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AF — atvirkscios fazés

AR — aptikimo riba

B-KAR — [ karotenas

CKRP - centriskai kompozicinis rotatabilus planas

CO, — anglies dioksidas

AE — spalvos pokytis

ESC — efektyvioji skystiné chromatografija

KT $viesoje — laikymo salygos kambario temperatiiroje + 20 + 1 °C, natairalioje
Sviesoje, kuri dienos ir nakties metu buvo skirtinga

KT tamsoje — laikymo salygos kambario temperattiroje + 20 + 1°C, tamsoje
L. sakei — Lactobacilus sakei KTU06-7

LIK - likopenas

MMP — maltos mésos pusgaminis

Nd — neaptikta

NR — nustatymo riba

P. acidilactici — Pediococcus acidilactici KTU05-7

P. pentosaceus — Pediococcus pentosaceus KTUOS-8

PB — pieno riigsties bakterijos

PKA — principiné komponenty analizé

PM — pomidory miltai

PomKuk — pomidory ir kukurtizy sul¢iy gérimas

PomMor — pomidory ir morky suléiy gérimas

PomOb — pomidory ir obuoliy sul¢iy gérimas

R’ — regresijos koeficientas

RS — regimosios §viesos spinduliai

SF — spontaniné fermentacija

SK — superkriziné ekstrakcija

SM — sausos medziagos

ST tamsoje — laikymo salygos 3aldytuve +1 =+ 1 °C temperatiiroje, tamsoje
TT tamsoje — laikymo salygos termostatuojant +37 £+ 1 °C temperatiiroje,
tamsoje

TT UV — laikymo salygos termostatuojant +37 + 1 °C temperatiiroje, Sviesos
Saltinis — ultravioletiné lempa

UV — ultravioletiniai spinduliai



1. [VADAS

Temos aktualumas. Pastaruoju metu patrauklaus funkcinio maisto pasiiila
dél padidéjusio vartotojy susidoméjimo ir ripinimosi savo sveikata iSaugo.
»Natliralumas“ tampa vis svarbesne bet kurio maisto gaminio savybe, todél tokiy
produkty paklausa didéja visame pasaulyje. Zmogaus sveikata yra neatsiejama
nuo mitybos: tik pasirinkus tinkama ir kokybiska maista, galima tikétis naudos
miisy sveikatai. Sis pasirinkimas gali lemti miisy gyvenimo kokybe, jo
visavertiSkuma. Didzioji dalis moksliniy straipsniy pabrézia biologisSkai veikliy
junginiy (karotenoidy, polifenoliy, fitosteroliy) nauda Zzmogaus organizmui kaip
apsauga nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy, artrito, diabeto ir panasiy ligy.
Pastaruoju metu iSrySkéja vartotojy pozitris, kad maistas néra skirtas tik alkiui
numalSinti, bet kartu su maistu norima gauti kuo optimalesnj kiekj biologiskai
veikliy junginiy. Karotenoidai yra grupé junginiy, kurie dazniausiai yra zZinomi
kaip augaliniai pigmentai ir vartojami kaip natliralis maistiniai dazikliai.
Placiausiai moksliniu poziliriu buvo tyrinéjamas [ karotenas, taCiau pastarajj
desimtmet] didelis démesys yra skiriamas likopenui. Problema ta, kad
karotenoidy, taip pat ir likopeno, suteikianio pomidorams raudong spalva,
Zmogaus organizmas nesintetina — jis turi biti gaunamas su maistu ar maisto
papildais.

Likopenas néra gausiai paplitgs maisto produktuose. Didziausi jo kiekiai yra
randami pomidoruose ir pomidory produktuose. Pomidorai ir pomidory
produktai yra svarbi zemés tkio produkcija visame pasaulyje. Daugiau nei 80
proc. pomidory, auginamy visame pasaulyje, yra perdirbama j pomidory sultis,
pasta, keCupa ir padaza. Likopenas yra svarbus dél savo naudingy savybiy
zmoniy sveikatai. Jis apsaugo Zmogaus organizmg nuo zalingo oksidacinio
streso. Oksidacinis stresas yra viena i§ pagrindiniy priezasciy, sukelianciy létines
ligas, tokias kaip Sirdies ir kraujagysliy ligos, jvairios vézio rusys (virSkinamojo
trakto, gimdos kaklelio, kriities, odos, Slapimo piislés ir prostatos), hipertenzija,
osteoporoze, neurodegeneracinés ligos. Mokslininky jrodyta, kad karotenoidai,
ypac¢ likopenas, yra vieni stipriausiy augaliniy antioksidanty. Manoma, kad Sias
savybes nulemia likopeno molekulés struktiira. Likopenas yra neciklinis
polienas, turintis 11 konjuguotyjy dvigubyjy jungéiy. Nustatyta, kad Zmogaus
organizmo skysc¢iuose ir audiniuose 25—70 proc. likopeno vyrauja cis-izomery
pavidalu. Sie tyrimai iskelia hipoteze, kad biologiskai organizmui naudingesni
yra cis-likopeno izomerai, o ne Svieziuose pomidoruose vyraujantys frans-
izomerai (apie 95 proc., palyginti su bendru likopeno kiekiu Svieziuose
pomidoruose). Taip pat nustatyta, kad, atliekant in vivo tyrimus, cis-likopeno
izomerai pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu, taip pat ir didesniu
biologiniu pasisavinamumu.

Deja, bet tik 10 proc. likopeno yra pasisavinama i§ maisto produkty. Vyrauja
nuomoné, kad biologiskai vertingy junginiy ir maistiniy medziagy biologinis
pasisavinamumas svarbesnis nei §iy medziagy koncentracija. Taigi likopeno
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nauda sveikatai labiausiai priklauso nuo pasisavinamumo, t.y. nuo likopeno
frakcijos, kuri yra i§laisvinama i§ maisto matricos ir yra geriausiai pasisavinamos
formos. Remiantis mokslinémis Ziniomis, likopenas yra geriau pasisavinamas i§
perditbty pomidory produkty nei i§ S$vieziy pomidory. Manoma, kad
technologiniy procesy parametrai, tokie kaip temperatiira, slégis, trukmé, apsvita
ir kt., ir jy saveika turi jtakos likopeno molekuliniam pokyciams ir sukelia
izomerizacija i$ trans- | cis-. Kiti veiksniai, tokie kaip likopeno vartojimas su
augaliniais aliejais, pagerina likopeno pasisavinamuma.

