,50 + 0,50
PT (0,4 %) 45,13 +£0,29

3.2. Dvigubuyjy V1/A/V2 emulsijy su dvigubu biopolimery sluoksniu tarpfazyje V2/A,

pagaminty naudojant ,,sluoksnis ant sluoksnio* technika, stabilumas

Kaip minéta anksCiau, viena i§ pagrindiniy ir svarbiausiy emulsijos savybiy yra jos
stabilumas, kuris yra apibtidinamas gravitaciniu stabilumu, o taip pat daleliy dydziu bei jos
klampa. Mazas daleliy dydis leidzia emulsijg lengviau ir tolygiau paskirstyti produkte, be to, tokia
emulsija maziau jau€iama galutiniame produkte. D¢l panaSiy priezasCiy labiau vertinamos ir
skystesnés emulsijos — jas galima daug lengviau paskirstyti produkte, jo nesutirtinant. Sioms
emulsijy savybéms labai didele jtaka gali daryti jy gamybos metu vykstantys procesai, i§ kuriy
labiausiai — elektrostatinés ar kitokios sgveikos tarp jos sudétiniy daliy. Todél labai svarbu yra jas

nustatyti ir jvertinti.
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Siy tyrimy metu vertintos 3.1.2 skyriuje minétos emulsijos. Kaip kontrolé naudota dviguboji
vienasluoksné emulsija (E7-0), pagaminta pagal 2.5.2 skyriuje apradyta metodika. Siy emulsijy

sudétis nurodyta 2 lenteléje.
3.2.1. Gamybos sqlygy jtaka dvigubyjy V1/AIN> dvisluoksniy emulsijy {—potencialui

Siekiant jvertinti, ar dvigubyjy dvisluoksniy emulsijy gamybos metu, taikant ,,sluoksnis ant
sluoksnio* technika, tarp IB ir pektino vyksta elektrostatiné sgveika, buvo iSmatuotas jy, pirminés
ir antrinés (gamintos su IBT pH 2) emulsijy {—potencialas. Nustatyta, kad pirminé emulsija Vi/A
kaip ir V1 fazé, turi teigiamg (—potencialg (Zr. 6 ir 7 lentelés). Antriné emulsija, pagaminta su pH
2 IBT —taip pat turi, nors ir nedidelj, taciau teigiamg (—potencialg, dél kurio galimas elektrostatinis
kompleksavimas su stipriai neigiamais PT. Nors PT {—potencialas ir yra stipresnis, galutiniame
produkte jis sudaro tik 30 %, lyginant su 70 % antrinés emulsijos, todél tokios dvigubosios
emulsijos vis tiek i8laiko silpng teigiama kriivi.

O emulsijos paruostos su pH 6 ir pH 7 IBT turi didelj neigiama krivj. Nors Siuo atveju
kompleksavimas ir nevyksta arba vyksta labai silpnai, emulsijos gali iSlikti stabilios dél, kaip
minéta anksc¢iau, didelés (—potencialo vertés [58]. Mohammadi et al. [44] savo tyrimy metu taip
pat naudojo IBT pH 6 dvigubyjy emulsijy su pektinu gamybai, taciau IBT ir PT buvo sumaiomi
dar prie§ homogenizavima, taigi jis netaiké ,,sluoksnis ant sluoksnio* technikos. Taip pat verta
paminéti, kad didéjant pektino koncentracijai V2 fazéje, didéja ir (—potencialo verté, taigi ir, bent

teoriskai, emulsijos stabilumas.

7 lentelé. Pirminés, antrinés ir dvigubyjy Vi/A/V; emulsijy (—potencialas, priklausomai nuo

gamybos salygy (IBT pH ir PT koncentracijos)

Emulsijos pavadinimas | {—potencialas, mV
Vi/A 7,93 +£0,12
VANV 2187 pH2 12,23 +0,23
V1/AN 2187 pH2 +0,2 % 3,03+0,25
V1/AN 2187 pH2 + 0,3 % 3,53+ 0,06
V1/AIN 21187 pH2 + 0.4 % 4,33+0,12
V1/AINV 21T pHs +0,2 % -35,03 £0,06
V1/AINV 21T pHs +0,3 % -35,87+£0,12
V1/AIN 21187 pHe + 0.4 % -36,47 £ 0,06
V1/AIN 2)18T pH7 +0,2 % -34,13+£0,12
V1i/AIV 18T pH7 + 03 % -34,63 £ 0,06
V1/AN 18T pH7 +0,4 % -35,30+£0,17
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3.2.2. Dvigubyjy V1/AIV. emulsijy gravitacinis stabilumas statinémis sqlygomis

Emulsijos iSkart po gamybos buvo supiltos | sugraduotus mégintuvélius, o jy stabilumas
(atsparumas faziy atsiskyrimui) vertintas vizualiai (Zr. 15 pav.), laikant jas kambario temperattiroje
20 dieny. Kaip ir ankstesniuose tyrimuose, kaip kontrolé buvo naudojama vienasluoksné emulsija
E7.0. Praéjus vienai dienai i§ kontrolinés E7.o emulsijos atsiskyre 4,53 %, o per 20 dieny net 10,81
% V> fazés ir 0,11 % A fazés (Zr. 14 pav.).

Dvisluoksnés emulsijos buvo Zenkliai stabilesnés tiek praéjus vienai, tiek 20—iai dieny po
gamybos. Emulsijos, gamintos su pH 7 IBT, pasizyméjo maziausiu V3 fazés atsiskyrimu — nors
pradzioje ir buvo pastebétas labai nezymus jos atsiskyrimas, taciau véliau jis pradingo. Kadangi
tokiomis salygomis biopolimery kompleksavimas nevyksta, tai gali biiti paaiSkinta tuo, kad
pektinas Siuo atveju veikia kaip tirstiklis, o bégant laikui jis adsorbavo visg atsiskyrusj vandenj.

Tai patvirtina ir padidéjusi Siy emulsijy klampa (Zr. 4.2.4 poskyri) bei didelis dvigubyjy
V1/AlIV2 emulsijy, gaminty su IBT pH 6 ir pH 7, (—potencialas. Visgi tai nepadéjo apsaugoti
aliejinés fazés — dalis jos atsiskyré (zr. 15 pav.). Kadangi pektino kiekiui V> fazéje didéjant nuo
0,2 iki 0,4 %, atsiskyrusios A fazes kiekis mazéjo (atitinkamai 0,25 %, 0,17 % ir 0,13 %), galima
manyti, kad padidinus pektino kiekj, pavykty sulaikyti didesnj jos kiekj.

12 04
$ 0,35
5 10
g 03 _
Z 8 S
é 0,25 )
ERC 02 £
Iz 015 %
2z’ s
S 0,1 0
o2 =
> 005
0 0 V1 fazé
E7-0 E22 E23 E24 E62 E63 E6-4 E7-2 E73 ET-4 A faze

14 paveikslas. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy Vi/A/V> emulsijy, paruosty skirtingomis

gamybos salygomis, faziy atsiskyrimas per 20 dieny, remiantis vizualinio vertinimo duomenimis

IS emulsijy, pagaminty su pH 6 IBT, atsiskyré nedidelis kiekis V2, kuris mazéjo didéjant
pektino kiekiui sistemoje. Per 20 dieny Sis kiekis nepadid¢jo, taciau ir nesumazgjo, kaip anksciau
minétose emulsijose. Visais atvejais atsiskyrusios V2 fazés kiekis nevirSijo 0,5 %. Taciau Siose
emulsijose pastebétas stipriausias A fazés atsiskyrimas, kuris emulsijose Ee2, Es3 ir Es4
atitinkamai buvo 0,37 %, 0,25 % ir 0,13 %. Aliejinés fazes atsiskyrima abiem atvejais grei¢iausiai
léemé mazas emulsijy pH (Zr. 2 lentel¢), artimas IB pl, todél jis negaléjo pakankamai gerai

adsorbuotis ir apsaugoti riebaly rutuléliy.
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15 paveikslas. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy Vi/A/V; emulsijy, paruosty skirtingomis gamybos salygomis, stabilumas statinémis salygomis

praéjus 1-ai it 20—iai dieny po gamybos (pirmasis indekso skaitmuo prie emulsijos trumpinio nurodo naudoto IBT pH, 0 antrasis — pektino kiekj V> fazéje).



Emulsijy, pagaminty su pH 2 IBT, stabilumas buvo skirtingas tiek lyginant su kitomis
dvisluoksnémis emulsijomis, tiek tarpusavyje. IS E2-» atsiskyré didZiausias kiekis V2 — po pirmos
dienos $is kiekis buvo apie 0,5 %, o po 20—ies padidéjo iki 1,9 %. E>-4 buvo gerokai stabilesné —
nezymus V> fazes atsiskyrimas (~0,8 %) pastebétas tik po 20—ies dieny. Visgi pati stabiliausia 1§
visy buvo E2_3 — per 20 dieny nepastebétas joks faziy atsiskyrimas. Né vienoje i$ $iy emulsijy per
§j laikotarpj nepastebétas A fazés atsiskyrimas.

Dviejy polimery panaudojimo pagrindinis tikslas yra apsaugoti pirming emulsija Vi/A ir V1
fazéje esancCias bioaktyvias medziagas nuo neigiamo iSorés poveikio. A fazés atsiskyrimas i§
dvigubyjy Vi/A/V; emulsijy, gaminty su IBT pH 6 ir pH 7, rodo, kad jos nesugebéty tinkamai
apsaugoti jkapsuliuoty junginiy, prieSingai nei emulsijos, kuriose pektinas sudaré¢ kompleksg su
IB.

3.2.3. Dvigubyjy V1/AIN; emulsijy daleliy dydis

Emulsijy daleliy dydzio pasiskirstymo kreivés pateiktos 17 paveiksle, o vidutinis jy daleliy
dydis — 16 paveiksle. Emulsijos E7.o vidutinis daleliy dydis buvo 58,22 + 0,22 um,. Panasaus
dydzio dalelés buvo ir emulsijose, kuriy iSorinéje fazéje buvo 0,2 % ir 0,3 % pektino, o IB tirpalo
pH 6 ir 7. Tadiau prieSingai nei pirmosios, $iy emulsijy dalelés buvo labai skirtingo ir nepastovaus
dydzio — sistema polidispersin¢, matomi neryskiis pikai mazdaug 300-700 um zonoje (zr. 17 pav.).
Taciau padidinus pektino kiekj iki 0,4 %, abiejy emulsijy dalelés Zenkliai sumazéjo iki 43,74 +
0,77 pum ir 37,85+0,13 um atitinkamai, o dideliy daleliy nebuvo nustatyta. Akivaizdu, kad
pakankamas pektino kiekis leidzia suformuoti vienalyte, smulkiadispersing emulsija, o per mazas

kiekis neapsaugo emulsijos daleliy nuo koalescencijos.