Perdirbant pomidorus susidaro dideli kiekiai Salutiniy pomidory perdirbimo
produkty (zieveliy, sékly). Pomidory nokimo metu zievelése yra sukaupiamas
didziausias karotenoidy (ypa¢ likopeno) kiekis. Salutiniai perdirbimo produktai
yra didelé ekologiné problema, taCiau, nepaisant to, tai pigus alternatyvus
biologiskai vertingy junginiy S$altinis. Didziausia likopeno ekstrahavimo i§
pomidory zieveliy problema yra jo tirpumas. Likopeno ekstrahavimas i
pomidory S$alutiniy perdirbimo produkty naudojant tradicinius ekstrakcijos
metodus, tokius kaip ekstrakcija organiniais tirpikliais, iSeiga néra pakankama.
Dél $iy priezasCiy yra bandoma ieskoti efektyviy pirminio zaliavos apdorojimo
technologiniy procesy, leidzianéiy padidinti likopeno i§gavimo efektyvuma.

Koncentruoty karotenoidy frakeijy iSskyrimas i§ Salutiniy pomidory
perdirbimo zaliavy, optimizuojant technologinius procesus, yra svarbus siekiant
sukurti tradicinius maisto produktus su didesniu likopeno cis-izomery kiekiu,
siekiant suteikti gaminiams funkcionaligsias savybes.

Pagrindinis Sio darbo tikslas — istirti skirtingy perdirbimo technologijy ir
technologiniy parametry jtaka likopeno stabilumui ir galimai izomerizacijai
pomidoruose ir pomidory produktuose perdirbimo ir laikymo metu.

Tyrimo tikslui jgyvendinti buvo sprendZiami Sie uZdaviniai:

1. I8vystyti ir pritaikyti efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodika
likopeno, likopeno trans- ir cis-izomery kokybinés ir kiekybinés sudéties
nustatymui pomidoruose, pomidory produktuose ir i$skirtose frakcijose.

2. Nustatyti optimalias lipofilinés frakcijos 1§ pomidory Salutiniy
perdirbimo produkty iSgavimo superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
salygas (temperatiira, slégj, ekstrakcijos trukmg¢), sickiant gauti didziausia
ekstrakto iSeigg ir likopeno cis-izomery iSeiga ekstrakte.

3. Istirti skirtingy technologiniy parametry saveika ir jy jtaka likopeno
stabilumui ir izomerizacijai skirtingose modelinése sistemose laikymo metu.

4. ]vertinti fermentacijos pieno riigSties bakterijomis jtaka karotenoidy
iSgavai i§ pomidory ir Salutiniy pomidory perdirbimo produkty.

5. Istirti galimybe panaudoti likopeno ekstraktus ir fermentuotus pomidory
produktus kuriant funkcionalius prototipinius maisto produktus.

6. Jvertinti likopeno ekstrakto uzdegimg slopinancias ir antiproliferacines
savybes lasteliy kultiirose.



Mokslinio darbo naujumas

1. Pirma karta buvo pritaikytas, iSvystytas ir validuotas efektyviosios
skys¢iy chromatografijos metodas kiekybinei ir kokybinei likopeno ir likopeno
cis-izomery (5-cis, 7-cis; 9-ci; 13-cis; 15-cis) analizei atlikti.

2. Nustatytos optimalios superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu
salygos, siekiant iSgauti lipofiling frakcija i§ Salutiniy pomidory perdirbimo
produkty su didesne cis-likopeno izomery koncentracija.

3. Pirmg karta buvo tiriama pomidory ir Salutiniy pomidory perdirbimo
produkty fermentacijos pieno riig§ties bakterijomis jtaka karotenoidy iSgavai.

4. Pirma karta buvo tirtas ekstrakto su cis-likopeno izomerais poveikis
uzdegima slopinamosioms ir antiproliferacinéms savybéms.

Teoriné ir praktiné darbo verté

Siame darbe gauti tyrimy duomenys prapledia mokslines Zinias apie
technologiniy procesy parametrus, kurie turi jtakos likopeno ir kity karotenoidy
ekstrakcijai i§ pomidory ir pomidory Salutiniy perdirbimo produkty, taip pat
technologiniy procesy parametrus, kurie daro jtaka likopeno stabilumui ir
izomerizacijai perdirbimo ir laikymo metu. Zinios apie likopeno ekstrakcija,
stabilumg ir izomerizacija yra naudingos kuriant ir gaminant preparatus su cis-
likopeno izomery ekstraktais ir gaminant maisto produktus ar jy ingredientus su
didesniu kiekiu biologiskai veikliy karotenoidy.

Gauti duomenys apie likopeno ekstrahavima superkritiniais skysciais yra
naudingi biorafinuojant pomidory Salutinius perdirbimo produktus, ir $is
procesas gali buti pagrindas kuriant racionalias technologijas, kuriy metu
sickiama iSgauti didelés vertés biologiskai veiklius komponentus, kartu
padidinant pramonéje perdirbamy pomidory gamybos efektyvuma.

Pomidory fermentavimas pieno rigsSties bakterijomis yra naudingas
siekiant sukurti naujus funkcionaliuosius maisto produktus ir jy ingredientus.

Likopeno izomerizuoti ekstraktai gali biiti naudojami kaip maisto priedai
ar maisto papildai, turintys uzdegimo slopinamajj ir antiproliferacinj poveikj.

Lipofiliniai ekstraktai su cis-likopeno izomerais (60 proc.), ekstrahuoti
superkriziniu anglies dvideginiu i§ Salutiniy pomidory perdirbimo produkty,
buvo pritaikyti kosmetikos pramongje. Pomidory sul¢iy miSiniy su izomerizuotu
likopeno ekstraktu technologija idiegta | gamyba.

Darbo rezultaty aprobavimas

Disertacijos tema paskelbti keturi moksliniai straipsniai, turintys
cituojamumo rodiklj (angl. Impact Factor) Clarivate Analytical Web of Science
duomeny bazés Zurnaluose, du moksliniai straipsniai  publikuoti
recenzuojamuose mokslo zurnaluose, kurie yra referuojami kitose tarptautinése
duomeny bazése. Du straipsniai atspausdinti konferencijy medziagoje.
Pagrindiniai  disertacijos  teiginiai  pristatyti  aStuoniose tarptautinése
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konferencijose, tarptautiniame kongrese ir simpoziume (dvylika pranesimy).
Darbo apimtis ir struktiira

Disertacija sudaro jvadas, literattiros apzvalga, tyrimo objektas ir metodai,
tyrimy rezultatai ir jy aptarimas, iSvados, literatiiros sarasas (185 literatiros
Saltiniai), priedai, disertacijos tema paskelbty darby sgrasas. Bendra disertacijos
apimtis — 117 puslapiy, juose pateikta 16 lenteliy ir 37 paveikslai.

Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Skirtingy technologiniy procesy parametry saveika (ekstrakcijos
trukmé, temperatiira, slégis) gali buiti pakeiiama taip, kad buty padidinta
cis-likopeno izomery iSeiga galutiniame produkte, siekiant padidinti ekstrakty ir
gaminiy funkcionaligsias savybes.

2. Koncentruoti likopeno preparatai gali biiti vartojami kaip maisto priedy
ingredientai, turintys uzdegimo slopinamajj ir antiproliferacinj poveikj.