E7-0 E2-2 E2-3 E2-4 E6-2 E6-3 E6-4 E

7-2 E7-3 E7-4

Vidutinis daleliy dydis (pagal tiirj), um
= N w B (82 (2] ~
o o o o o o o

o

16 paveikslas. Vidutinis dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy Vi/A/V; emulsijy, paruosty
skirtingomis gamybos sglygomis, daleliy dydis
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17 paveikslas. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy V1/A/V; emulsijy, paruosty skirtingomis
gamybos salygomis, daleliy dydzio pasiskirstymo kreivés.
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Geriausi rezultatai, t. y., maziausios dalelés, gauti tiriant emulsijas, paruostas su pH 2 IBT.
Visy emulsijy daleliy dydis svyravo nuo mazdaug 30 iki 35 um, visgi maziausios (30,85 + 0,07
um) dalelés buvo emulsijose, kuriy pektino kiekis idorinéje fazéje buvo 0,3 % (E2-3). Siomis
salygomis abu polimerai kompleksuoja tarpusavyje ir padengia rutuléliy pavirSiy, taip
apsaugodami juos nuo koalescencijos.

Lutz et al. [42] savo tyrimuose naudojo panasios sudéties emulsijas (EL) (zr. 8 lentelé),
kuriose taip pat buvo tiriama IB ir pektino sgveiky jtaka emulsijy savybéms, priklausomai nuo V2
pH (pH 2, pH 4, pH 6 ir pH 8). Pagrindinis skirtumas tarp Lutz ir Siy tyrimy metu naudoty emulsijy
— V7 fazés inkorporavimas j emulsijg. Siy tyrimy metu emulsijos gamintos taikant ,,sluoksnis ant
sluoksnio* technika, o Lutz polimery tirpalus sumai$¢ prie§ homogenizacija, todél visos sgveikos
tarp polimery jvyko dar pries ja.

Emulsijy, gaminty su IBT, kurio pH 2, vidutinis daleliy dydis, praéjus 1 dienai po paruos§imo,
buvo 35 + 2 pm, taigi labai panasus j miisy tyrimo metu gautas emulsijas, taikant ,,sluoksnis ant
sluoksnio* technikg. Tac¢iau emulsijose, kuriy V> fazés pH 6, susidaré net kelis kartus mazesnés
dalelés, kuriy dydis buvo apie 13 = 2 um. Lutz tai paaiskino tuo, kad Siuo atveju, nors abiejy
polimery (—potencialas yra neigiamas (zr. 6 lentelé), kompleksas vis tiek susidaré tarp aktyviy,
teigiamai jkrauty IB sri¢iy ir jonizuoty pektino karboksi— grupiy. Dél nedidelio rysiy kiekio,
palyginus su kompleksu, susidariusiu prie pH 2, susiformavo mazi agregatai, kurie galéjo tampriai
padengti riebaly rutulélius. O antruoju atveju, polimerai buvo stipriai ir prieSingai jkrauti, todel

susidare didelis, nelankstus kompleksas, kuris daug sunkiau adsorbavosi tarpfazyje.

8 lentelé. Siame tyrime ir Lutz et al. [42] tyrime naudoty dvigubyjy emulsijy sudéties palyginimas

V3 faze, % | Pektino kiekis | WPl kiekis | A faz¢, % | Vi fazé, % | PGPR Kkiekis
emulsijoje, % | emulsijoje, % emulsijoje, %
EL 70,00 0,35 2,80 18,00 9,00 3,00
E2-3 60,00 0,18 0,30 32,00 8,00 1,92

3.2.4. Dvigubyjy V1i/AIN2 emulsijy klampa

Vienasluoksnés emulsijos (E7.0) dinaminé klampa iskart po gamybos, buvo Zenkliai didesné,
nei dvisluoksniy emulsijy (zr. 18 pav.), taciau praéjus savaitei padidéjo tik labai nezymiai.
Lyginant emulsijas, gamintas su vienodo pH IBT, matoma, kad didéjant pektino kiekiui, dinaminé
klampa taip pat didéja. Lyginant emulsijas su vienodu pektino kiekiu, matoma, kad dinaminé
klampa did¢ja priklausomai nuo gamybai naudoto IBT pH: pH 2 <pH 6 <pH 7.

Praéjus savaitei po gamybos emulsijy, pagaminty su pH 2 IBT, klampa beveik nepakito arba
padidéjo labai nezenkliai (E»4). Kadangi Siomis sglygomis pektinas ir IB turi prieSingus kriivius
(zr. 4.1.2 skyrius) ir gali kompleksuoti tarpusavyje, galima teigti, kad Siose emulsijose visas
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pektinas buvo sunaudotas komplekso su IB sudarymui, todé¢l Siy emulsijy klampa beveik nepakito.

Kity dvisluoksniy emulsijy klampa padidéjo vidutiniskai 2 kartus. Kadangi Siomis sglygomis

kompleksavimas tarp polimery nevyksta arba yra silpnas, pektinas ¢ia grei¢iausiai veikia kaip

iSorinés vandens fazés V» tirstiklis.

0,2

0,15

0,0

Dinaminé emulsijy klampa, Pa-s
o
o [S

o

E7-0

E2-2

E2-3

E2-4 E6-2

E6-3

E6-4

E7-2 E7-3

E7-4

® po gamybos

Hpo | savaités

18 paveikslas. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy Vi/A/V; emulsijy, paruosty skirtingomis

gamybos salygomis, vidutinés dinaminés klampos priklausomybé nuo jy gamybai naudoto IBT pH ir PT

koncentracijos, kai grei¢io gradientas y = 1000 s*

Siekiant jvertinti ir palyginti reologines vienasluoksnés ir dvisluoksniy dvigubyjy emulsijy

savybes buvo sudarytos tekéjimo kreivés taikant jégos désnj. Tai neniutoninius skys¢ius apraSyti

skirta matematiné priklausomybé. Pagrindiniai $io désnio koeficientai —

tekéjimo indeksas n — nurodyti 9 lenteléje, o tekéjimo kreivés — 19 paveiksle.