2. TYRIMU OBJEKTAS IR METODAI
2.1. Tyrimy objektas

Pomidorai (‘Admiro’ F1, ‘Ronaldo’ F1, ‘Cunero’ F1) tyrimams atlikti
uzauginti Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro Sodininkystés ir
darzininkystés instituto (LAMMC SDI) Siltnamiuose ir bandymy laukuose.
Pomidory ir pomidory produktai paruo§ti LAMMC SDI Biochemijos ir
technologijos laboratorijoje. Salutiniy pomidory perdirbimo produkty miltai
gauti i§ jmonés ,,Obipektin (Sveicarija).

2.2. Tyrimo metodai

Karotenoidy, likopeno ir jo izomery kiekybiné ir kokybiné analizé. Darbe
buvo naudojamas atvirks$¢iy faziy (AF) efertyviosios skyséiy chromatografijos
(ESC) metodas. ESC sistema sudaré ,,Waters, 2695 (JAV) chromatografas su
automatiniu dozatoriumi su 100 pl bandinio kilpa, kei¢iamo bangos ilgio dviejy
spinduliy ultravioletinés — regimosios spinduliuotés (,,Waters, 2489, UV—-Vis
detector, JAV) ir diody matricos detektorius (,,Waters, 2998“, DAD detector,
JAV), koloné¢lé, termostatuojama 25 °C temperatiiroje (,, Waters, MA 01757,
JAV). Naudota atvirkstiniy faziy C30 (5 um; 2504 mm) chromatografiné
kolonélé (YMC Europe GmbH, Vokietija) sujungta su C30 prieSkolonéle (5 pm,
10x4,0 mm, YMC Europe, Dinslaken, Vokietija). Junginiy detekcija atlikta ties
473 nm bangos ilgiu (UV-RS), o junginiai buvo indentifikuojami DAD 200
600 nm. Tekmés greitis — 0,60 ml/min. Mobiliaja faz¢ sudaré metanolis (A) ir
metil-tret-butilo eteris (B). Gradientas buvo kei¢iamas tokia tvarka: 0—5 min. 40
proc. B (60 proc. A), 50 min. 83 proc. B (17 proc. A), 55 iki 65 min. 100 proc. B
ir 75 min. 40 proc. B (60 proc. A). Méginio tiiris 10 pl. Gauti duomenys apdoroti
»Waters Empower* programa (Milfordas, JAV).



Spalvy matavimas. ,,MiniScan XE Plus“ analizatoriumi matuotos spalvy
koordinatés vienodo kontrasto spalvy erdvéje (Hunter Associates Laboratory,
Inc., Reston, Virginia, USA). Sviesos atspindZio rezimu buvo matuojami
parametrai L* a* ir b* (atitinkamai: Sviesumas, raudonumo ir geltonumo
koordinatés pagal CIEL*a*b* skale) ir apskaiciuojamas spalvos grynumas (C)
(1), tonas (%) (2) bei spalvos pokytis (4E) (3):

C — (a*Z + b*Z)l/Z’ (1)
. b*
h = arctan(;), (2)
AE = J(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)2. 3)

Karotenoidy ir likopeno ekstrakcija superkriziniais skysciais is pomidory
antriniy zaliavy. Naudotas superkrizinés CO, (SK-CO,) ekstrakcijos metodas.
Liofilizuoti pomidorai susmulkinti cikloniniu maliinu, i$sijoti per 0,2 mm dydZio
sietg ir ekstrahuoti SK-CO,. SK-CO, ekstrakcijos deriniai atlikti optimizuojant
ekstrakcijos proceso kintamyjy dydzius — ekstrakcijos temperatiira, slégj ir
ekstrakcijos trukme. Eksperimentiniy kintamyjy optimalioms vertéms nustatyti,
t.y. visam antro laipsnio statistiniam modeliui sudaryti, naudotas centriskai
kompozicinis rotatabilus planas (CKRP), o duomenys apdoroti programa
»Design-Expert 7.0%. Naudojant CKRP jvertinta proceso kintamuyjy jtaka bendrai
ekstrakto iSeigai ir jvertinta ekstrakty sudétis. Nustatytos optimalios procesy
kintamyjy vertés.

Likopeno aliejinés modelinés sistemos pagreitintomis sqlygomis tyrimas.
Buvo paruosta likopeno modeliné sistema i§ homogenizuoty pomidory masés su
homogenizatoriumi MMB 2000 UC (,,Bosch®, Vokietija) sumaisius su aliejumi
(pirmo spaudimo rapsy aliejus, Lietuva) turiniu santykiu 1:1 (laboratoriné
maisyklé ER-10, (,,VEB MLW Prufgerate”, Vokietija). MaiSymo metu (2 val.)
aplinkos salygos buvo termostatuojamos (20 + 1°C) (termostato modelis 9100,
»PolyScience”, JAV). Lipofiliné frakcija atskirta centrifuguojant (centrifuga
[PJI-1 (,,Texnokom®, Rusija). Gauti ekstraktai padalinti ir iSpilstyti
hermetiskus mégintuvélius po 2 ml ir termostatuojami atitinkamomis saglygomis
200 dieny.

Taikant efektyviaja skysciy chromatografija ir spalvy koordinaciy analizg,
tirtas likopeno, likopeno trams- bei cis-izomery ir B karoteno stabilumas
aliejinéje modelinéje sistemoje skirtingomis laikymo salygomis per 200 dieny:
ST tamsoje (3aldytuve 1 + 1 °C temperatiiroje, tamsoje), KT §viesoje (kambario
temperatiiroje — 20 + 1 °C, natiiralioje Sviesoje, kuri dienos ir nakties metu buvo
skirtinga), KT tamsoje (kambario temperatiiroje — 20 = 1 °C, tamsoje), TT UV
(termostatuojant 37 + 1 °C temperatiiroje, Sviesos Saltinis — ultravioletiné lempa)
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ir TT tamsoje (termostatuojant 37 + 1 °C temperatiiroje, tamsoje). Kontrolinis
bandinys buvo likopeno koncentracija aliejinéje modelinéje sistemoje pradzioje
eksperimento (0 dieng). Priimta, kad likopeno trans-izomery koncentracija
eksperimento pradzioje buvo 100 proc., o lokopeno cis-izomery koncentracija —
0 proc.

Fermentacijos technologijos jtaka karotenoidy isskyrimui i§ pomidory ir
pomidory Salutiniy perdirbimo produkty. Svieziy pomidory tyre, skirtingy
veisliy pomidorai (,,Cunero“ ir ,,Ronaldo) ir Salutiniy pomidory perdirbimo
produkty miltai buvo fermentuojami grynomis pieno riigsties bakterijy
kultiromis Lactobacillus sakei KTUO05-6 (L. sakei), Pediococcus acidilactici
KTUO05-7  (P. acidilactici) it Pediococcus  pentosaceus  KTUO05-8
(P. pentosaceus), kurios charakterizuojamos kaip bakteriocinus gaminancios
bakterijos, gautos i§ Kauno technologijos universiteto Maisto mokslo ir
technologijos katedros.