klampos konstanta K ir

9 lentelé. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksniy Vi/A/V; emulsijy reologiniy charakteristiky

priklausomybé nuo jy gamybai naudoto IBT pH ir pektino kiekio V; fazéje

Klampos konstanta (K), Pa-s" Tekéjimo indeksas (n)
po gamybos 1 sav. po gamybos 1 sav.
Eo 345+0,12 5,23+0,26 0,52 £ 0,002 0,48 £ 0,001
Ez-2 1,33 +0,28 0,79 £ 0,08 0,54+ 0,018 0,61 +£0,012
Ezs 1,14 £0,39 0,67 +0,18 0,56 + 0,034 0,62 + 0,024
E24 1,53 £0,26 1,94 £ 0,54 0,55+0,014 0,53 £ 0,030
Es-2 0,59 £ 0,26 5,46 £ 0,05 0,68 + 0,056 0,45 £ 0,001
Ee-3 0,49 £0,13 4,73 £ 0,50 0,73 £0,028 0,49 £ 0,011
E6-4 0,76 £ 0,02 7,33 +0,29 0,70 + 0,003 0,34 + 0,006
E7- 0,24 £ 0,01 7,42 +0,42 0,79 + 0,005 0,42 + 0,006
Es 0,35+ 0,03 5,40+0,11 0,77 £ 0,008 0,47 £0,012
E74 0,69 £ 0,01 7,37 +£0,10 0,71 £ 0,002 0,46 £ 0,0001
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IBT pH 2 (po gamybos)

~N o
o O o o

o

Poslinkio jtempis, Pa
N oW A g oo
o S}

0 500 1000
Deformacijos greitis, s
—0—0,2 % pirmyn ——0,2% atgal —#-—0,3 % pirmyn
—a— 0,3 % atgal 0,4 % pirmyn —#—0,4 % atgal
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IBT pH 6 (po 1 savaités)
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IBT pH 7 (po 1 savaités)
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19 paveikslas. Dvigubyjy dvisluoksniy Vi/A/V; emulsijy tekéjimo kreiviy priklausomybé nuo jy
gamybai naudoto IBT pH ir pektino kiekio V» fazéje (nurodytas legendoje).
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Didziausia klampos konstanta iSkart po gamybos pasizyméjo kontroliné emulsija E7.o, kuri
per savaite padidéjo mazdaug pusantro karto. Didziausias klampos konstantos pokytis nustatytas
dvisluoksnése emulsijose, gamintose su IBT pH 6 ir pH 7. Per savait¢ jy K padidéjo nuo 9 (Es-2)
iki 30 karty (E7-2). Sie rezultatai, kaip ir per savaite padidéje poslinkio jtempiai (7. 19 pav.)
patvirtino ankstesnj teiginj, kad pektinas Siose emulsijose veikia kaip tirStiklis. Emulsijose Ez- ir
E>-3 K sumazéjo mazdaug pusantro karto, o emulsijoje E2-4 — truputj padidéjo nepakitusi.

Remiantis tekéjimo indeksais, kurie yra mazesni uz 1, galima teigti, kad visos tirtos
emulsijos yra neniutoniniai, pseudoplastiniai skysc¢iai. Per 1 savaite vienasluoksnés kontrolinés
emulsijos E7.o pseudoplastiSkumas sumazéjo nezenkliai, o dvisluoksniy emulsijy, gaminty su IBT
pH 6 ir pH 7 — labai stipriai. Dvisluoksniy emulsijy, gaminty su IBT pH 2 ir turin¢ias 0,2 % ir 0,3
% pektino V2 fazéje, pseudoplastiSkumas nezenkliai sumazéjo, emulsijos, kurios V2 fazéje yra 0,4
% pektino, beveik nepakito. Tai dar kartg patvirtina, kad pastarosios emulsijos, kuriose IB ir
pektinas sudaro kompleksa, pasizymi visiSkai kitokiomis savybémis, nei tos, kuriose pektinas
veikia kaip tirStiklis.

Nagrin¢jant emulsijy, gaminty su IBT pH 2, tekéjimo kreives iSkart po gamybos, gautas
didinant ir mazinant deformacijos greitj, galima pastebéti, kad joms biidinga nezymi histerez¢, kuri
per savaite nepakito. Tai rodo, kad Siy emulsijy struktiira bégant laikui nekinta. Taciau
dvisluoksniy emulsijy, gaminty su IBT pH 6 ir pH 7, tekéjimo kreivése iskart po gamybos histerezé
nenustatyta.

O praéjus savaitei jau matomos nedidelés histerezés kilpos, kurios rodo, kad pektinas, kaip
tirstiklis, suformavo tam tikrg emulsijy struktiira, kuri Sio tyrimo metu buvo suardyta. Kontroliné
vienasluoksné emulsija E7.o per savaite beveik nepakito (tekéjimo kreivés labai panasios), tac¢iau
jos histerezes kilpa tiek iSkart po gamybos, tiek pra¢jus 1 savaitei buvo pati rySkiausia, o tai rodo

tam tikros struktiros susidaryma emulsijoje.
3.3. Laktazés jkapsuliavimo j dvigubaja Vi/A/V2 emulsija galimybés tyrimas

Emulsijy vidinéje V1 fazéje buvo istirpinta 18,7 % laktazés, tam kad dvigubojoje emulsijoje
ji sudaryty 1,5 % masés. Siy tyrimy metu naudota laktazé yra i§gaunama i$ atrinkty Kluyveromyces
lactis mieliy padermiy. Tai — termolabilus fermentas, kuris savo aktyvumg praranda aukstesnéje
nei 55 °C temperatiiroje [60]. Todél labai svarbu jvertinti, ar pirminés emulsijos gamybos metu,
kai homogenizavimas vyksta 50 °C temperatiroje, fermentas neztiva. Parinkus tinkamas salygas,
jvertintas laktazés jkapsuliavimo efektyvuma, kuris nustatytas dviem metodais — statiniu (pagal

2.6.7.1 skyriuje aprasyta metodika) ir dinaminiu (pagal 2.6.4 skyriuje aprasyta metodika).
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3.3.1. Laktazés terminis stabilumas

Siame tyrime pirminé emulsija buvo gaminama remiantis Eisinaité et al. [52] apra$yta
metodika. Taciau, reikia jvertinti, ar $io proceso metu naudojama auksta temperatiira (50 °C) bei
intensyvus ir ilgalaikis homogenizacijos procesas (15000 rpm, 15 min.), kuris taip pat gali
padidinti emulsijos temperatiirg, nesunaikina fermento, kuris yra termolabilus. Homogenizavimo
imitavimas atliktas trijose skirtingose temperatiirose:

e 10 °C vandens voneléje, t. y., Saldant;
e Kambario temperatiiroje (~20 °C);
e 50 °C vandens voneléje, t. y., Sildant.

Emulsijos temperatira matuota iSkart po homogenizavimo. Nustatyta, kad
homogenizavimas pirmyjy emulsijy temperatirg padidino daugiau nei 2 kartus, o treciosios

emulsijos temperatiira pakilo 6 laipsniais (Zr. 20 pav.) ir pasické fermento inaktyvavimo
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temperatiira.
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20 paveikslas. Skirtingose temperatiirose homogenizuoty pirminiy emulsijy temperatiira po

homogenizavimo.

Po homogenizavimo emulsijos buvo paliktos kambario temperatiiroje 1 valanda, kad atvésty
ir tada jos buvo centrifuguojamos. Atsiskyrusi vandeniné fazé¢ buvo sumaisSyta su 5 % laktozés
tirpalu ir 1 valandg inkubuota 37 °C temperatiroje. Tada fermentiniu biidu buvo nustatytas
misSinyje likgs laktozés ir susidariusios galaktozés kiekis, kurie nurodyti 21 paveiksle.

Emulsijoje, ruostoje 10 °C temperatiiroje susidaré 2,08 + 0,0004 %, ruostoje 20 °C
temperatiiroje— 2,15 = 0,04 %, o ruostoje 50 °C temperatiiroje — 2,06 + 0,02 galaktozés. Laktozés

kiekis visais atvejais nesiekée net 0,1 %, tod¢l i ji galima neatsizvelgti. Kadangi laktozé virskinimo
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metu skyla j du monosacharidus — gliukoze ir galaktoze — kurie susidaro vienodais kiekiais, tai
reiSkia, kad visuose miSiniuose susidaré¢ vienodas gliukozés ir galaktozés kiekis, kuriy suma yra
labai artima misiniuose buvusios laktozés kiekiui (4,2 %). Sie rezultatai rodo, kad buvo suskaldyta
beveik visa miSiniuose buvusi laktozé. Taigi, nustatyta, kad laktaze visais atvejais iSliko aktyvi ir
nedenatiiravo Vi/A gamybos metu net esant pakankamai aukstai temperatirai bei intensyviam

mechaniniam poveikiui.
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21 paveikslas. Laktozés ir galaktozés kiekiai pirminiy Vi/A emulsijy Vi fazés ir laktozés tirpalo

misiniuose, priklausomai nuo jy ruo$imo temperatiiros.

Kadangi ruoSiant pirming emulsijg 50 °C temperatiiroje laktazé iSlieka aktyvi, dvigubyjy

emulsijy gamybai su laktaze bus naudojamos Sios salygos.

3.3.2. Laktazés jkapsuliavimo j dvigubgjg Vi/IAIV: emulsijq efektyvumas statinémis
sqlygomis

Emulsijos buvo sumaiSytos su 5 % laktozés tirpalu, santykiu — 1:10 (santykiai ir
koncentracijos parinkti taip, kad biity kuo artimesni pienui). Sie miiniai laikyti $aldytuve 1
savaite. Siekta jvertinti, kaip kinta laktozés kiekis tokiame misinyje — jei jis mazéty, tai reiksty,
kad laktaze atsipalaiduoja i§ emulsijos, prieSingu atveju — kad laktaz¢ yra tinkamai jkapsuliuota
emulsijoje. Laktozés kiekis miSiniuose nustatytas fermentiniu laktozés kiekio nustatymo metodu
pra¢jus 3 ir 7 dienoms nuo sumaiSymo.

Nustatyta, kad miSiniuose su dvisluoksnémis emulsijomis Ez-2, Ez>3 ir E24 , kurios
tarpusavyje skyrési pektino kiekiu iSoringje fazéje, laktozés kiekis svyravo labai nestipriai (Zr. 22
pav.). Jis nezymiai sumazéjo, taciau visais atvejais Sis pokytis buvo mazesnis nei 0,1 %. Laktozés
tirpalo ir kontrolinés vienasluoksnés E7.9 emulsijos miSinyje nustatytas didesnis laktozés kiekio
pokytis — po 3 dieny jis sumazéjo iki 4,35 = 0,10 %, o praéjus 7 dienoms — iki 4,21 + 0,09 %.
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22 paveikslas. Laktozés kiekio kitimas laktozés tirpalo ir dvigubyjy vienasluoksniy ir dvisluoksniy

V1/A/V; emulsijy miSiniuose, laikant juos Saldytuve 1 savaite.