Fermentuoty pomidory panaudojimas maltos mésos frikadeléms papildyti
funkcionaliaisiais priedais. Pomidory milteliai gauti i§ jmonés ,,Obipektin
(Sveicarija), jie buvo fermentuojami grynomis pieno rigsties bakterijy
kultoromis (L. sakei, P. acidilactici ir P. pentosaceus). SumaiSius pomidory
miltelius (300 g) su atitinkamu vandens kiekiu ir PB kulttiros suspensijos (10 g),
inkubuojami atitinkamoje temperatirose (35 °C — P. pentosaceus, 30 °C —
L. sakei, 32 °C — P. acidilactici) 48 val. Spontaniné fermentacija vykdyta 30 °C
48 val., be iSgryninty pieno rugsties bakterijy priedo. Kiaulienos farSas pirktas
artimiausiame prekybos centre ir sumaiSytas su fermentuota pomidory frakcija
(10 ir 30 proc.). Tirtos nevirtos ir virtos (vandenyje 100 °C temperatiroje,
10 min.) frikadelés.

Pomidory sulciy ir pomidory sulciy su priedais miSiniy, papildyty
izomerizuotu likopeno ekstraktu, tyrimas. Paruosti trijy skirtingy pomidory ir
obuoliy sul¢iy misiniai 85:15, 75:25 ir 65:35 v/v (atitinkamai PomObl5proc.,
PomOb25proc., PomOb35proc.), trijy skirtingy pomidory ir morky sulciy
miSiniai  60:40, 50:50 ir 40:60 v/v  (atitinkamai = PomMor40proc.,
PomMor50proc., PomMor60proc.), ir trijy skirtingy pomidory ir kukurtizy suléiy
miSiniai ~ 85:15, 75:25 ir 65:35v/v  (atitinkamai = PomKuk15proc.,
PomKuk25proc., PomKuk35proc.). I visus sul¢iy méginius, i§skyrus kontrolinj —
pomidory sultys be priedy, buvo pridéta 5 proc. pomidory ekstraktu su cis-
likopeno izomerais. Sultys buvo homogenizuojamos ir pasterizuojamos (10 min.
esant 95 + 5 °C), tuomet iSpilstomos j 350 ml stiklinius indus. Pasterizuotos
sultys buvo uzdaromos metaliniais dangteliais ir saugomos tamsioje patalpoje,
+20 £2 °C aplinkos temperatiiroje (mazdaug 4 savaites).

Likopeno uzdegimq slopinancio aktyvumo jvertinimas Igsteliy kultirose.
Tyrimy metu naudotos peliy makrofagy J774 lastelés, suspenduotos PBS
buferyje. Vandenilio peroksido gamyba makrofagy kultiroje matuota
fluorimetriSkai (suzadinimas — 544 nm, iSspinduliavimas — 590 nm). H,0,
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koncentracija nustatyta pagal H,0O, kalibracing kreive.

Proliferacinio aktyvumo ir uzdegimo slopinamyjy savybiy vertinimas.
Proliferaciniam aktyvumui jvertinti zinomas makrofagy kiekis buvo pasétas
lékstelése. Gyvy ir negyvy lasteliy kiekis apskaiCiuotas po 24 val. lasteliy
inkubavimo su ekstraktu, naudojant $viesinj mikroskopa.

Tyrimai buvo kartoti po tris kartus, gauti rezultatai jvertinti statistiniais
metodais.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Likopeno izomery ir B karoteno kokybinés ir kiekybinés sudéties
tyrimas efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu ir metodo
validavimas

Siekiant kokybiskai ir kiekybiskai jvertinti zaliavos, ekstrakty ir
prototipiniy maisto produkty sudét] ir identifikuoti biologiskai vertingus
junginius, biitina taikyti ypa¢ atrankius Siuolaikinius analizés metodus. Todél yra
siekiama sukurti naujas analitines metodikas ir pritaikyti jas konkrecios zaliavos
bei modelinése maisto produkty sistemose esanciy biologiskai veikliy
komponenty tyrimams atlikti. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC)
metodas yra vienas i§ dazniausiai pasirenkamy metody karotenoidy ir jy
izomery, taip pat likopeno (LIK) ir B karoteno kokybinés ir kiekybinés sudéties
tyrimams atlikti. ESC metodikos suteikia galimybe analizuoti karotenoidus
Ivairiuose méginiuose, tieck zaliavoje, tick maisto produktuose, tiek sudétingose
modelinése sistemose. Taciau, atlikus iSsamig literatiiros apzvalgg, nustatyta, kad
néra ESC metody, skirty kompleksiniam individualiy likopeno izomery, ypac
skirtingy cis-izomery, indentifikavimui.

Sioje darbo dalyje i§vystyta, pritaikyta ir validuota ESC metodika, taip pat
identifikuoti skirtingi likopeno izomerai, norint ne tik istirti likopeno stabiluma ir
bendrg cis- ir trans-izomery kiekj, bet ir jvertinti susidariusiy skirtingy izomery
stabiluma (5-cis, 7-cis, 9-cis, 13-cis, 15-cis ir trans-). Chromatogramoje
identifikuoti net Sesi likopeno izomerai. Nustatyta, kad eliucijos smailé, matoma
ties 16,0 minute, yra B karotenas. DidZiausia eliucijos smailé chromatogramoje
yra frans-likopeno izomeras (i$¢jimo i§ kolonélés laikas — 44,7 min.). Pirmoji
eliucijos smailé chromatogramoje yra [5-cis-likopeno izomeras (24,7 min.), po
to matoma /3-cis izomero eliucijos smailé (29,2 min.). Tarp 36 ir 38 minuéiy
chromatogramoje matomos 9-cis ir 7-cis izomery (atitinkamai 36,1 ir 37,2 min.),
45,5 min. — 5-cis likopeno izomero eliucijos smailés (1 pav.).

Atliekant augaliniy zZaliavy ir pagaminty produkty tyrimus, biitina taikyti
optimizuotus ESC metodus ir validuoti jy metodikas, kurios leisty patikimai,
tiksliai bei atkartojamai jvertinti tiriamy ekstrakty sudétj, junginiy pasiskirstyma
ir stabilumg. ESC metodo validacija atlikta pagal Siuos pasirinktus validacijos
parametrus: specifiskuma, glauduma (precizijg), aptikimo ribg (AR), nustatymo
ribg (NR) ir tiesiSkuma.
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1 pav. Pomidory ekstrakto ESC UV-RS chromatograma: B karotenas (1), /5-cis-LIK (2),
13-cis-LIK (3), 9-cis-LIK (4), 7-cis-LIK (5), trans-LIK (6), 5-cis-LIK (7)
Kolonélé — atvirkséiy faziy YMC C30 (5 um, 250 x 4 mm) sujungta su C30 prieskolonéle
(5 pm, 10x4,0 mm). Judrios fazés sudétis: A eliuentas — 100 proc. metanolis; B —

100 proc. metil-tret-butilo eteris. Gradientas: 0—5 min. 40 proc. B (60 proc. A), 50 min.
83proc. B (17 proc. A), 55 iki 65 min. 100 proc. B ir 75 min. 40 proc. B (60 proc. A).
Tékmes greitis — 0,6 ml min™', jleidziamas tiiris — 10 pl

Metodo atrankumas, t.y. smailiy indentifikavimas ir grynumas, buvo
jvertintas palyginus anali¢iy sulaikymo laikus ir UV-RS absorbcijos spektrus su
etaloniniy junginiy sulaikymo laikais ir izomerizuoto standartinio likopeno
tirpalo  junginiy sulaikymo laikais ir spektrinémis charakteristikomis.
Identifikuoty junginiy tapatybé patvirtinta priedo metodu, | analizuojamajj
ekstrakta pridéjus etaloninio junginio, stebint smailés formos ir spektriniy
charakteristiky pokycius. Tiesiskumo tyrimai atlikti vertinant tiriamo junginio
smailés ploto pokycio priklausomybe nuo koncentracijos. Buvo sudarytos visy
anali¢iy kalibravimo grafiky regresijos lygtys ir jvertinti regresijos koeficientai
(R?), kuriy reikimés buvo artimos 1 (0,99), tai patvirtina naudojamos ESC
metodikos tiesiskumg (1 lentelé). ApskaiCiuotos tiriamyjy anali¢iy aptikimo
ribos reik§més varijavo nuo 0,22 pg ml” iki 0,41 ug ml”', o kiekinio nustatymo
ribos kito nuo 0,65 pg ml™ iki 0,83 pg ml™.

ESC metodikos glaudumui jvertinti apskaiciuotas standartiniy junginiy
tyrimo metu gaunamy rezultaty pakartojamumas ir atkuriamumas.
Pakartojamumui (analizé po analizés) apskaiciuoti atliktos SeSios trijy skirtingy
koncentracijy standartiniy miSiniy injekcijos ta paciag dieng ir apskaiciuotas
variacijos koeficientas indentifikuoty junginiy smailiy plotams. Indentifikuoty
junginiy variacijos koeficientas yra 1,47 proc. (2 lentel¢). Atkuriamumo (to
paties méginio analizé skirtingomis dienomis, diena po dienos) — po $eSias to
paties pavyzdzio injekcijas tris skirtingas dienas. Indentifikuoty junginiy
variacijos koeficientas nevirSija 2,36 proc. (2 lentel¢). Rezultaty tarpinis
preciziskumas apskaiCiuotas naudojant tris skirtingas dienas atlikty tyrimy
12



rezultatus (SeSios vidutinés koncentracijos standarty misinio analizés atliktos per
tris skirtingas dienas, i§ viso 18 tyrimy). Atlikta to paties bandinio (,,Admiro*
veislés pomidory liofilizuoty milteliy) ekstrakcija po ekstrakcijos. Ekstrakty
variacijos koeficientas 3,54 proc. smailés plotui. Gauti rezultatai, apibudinantys
i8vystytos ESC metodikos glauduma, pateikti 2 lenteléje.

1 lentelé. Identifikuoty junginiy lygtys, regresijos koeficientai, nustatymo ir aptikimo
ribos

a b TiesisSkumo
Junginys ( Af{ ol ¢ Nf{ ) intervalas Kalibracine¢ kreive R’
Hg/m pg/m (ug/ml)
trans- _ 4 3
. 0,23 0,71 0,625-100 | y=6,53x10%+2,57x10°> | 0,999
likopenas
trans-beta | o) 0,83 0,625-100 | y=5,43x10%+2,67x10° | 0,998
karotenas
15-cis- 0,22 0,65 0,625-100 | y=6,53x10%+2,57x10° | 0,999
likopenas
13-cis- 0,31 0,70 0,625-100 | y=6,53x10%+2,57x10° | 0,999
likopenas
9-cis- 0,25 0,67 0,625-100 | y=6,53x10%+2,57x10° | 0,999
likopenas
J-cis- 0,27 0,71 0,625-100 | y=6,53x10"x+2,57x10° | 0,999
likopenas
J-cis- 0,28 0,68 0,625-100 | y=6,53x10"x+2,57x10°> | 0,999
likopenas

AR — aptikimo riba, "NR — nustatymo riba, “R? — regresijos koeficientas

2 lentelé. ESC metodo glaudumo parametry reikSmés

Smailiy ploty variacijos koeficientas (%) identifikuoty junginiy
Junginys Analizé po analizés® | Diena po dienos® Ekstrakcya 130
ekstrakcijos
trans-likopenas | 1,20 1,95 2,91
trans-beta 1,47 2,36 3,54
karotenas
“Pakartojamumas
®Atkuriamumas

“Tarpinis preciziskumas

Apibendrinant iSvystytos ESC metodikos validacijos rezultatus, galima
teigti, kad iSvystyta metodika yra tinkama pomidory, pomidory ekstrakty,
pomidory prototipiniy produkty bei pomidory modelinése sistemose likopeno ir
likopeno izomery kokybinés ir kiekybinés sudéties analizei atlikti. Gautos
validacijos parametry (glaudumo, tiesiSkumo ir atrankumo) vertés patvirtina
metodikos tinkamumg analizuoti likopeng, likopeno izomerus ir B karotena. Si
metodika taikyta tolimesniuose tyrimuose.
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3.2. Lipofilinés frakcijos i§ pomidory Salutiniy perdirbimo produkty
ekstrakcijos superkriziniu anglies dvideginiu parametru optimizavimas ir
ekstrakty sudéties jvertinimas

Dideliu kiekiu funkcionaliyjy ingredienty pasiZymi augaliniai produktai,
kuriy potencialas maisto pramonéje nepakankamai efektyviai iSnaudojamas.
Vieni i§ tokiy yra Salutiniai pomidory perdirbimo produktai (zZievelés, séklos,
gyslos ir nedidelé¢ dalis mink$timo), nes juose yra didelis kiekis funkcionaliyjy
ingredienty — karotenoidy, i§ kuriy itin svarbus yra likopenas. Vienas i§ galimy
didelés vertés gamtinés kilmés medziagy biorafinavimo biuidy yra superkriziné
ekstrakcija naudojant anglies dvideginj (SK-CO,), nes jis fiziologiskai
nekenksmingas zmogaus organizmui, ekologiskai saugus naudoti, nedegus,
pasizymi dideliu selektyvumu ir difuzija, tankis panasus j skysCiy, lengvai
pasalinamas i§ galutinio produkto. Koncentruoty karotenoidy didelés vertés
frakeijy i$skyrimas i§ Salutiniy pomidory perdirbimo produkty, optimizuojant
technologinius ekstrakcijos parametrus, yra svarbus siekiant sukurti tradicinius
maisto produktus su didesniu likopeno cis-izomeru kiekiu, siekiant suteikti
gaminiams funkcionaligsias savybes. Literattiros duomenimis, yra atlikta tyrimy
siekiant iSgauti likopeng i§ Salutiniy pomidory perdirbimo produkty, ta¢iau néra
moksliniy duomeny, leidzianéiy optimizuoti ir padidinti cis-likopeno izomery
iSeigg iSgautose frakcijose naudojant SK-CO,.