3.3.3. Laktazés jkapsuliavimo j dvigubgjq V1IAIN2 emulsijg efektyvumas dinaminémis
sqlygomis

Laktazés jkapsuliavimo efektyvumas dinaminémis sglygomis nustatytas centrifuguojant
emulsija ir nustatant laktazés kieki atsiskyrusioje prafiltruotoje vandeninéje fazgje.
Nejkapsuliuotos laktazés kiekis filtrate nustatytas pagal kalibracing kreive, sudaryta pagal
absorbcija, gautg vietoj filtrato naudojant zinomos koncentracijos laktazés tirpalus. Pagal tai,
apskaicCiuotas laktazés jkapsuliavimo efektyvumas dvisluoksnése emulsijose Eo-2, E> 3 ir E2 4buvo
apie 98,8 %, o kontrolinéje vienasluoksnéje emulsijoje E7.0 — 85,38 % (Zr. 23 pav.).
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Abiejy tyrimy metu, gauti analogiSki rezultatai rodo, kad dvisluoksnés emulsijos, kuriy
iSoringje V> fazéje yra pektino, daug geriau apsaugo laktaze tiek statinémis, tieck dinaminémis
salygomis, dél aplink riebaly rutulélius, kuriuose yra paskirstyta Vi fazé su laktaze, suformuoto
IB ir pektino komplekso. Vienasluoksné emulsija E7-o nesugeba taip efektyviai islaikyti laktazés
dvigubosios emulsijos vidinéje vandens fazéje. 1B suformuoja silpnesnj apsauginj sluoksnj aplink
riebaly rutulélius, dél to jkapsulivojama apie 13 % maziau laktazés, o statinémis sglygomis
fermentas gali migruoti j iSoring V2 fazg. Silpnesnj Sio emulsiklio efektyvuma patvirtina ir 3.2.2
skyriuje apraSytas prastesnis Sios emulsijos gravitacinis stabilumas, palyginus su dvisluoksnémis

emulsijomis.

3.4. Dvigubosios V1/A/V2 emulsijos vir§Skinamumo ir fermento aktyvumo jvertinimas

in vitro vir§kinimo metu

Atsizvelgiant | visy ankstesniy tyrimy rezultatus, tolimesniems tyrimams buvo iSrinkta
dvisluoksné Ez3 emulsija, kuri pasizyméjo geriausiu gravitaciniu stabilumu (atsparumu
i$sisluoksniavimui), maziausiomis ir stabilaus dydzio dalelémis, maziausia ir pastovia klampa bei
labai geru laktazes jkapsuliavimu.

Norint panaudoti $ig emulsija realiuose maisto produktuose reikia nustatyti:

1) ar virskinimo metu ji pilnai suyra;

2) ar virskinimo plonosiose Zarnose metu atsipalaiduoja laktazé;

3) ar laktazé iSlaiko savo aktyvumg ir skaldo laktoze.

Norint atsakyti j pirmajj klausimg buvo imituojamas dvigubosios emulsijos E.3 vir§kinimas
skrandyje ir Zarnyne ir pirminés emulsijos Vi/A virskinimas Zarnyne in vitro sglygomis bei
nustatomas atsipalaidavusiy laisvy riebaly riigi¢iy (LRR) kiekis. Laktazés atpalaidavimui ir
aktyvumui nustatyti emulsija E>-3 buvo sumaiSyta su jvairiais tirpalais (atstatytu pienu, 5 %
laktozés tirpalu ir 5 mM ONPG tirpalu) ir tada buvo imituojamas jy virSkinimas analogiskomis
salygomis. Po virS§kinimo buvo nustatomas likusios laktozés kiekis miSiniuose. Kaip kontrolé

naudota vienasluoksné emulsija E7.o.
3.4.1. Dvigubyjy V/1/AINV2 emulsijy virSkinamumas

Emulsijos virSkinamuma galima jvertinti pagal jos riebaly hidrolizés laipsnj, kuris
apskaiciuojamas pagal NaOH kiekj, sunaudotg neutralizuoti hidrolizés metu susidariusioms
laisvoms riebaly rugstims.

VirSkinant pirming emulsijg nustatyta, kad per dvi valandas yra suvirSkinama 36,59 + 1,05
g riebaly (zr. 24 pav.). Dvigubosios emulsijos yra virSkinamos tam, kad nustatyti, kokia jtaka jy

virSkinamumui daro papildomas V> sluoksnis ir IB ar pektino kompleksas su IB. Nustatyta, kad,

o1



imituojant emulsijos E7.o vir§kinimg skrandyje ir Zarnyne, buvo suhidrolizuota 35,89 + 1,67 ¢
riebaly. Virskinant emulsija E2-3, kurios iSorinéje fazéje aplink riebaly rutulélius yra susidargs
pektino ir IB kompleksas, taip pat gauti labai panasiis rezultatai — identiSkomis sglygomis buvo
suvirskinta 35,41 = 1,89 g riebaly. Sie rezultatai yra labai panasis j gautus, virskinant tik pirming
emulsijg, todé¢l galima teigti, kad virSkinimo skrandyje metu pepsinas suvirSkina tiek IB tiek IB ir
pektino komplekso apsauginj sluoksnj, atsipalaiduojant riebaly rutuléliams, prie kuriy lengvai gali

prieiti lipazé virSkinimo Zarnyne metu.

P RN N W w D
o o1 o o1 o o1 O

Hidrolizuoty riebaly kiekis, %

ol

o

E7-0 E2-3 V1/A

24 paveikslas. Dvigubyjy vienasluoksnés ir dvisluoksnés bei pirminés emulsijy riebaly hidroliz¢e in vitro

virSkinimo metu.