Sios darbo dalies tikslas yra optimizuoti lipofilinés frakcijos, i§gautos i3
pomidory Salutiniy perdirbimo produkty, superkrizinés ekstrakcijos anglies
dvideginiu pagrindinius parametrus (temperatiira, slégj, ekstrakcijos trukme),
siekiant gauti didziausig ekstrakto iSeigg ir likopeno cis-izomery iSeigg ekstrakte.
SK-CO, ekstrakcijos sglygoms optimizuoti naudotas centriSkai kompozicinis
rotatabilus planas (CKRP), kuriame trys kintamieji (temperatira, slégis,
ekstrakcijos trukmé) kito penkiais lygiais (3 lentelé). Lipofilinés frakcijai i§
pomidory Salutiniy perdirbimo produkty ekstrahuoti naudotos pomidory
i$spaudos, liofilizuotos ir sumaltos, kuriose daleliy dydis <0,2 mm. CO, srautas
buvo stabilus (330 ml min™).

3 lentelé. Ekstrakcijos kintamieji ir jy vertés

Eksperimentiniai faktoriai Simboliai Kintamuyjy lygiai
-1,682 -1 0 1 1,682
Ekstrakcijos temperatiira (°C) T 26,36 40 60 80 93,64
Ekstrakeijos slégis (MPa) P 8,07 20 375 55 66,93
Ekstrakcijos trukmé (min.) t 79,09 120 180 240 280,91

* Kintamyjy lygiai: +1,682, -1,682 didziausios ir maziausios a§inés plano vertés, 0 — plano centrinés
vertés, -1, +1 — pasirinkty ekstremumy faktorinés vertés
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Optimizuotos lipofilinés

frakcijos,

iSgautos

i§ pomidory

Salutiniy

perdirbimo produkty, superkrizinés ekstrakcijos anglies dvideginiu salygos.
Lipofilinés frakcijos (oleorezino, Y.,) iSeiga i§ Salutiniy pomidory perdirbimo
produkty optimaliomis ekstrakcijos salygomis (temperatira 73,9°C; slégis
53,7 MPa ir ekstrakcijos trukmé 155 min.) buvo 251,2 g/lkg SM, t.y. 78 proc.
visos ekstrakcijos iSeigos, gautos naudojant tradicing ekstrakcija Soksleto
aparatu. O cis-likopeno izomery (Yi,,m) optimalios ekstrakcijos salygos buvo:
temperatiira 52 °C; slégis 55 MPa ir ekstrakcijos trukmé 180 min. Tokiomis
salygomis gauta cis-likopeno izomery oleorezine iSeiga sudaré 62 proc. bendro
likopeno kiekio oleorezine. Dominuojantys geometriniai cis-likopeno izomerai

oleorezine buvo 9-cis ir 5-cis.

Trimatis atsako pavirSiaus grafikas, vaizduojantis ekstrakcijos slégio,
temperatiiros ir trukmés jtaka cis-likopeno izomery iSeigai iSgautose frakcijose i§

Salutiniy pomidory perdirbimo produkty, pavaizduotas 2 paveiksle.
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2 pav. Trimatis atsako pavirSiaus grafikas, vaizduojantis temperatiiros ir slégio itaka,
esant ekstrakcijos trukmei 180 min. (A); laiko ir slégio, esant temperatiirai 60 °C (B);
ekstrakcijos trukmés ir temperatiiros, esant slégiui 37,5 MPa (C), jtaka cis-likopeno
iSeigai oleorezine

Antro laipsnio regresijos lygties kintamieji ir koreliacijos koeficientai (7,
P, 1) nusako skirtingy ekstrakcijos parametry ir jy saveikos jtaka tikslinio
produkto iseigai (4 ir 5):

Yoeor (0leorezino iseiga,g/kg) = 198,82 +4540T + 26,99 P +
994t+1525TP +203Tt—18Pt—7,64T?—1591P?—-457t> (4)

Yiom (cis—likopeno izomery iseiga,g/kg) = 71,50 — 11,83 T +
486P +214t+284TP+0,094Tt+0,049 Pt —11,17 T? + 1,96 P% +
0,005 t2 3)

Slégis ir temperatiira ekstrakcijos metu turéjo didziausig teigiama jtaka
oleorezino iSeigai (p<0,001), o laiko jtaka buvo mazesné (p<0,05). Slégio ir
temperatiiros jtaka ekstrakcijos metu turéjo didziausig jtaka (p<0,05) cis-
likopeno izomery iSeigai. Slégis ir temperatiira lemia tirpiklio tankj: didinant
slégj, tankis ir ekstrahavimo geba didéja; didinant temperatiirg, didéja tirpinamos
medziagos gary slégis, taiau mazéja tirpiklio tankis ir lipofiliniy medziagy
tirpinimo geba. Remiantis determinacijos koeficientu (R2(Y0100)=0,98 ir
R2( Yo1e0)=0,96), modelis atitinka eksperimentinius duomentis.

Sioje dalyje gauti duomenys apie likopeno ekstrahavima superkritiniais
skysciais yra naudingi perdirbant Salutinius pomidory produktus, ir §is procesas
gali biiti pagrindas kuriant racionalias, aplinka tausojancias, netermines,
beatliekines perdirbimo technologijas, kuriy metu siekiama iSgauti didelés vertés
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biologiskai veiklius komponentus. Pomidory Salutiniy zaliavy biorafinavimas
prisideda prie tvariy gamybos technologijy kiirimo, kai atsiranda galimybé i$
Salutiniy pomidory perdirbimo produkty iSgauti vertingas frakcijas ir sukurti
funkcionaliuosius didelés pridétinés vertés maisto produktus ir papildus su
didesniu cis-likopeno izomery kiekiu.

3.3. Likopeno aliejinéje modelinéje sistemoje pagreitintomis laikymo
salygomis stabilumo ir izomerizacijos tyrimas

Literatiiroje teigiama, kad biologiskai veikliy komponenty sudétis ir jy
biologinis pasisavinamumas, perdirbant pomidorus i pomidory produktus ir
naudojant skirtingus technologiniy parametry rezimus, kei€iasi. Yra duomeny
apie karotenoidy stabilumg pomidory perdirbimo metu, taciau vis dar triiksta
ziniy apie skirtingy technologiniy parametry ir jy saveikos jtaka skirtingy
karotenoidy izomery stabilumui ilgalaikio maisto produkty saugojimo metu.

Sioje darbo dalyje tirti likopeno stabilumas ir izomerizacija alijinéje
modelinéje sistemoje pagreitintomis laikymo salygomis. Taikant efektyviaja
skyséiy chromatografija ir spalvy koordinadiy analize, tirtas bendras likopeno,
likopeno trans- bei cis-izomery ir 3 karoteno stabilumas bandiniuose, laikytuose
200 dieny skirtingomis salygomis (ST tamsoje, KT $viesoje, KT tamsoje, TT
tamsoje, TT UV).

Tyrimo rezultatai parodé, kad likopeno stabiluma aliejinéje modelinéje
sistemoje kompleksiskai veiké laikymo salygos (temperatiira nuo +1 iki +37 °C
ir skirtinga ap$vita nuo 0 iki 2500 Lux). Pagreitintomis laikymo salygomis buvo
nustatyta, kad vyksta izomerizacija i$ frans- i cis-likopeno izomerus ir likopeno
skilimas.

Trans-likopeno izomerai izomerizavosi | cis-likopeno izomerus, kuriy
koncentracija per 200 dieny padidéjo ST tamsoje, KT tamsoje ir TT tamsoje,
iSskyrus KT Sviesoje ir TT UV bandiniuose, kuriuose skilimo procesas buvo
greitesnis nei izomerizacijos, atitinkamai po 154 ir 63 dieny. Daugiau nei
45 proc. bendra cis-likopeno izomery koncentracija aliejinéje modelinéje
sistemoje padidéjo laikant bandinius 37 °C temperatiiroje (TT tamsoje méginys)
(3 pav.). Maziausias poveikis izomerizacijos ir skilimo procesui buvo +1 °C
tamsoje (ST tamsoje) (3 pav.).
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— ST tamsoje
/3 KT $viesoje
N KT tamsoje
Em TT tamsoje
B 1T UV

Procentiné koncentracija, %

0 7 14 21 28 42 63 91 119 154 200
Trukmé, dienos

3 pav. Bendras cis-likopeno izomery koncentracijos pokytis per 200 dieny skirtingomis
laikymo salygomis

Bendras likopeno koncentracijos pokytis aliejin¢je modelinéje sistemoje
tirtas jvertinant kinetinius duomenis laikymo metu (4 pav.). Likopeno stabilumo
aliejin¢je modelinéje sistemoje reakcijos greic¢io konstanta (k) atitinka pirmo
laipsnio reakcijos kinetinj modelj. Reakcijos greicio konstanta apibiidina bendros
likopeno koncentracijos sumazéjimag (g ml'l) 0,009, 0,015, 0,010, 0,014 ir 0,024
veikiant skirtingai apgvitai ir skirtingai temperatiirai (atitinkamai ST tamsoje, KT
Sviesoje, KT tamsoje, TT tamsoje ir TT UV) aliejinéje modelinéje sistemoje.
DidZiausia bendro likopeno pokyc¢io reakcijos greicio konstanta (k=0,0243) buvo
nustatyta TT UV bandinyje (4 pav.). 4 pav. matome, kad eksperimentiniai taskai
issidéste tiesiskai, o regresijos koeficientai (R?) svyruoja nuo 0,89 iki 0,95
laikant KT $viesoje, KT tamsoje ir TT tamsoje, priesingai nei laikant ST tamsoje
ir TT UV, kur R yra lygus atitinkamai 0,85 ir 0,87.

Reakcijos greicio konstanty reik§més gali svyruoti dél daugelio priezaséiy.
Literatiroje yra teigiama, kad likopeno koncentracijos pokytis maisto
modelinése sistemose gali kisti kompleksiskai ir priklausomai nuo kity sistemoje
esanCiy komponenty. Taip pat buvo tiriamas B karoteno stabilumas aliejingje
modelinéje sistemoje. [ karotenas buvo daug stabilesnis aliejin¢je modelinéje
sistemoje, jo skilimo grei¢io konstantos buvo 0,0007; 0,0045; 0,0006; 0,0012 ir
0,0065 pg-ml', veikiant skirtingai apgvitai ir skirtingoms temperatiiroms
(atitinkamai ST tamsoje, KT $viesoje, KT tamsoje, TT tamsoje ir TT UV)
aliejinéje modelingje sistemoje.

Buvo matuotas ir tirtas spalvos pokytis likopeno aliejingje modelinéje
sistemoje skirtingomis pagreitintomis laikymo salygomis per 200 dieny.
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Didziausias apskai¢iuotas bendras spalvos pokytis (AE) buvo TT tamsoje (21,7),
0 maziausias — ST tamsoje (0,81).

y=-0,0149x+ 3,041 y=-0,01x+3,3753 y=-0,142x +3,3157
R?=0,9109 R?=0,8899 R?=0,9474

y=-0,0099x + 3,4218 |y =-0,0243x +2,9717
R?=0,8518 R?=0,8744

4.0
© KT sviesoje

BKT tamsoje

X ATT tamsoje
= x ST tamsje
2.0 \ AN ?\ eTT UV
0 * R
A
0.0 T T T )

In (C,) bendra likopeno koncentracija, pg/ml

0 50 100 150 200
Trukmé, dienos

4 pav. Pirmojo laipsnio bendros likopeno koncentracijos logaritmo (/n C,) priklausomybé
nuo reakcijos trukmeés

Pastaba. Pateikiami trijy skirtingy ekstrakty ESC rezultaty vidurkiai; Ca — bendra likopeno
koncentracija

Likopenas aliejinéje modelinéje sistemoje stabiliausias buvo +1°C
temperatiiroje tamsoje. Likopenas aliejinéje modelingje sistemoje buvo jautresnis
aplinkos veiksniams, palyginti su [ karotenu. Aliejinés modelinés sistemos
spalvy pokyti po 200 dieny galimai nulémé susiformave likopeno cis-izomerai ir
likopeno skilimas, kuris, kaip manoma, lémé aliejinés modelinés sistemos
spalvos pokycius skirtingomis laikymo salygomis. Spalvos pokyti galima buvo
pastebéti ir vizualiai.

3.4. Fermentacijos pieno riigsties bakterijomis jtakos likopenui pomidory
modelinése sistemose tyrimas

Siame darbo etape buvo tiriama skirtingy i$gryninty pienarfigités bakterijy
(Lactobacillus sakei KTUQ05-6, Pediococcus acidilactici KTUOQ5-7, Pediococcus

pentosaceus KTU05-8) jtaka likopeno ir kity karotenoidy iSgavai. Likopeno ir B
karoteno iSgava i$ nefermentuoty ir fermentuoty pomidory pateikta 5 paveiksle.
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Didziausia iSgava, gauta fermentuojant su Lactobacillus sakei (vidurkis
5,7 mg/100 g), rasta ,Ronaldo” veislés pomidory tyréje. Fermentacijos su
pastarosiomis bakterijomis padidino karotenoidy iSgava iki 1,5 karto, palyginti
su nefermentuotais pomidorais (5 pav.). I§ literatiros duomeny yra zinoma, kad,
fermentuojant augaling matrica, padidéja biologiskai veikliy junginiy iSgava.