Taigi, pektino panaudojimas dvigubosios emulsijos gamyboje Zenkliai padidina jos
stabilumg statinémis sglygomis, ta¢iau netrukdo jos virSkinimui, o tai labai svarbu tinkamam

laktazés atpalaidavimui.
3.4.2. Laktazés atpalaidavimas is dvigubyjy \/1/AIN 2 emulsijy in vitro virskinimo metu

Laktazés atpalaidavimas i§ emulsijos virSkinimo metu nustatomas sumaiSant dvigubaja
emulsijg su:
e 5 mM ONPG tirpalu (y) — pagal tirpalo spalvos ir absorbcijos pokytj nustatoma, ar
virskinimo metu atsipalaiduoja laktaze;
e 5 % laktozés tirpalu (B) — nustatomas atsipalaidavusios laktazés aktyvumas pagal
suvirskintos laktozes kiekj;
e atstatytu pienu (10 % lieso pieno milteliy tirpalas) (o) — nustatant, ar pieno

komponentai netrukdo emulsijos virskinimui.
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Pirmojo tyrimo metu buvo nustatyta, kad, praé¢jus 2 valandoms nuo virSkinimo plonajame
zarnyne pradzios, laktazé atsipalaidavo tik i§ emulsijos E7.o, nes virSkinimas miSinys VOS
prasidéjus virSkinimui plonajame zarnyne nusidazé ryskiai geltona spalva, biidinga
atsipalaidavusiam orto-nitrofenoliui (ONP). Misinys su emulsija E2.3 i§liko Zymiai $viesesnis, tai
rodo, kad laktazé nebuvo atpalaiduota ir neskaldée ONPG (zr. 25 pav.). Todél buvo nuspresta
pratesti virskinimg plonajame zarnyne iki 4 valandy, taiau ir po jy nebuvo pastebéta pakitimy, t.

y., miSinys su emulsija E2.3 nepakeité savo spalvos.

x | 3 T 1

a b
25 paveikslas. Dvigubyjy emulsijy E7-o ir E2-3 ONPG tirpale vir§kinimas in vitro sglygomis. Vir§kinimo

plonajame Zarnyne trukmé: a) 2 val., b) 4 val. Abiem atvejais kairéje puséje — Ez-3, deSinéje — E7-0.

Analogiski tyrimai atlikti vieto) ONPG tirpalo naudojant laktozes tirpalg ir atstatyta piena.
Laktozés kiekis miSiniuose nustatytas 3 kartus: po VS ir praéjus 2 ir 4 valandoms nuo virskinimo
plonajame Zarnyne pradzios. Tyrimo rezultatai pateikti 26 paveiksle. Nustatyta, kad laktozés kiekis
miSiniuose su emulsija Ez-3 viso vir§kinimo proceso metu pakito labai neZymiai, taip pat, nebuvo
nustatytas tolygus laktozeés kiekio maZzéjimas vykstant virSkinimui plonajame Zarnyne, ko biity
galima tikeétis, jei 1§ emulsijos atsipalaiduoty laktaze. Tokia pati tendencija gauta laktozés tirpalo
ir atstatyto pieno misiniuose su kontroline vienasluoksne emulsija E7.o — viso virskinimo proceso
metu nenustatytas zymus laktozés kiekio sumazéjimas.

Taciau abiem atvejais, laktozés kiekis miSiniuose su vienasluoksne emulsija E7.o buvo
mazesnis, nei misiniuose su dvisluoksne emulsija E>3. Tai galima paaiskinti ankstesniy tyrimy
rezultatais. Emulsija E7.o pasizyméjo prastesniu laktazés jkapsuliavimu, o tai reiSkia, kad dalis
laktazés galéjo pereiti ] iSoring V2 emulsijos faz¢. Biitent §i laktazé gal€jo sureaguoti su ONPG,
susidarant galaktozei ir geltonam ONP. Kadangi laktazé jau buvo iSoringje fazéje, reakcija
greiCiausiai jvyko dar pries virSkinimo pradzig, taciau rugstingje skrandzio aplinkoje ONP yra
bespalvis. Sios emulsijos misiniuose su laktozés tirpalu ir pienu, iSorinéje fazéje esanti laktaze taip
pat galéjo suvirskinti nedidelj kiekj laktozés sumaiSymo metu, nes, kaip minéta anksciau,

virS§kinimo metu nenustatytas zymus laktozes kiekio kitimas.
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Emulsijy ir laktozés tirpalo misinys Emulsijy ir atstatyto pieno miSinys

5 5
c\:oh 4 —r T c,\°“ 4 - _
23 23
kv i
g g
v, Y,
< 1 < 1
0 0
Po VS Po 2 \{al. Po 4 \{al. Po VS Po 2 val. Po 4 val.
VPZ VPZ VPZ VPZ
s E7-0 mm E7-0
mam E2-3 m E2-3
Laktozés kiekis miSinyje Laktozés kiekis miSinyje
a b

26 paveikslas. Laktozeés kiekio kitimas dvigubyjy emulsijy E7-o ir E2.3 miSiniuose su a) 5% laktozés

tirpale b) atstatytame piene, in vitro virSkinimo metu.

Siekiant nustatyti, ar laktazés neatsipalaidavimui i§ dvigubosios emulsijos jtakos turéjo V2
faze ir joje esantys biopolimerai, buvo pakartotas pirminés emulsijos V1/A vir§kinimo imitavimas
plonosiose zarnose ir nustatytas laktozés/galaktozés kiekis gautame miSinyje. Taciau ir jame
nebuvo nustatytas galaktozés kiekio padidéjimas, kas leisty spresti apie laktazés atsipalaidavima.
Laktozés kiekis taip pat iSliko nepakitgs. Todel neigiamos biopolimery jtakos fermento
atsipalaidavimui ir aktyvumui galimybé buvo atmesta.

Literatiroje yra apraSytas panaSus eksperimentas, kuriame dviguboji emulsija su
ikapsuliuota laktaze buvo sumaisyta su 5 % laktozés tirpalu ir imituotas $io miSinio virskinimas
[26]. Sio tyrimo metu buvo naudojama dviguboji emulsija Ea, kurios sudétis nurodyta 10 lenteléje.
Sio tyrimo metu, laktazé i§ emulsijos atsipalaidavo ir suvirikino 1,17 g laktozés i§ 4,45 g buvusiy
miSinyje. Atsizvelgiant | tai, kad emulsijoje E>.3 laktazés buvo beveik 2 kartus daugiau nei

emulsijoje Ea, laktozés kiekis turéjo sumazéti ir miiniuose su Ez-3, taciau taip nejvyko.

10 lentelé. Siame tyrime ir Ahn et al. [26] tyrime naudoty dvigubyjy emulsijy sudéties palyginimas

V2 fazé, % A fazé, % V1 fazé, % PGPR kiekis | Laktazés
emulsijoje, % | kiekis, %
Ea 83 16,15 0,85 0,75 0,85
E2s 60 32 8 1,92 1,5

Tai, kad laktazé nebuvo atpalaiduota i§ emulsijos E2.3 galima paaiSkinti nebent laktazés, kaip

baltymo, kompleksavimu su PGPR. Dickinson [61] teigia, kad net ir nedidelés baltymy

koncentracijos V1 fazéje padeda padidinti emulsijy stabilumg. Tai grei¢iausiai lemia kompleksas,
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susidargs tarp baltymo ir lipofilinio emulsiklio, kuris suformuoja klampiai elastingg tarpsluoksnj,
apsaugant] laselius nuo koalescencijos. Nustatyta, kad vidinéje fazéje iStirpinus 0,5 % natrio
kazeinato, galima sumazinti PGPR kiekj nuo 8 % iki 2 %, gaunant tokio pacio stabilumo ir iSeigos
emulsija.

Laktaz¢ taip pat yra baltymas, turintis aktyviy centry, galinCiy kompleksuoti su PGPR.
Emulsijoje E>-3 PGPR kiekis yra mazdaug 2,5 karto didesnis nei emulsijoje Ea, o laktazés ir PGPR
santykis Siose emulsijose atitinkamai yra 1:1,03 ir 1:0,88. Taigi, yra tikimybé, kad emulsijoje E2-3
visa laktazé¢ sukompleksavo su PGPR, o emulsijoje Ea gal¢jo sukompleksuoti tik dalis laktazes,

nes jos ten buvo santykinai daugiau nei PGPR, taigi laisva laktazé virSkinimo metu atsipalaidavo.
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ISVADOS
Vizualiai jvertinus skirtingy koncentracijy isSrtigy baltymy ir pektino tirpaly misiniy faziy
blseng ir pamatavus jy (—potencialg, kei¢iant iSriigy baltymo tirpalo pH ribose 2 — 7,
nustatyta, kad geriausiai elektrostatiné sgveika tarp Siy biopolimery jvyksta, kai iSragy
baltymy tirpalo pH 2.
Nustatyta, kad didziausiu stabilumu statinémis salygomis pasizyméjo dvisluoksnés
dvigubosios V1/A/V2 emulsijos, pagamintos naudojant ,,sluoksnis ant sluoksnio* metoda,
kurio esmé — neigiamai jkrauty hidrofiliniy iSrigy baltymy elektrostatiné sgveika su
teigiamai jkrautu pektinu tarpfazyje A/Va, kai isriigy baltymy tirpalo pH 2. Sios emulsijos
pasizymejo didZiausiu gravitaciniu stabilumu, maziausiu daleliy dydziu ir maZziausia
klampa, lyginant su vienasluoksnémis Vi/A/V, emulsijomis, kuriy V2 fazé buvo sutirstinta
pektinu, nesgveikaujanciu su tarpfazyje A/Vz esanciais iSriigy baltymais, naudojant pH 6 ir
pH 7 isriigy baltymy tirpalus.
Nustatyta, kad taikant dvisluoksniy dvigubyjy emulsijy gamybos ,,sluoksnis ant sluoksnio*
metoda, B-galaktozidazés jkapsuliavimo ] $iy emulsijy viding vandens fazg V1 efektyvumas
- 99 %. Nustatyta, kad mechaniniai ir terminiai procesai, naudojami gaminant emulsijas,
neturi jtakos B-galaktozidazés aktyvumui.
Palyginus dvisluoksniy ir vienasluoksniy Vi/A/V2 emulsijy vir§kinamumg plonosiose
zarnose in Vitro salygomis, nustatyta, kad tarpfazyje A/V2 suformuotas isriigy baltymy ir
pektino sluoksnis nesulétino virskinimo metu susidariusiy laisvyjy riebaly ragsciy
atpalaidavimo i$ emulsijy.
Atlikus dvisluoksniy ir vienasluoksniy V1i/A/V2 emulsijy virskinimg plonosiose zarnose in
vitro sglygomis, nenustatytas j $iy emulsijy viding vandens faz¢ Vi jkapsuliuotos -
galaktozidazes atpalaidavimas 1§ emulsijy. Tai grei¢iausiai lémé tarp hidrofobinio emulsiklio
PGPR ir B-galaktozidazés susiformaves kompleksas pirminés emulsijos V1/A tarpfazyje.
Sio tyrimo metu pagamintos vienasluoksnés ir dvisluoksnés dvigubosios V1/A/V2 emulsijos
gali buti sékmingai naudojamos B-galaktozidazes jkapsuliavimui, taciau Sios sistemos negali

biti taitkomos laktozés netoleruojantiems Zmonéms skirty pieno produkty gamyboje.
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