7 BXontrol¢ BPp OPq MLs OSF

o =~ N W b~ 00 N
"

w, mg /100 g DW

B karotenas Likopenas B karotenas Likopenas

CUNERO RONALDO

Bandiniy pavadinimai

5 pav. [ karoteno ir likopeno iSgava i$ nefermentuoty ir fermentuoty pomidory su
skirtingomis pienartig§tés bakterijomis

Bandiniai: kontrolé — nefermentuota pomidory tyré; pomidory tyré, fermentuota su: Pp — P.
pentosaceus, Pa — P. acidilactici, Ls — L. sakei; SF — spontaniné fermentacija

Tirta fermentacijos jtaka karotenoidy iSgavai i§ pomidory Salutiniy
perdirbimo produkty (Salutiniy pomidory perdirbimo produkty miltai (PM)).
Didziausia bendra karotenoidy iSgava gauta PM fermentuojant L. sacei
pienariig§tés bakterijomis (88,2 mg/100g), maziausia — nefermentuotuose PM
(43,2 mg/100g) (6 pav.). Vertinant gautus tyrimo rezultatus galima teigti, kad
fermentacija turi jtakos karotenoidy iSgavai i§ pomidory ir Salutiniy pomidory
perdirbimo produkty. Nustatyta, kad spalvy koordinatés koreliuoja su bendru
karotenoidy kiekiu (6 pav.).

Dideliu kiekiu funkcionaliyjy ingredienty pasizymi augaliniai produktai.
Kuriant maisto produktus, kurivose gyvininiai biologiSkai vertingi baltymingi
produktai derinami su funkcionaliaisiais — augaliniais, galima pasiekti gery
rezultaty, atitinkanciy vartotojy lukesCius (biologiskai veikliy medZziagy
potencialas maisto pramonéje nepakankamai efektyviai iSnaudojamas). Vieni i$
tokiy produkty galéty biiti pomidorai ir jy Salutiniai perdirbimo produktai, nes
juose yra randama vertingy funkcionaliyjy ingredienty — karotenoidy, i§ kuriy
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itin svarbus yra likopenas. Sioje darbo dalyje buvo siekiama maltos mésos
pusgaminius  papildyti  funkcionaliaisiais  ingredientais (fermentuotomis
pomidory frakcijomis). Fermentuotais pomidory miltais (PM) buvo papildyti
maltos mésos pusgaminiai (MMP) ir jvertintas likopeno ir [ karoteno
koncentracijos pokytis pries ir po terminio apdorojimo. Taip pat buvo jvertintos
juslinés MMP savybés.
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S22 15 0 2 E
§>10- L
> —zo*é
< 5 - | | L G
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/=3 C3e* E@p* CIh° —O0— B karotenas —M— Likopenas

6 pav. Spalvy charakteristikos ir karotenoidy kiekis nefermentuoty (PM) ir fermentuoty
pomidory milteliuose. SF — spontaniné fermentacija, Pp — fermentuota su P. pentosaceus,
Ls — fermentuota su L. sakei

MMP receptiiroje buvo pasirinktas 10 ir 30 proc. fermentuoty PM priedas.
Taciau, vertinant technologines savybes, buvo pastebéta, kad 30 proc. priedas
buvo per didelis ir sukélé nepageidaujamy galutinio gaminio savybiy
(pusgaminis buvo sunkiai formuojamas, birus po terminio apdorojimo). Buvo
tiriama likopeno ir B karoteno koncentracija po terminio apdorojimo (verdant
vandenyje 100 °C 10 min). Didziausia likopeno koncentracija po terminio
apdorojimo buvo nustatyta MMP su 30 proc. PM, fermentuoty L. Sakei bakterijy
kultiiromis, priedu (8,79 mg/100g), o su 10 proc. priedu buvo 2,74 mg/100 g.
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7 pav. Likopeno ir § karoteno koncentracijos pokyc¢iai termiskai apdorotos maltos mésos
pusgaminiuose, papildytuose funkcionaliaisiais fermentuotais pomidory Salutiniy
perdirbimo produkty miltais (su 10 ir 30 proc. priedais)

Maltoje kiaulienoje 10 proc. fermentuoty pomidory produkty priedas
pagerino spalvos priimtinuma ir padidino galutinio produkto maisting verte, ir tai
neturéjo jtakos vartotojams priimtino skonio savybéms. Remiantis gautais tyrimo
rezultatais galima teigti, kad maltos mésos pusgaminiams papildyti
funkcionaliaisiais  ingredientais geriausiai naudoti pomidory miltelius,
fermentuotus iSgrynintomis Lactobacillus sakei pienartigstés bakterijomis.

3.5. Pomidory sul¢iy ir pomidory sul¢iy su priedais miSiniy, papildyty
izomerizuotu likopeno ekstraktu, tyrimas

Darzoviy sultys yra patrauklus kasdien vartojamas produktas, jose gausu
jvairiy biologiskai veikliy junginiy. Dazniausiai vienos riiSies darZoviy sultys
nepasizymi patraukliomis juslinémis savybémis. Derinant skirtingy darzoviy
rusiy sultis su vaisiy sultimis, gaunami patraukliis juslinémis, biocheminémis ir
mikrobiologinémis savybémis pasizymintys produktai. Pomidory produktai vis
populiaresni tampa dél moksliniy iSvady, kad likopenas turi teigiama poveikj
sveikatai. Buvo tiriama pomidory sul€iy ir pomidory sul€iy su priedais miSiniai,
papildyti likopeno cis-izomery ekstraktu.
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4 lentelé. Bendras likopeno (LIK) ir likopeno izomery bei 3 karoteno (8 KAR) kiekis
pomidory ir pomidory suléiy misiniuose su likopeno cis-izomery ekstrakto priedu

Koncentracija mg/100 ml sul¢iy

Bandiniai B KAR trans-LIK E’l";ng;aKs Bendras LIK
li";rtir;’éi 0.96+0,030b,c  7,57+0,125b 037£0,031a  7,94+0,024a
PomObIS%  093:0,106h 9,670,123 12,6740,040h  22,34+0,026g
PomOb25%  0,74£0,135g  8,61+0,096d 1127:0,047F  19,88+0,051c
PomOb35%  0,63:0,127F  7,04£0,077a 9,16£0,057b  16,21£0,036b
PomMord0%  4,67£0,014c  9,68+0,075¢ 12,3740,020g  22,05:0,237f
PomMorS0% 42200154 8,23+0,074c 10,96:0,015¢  19,1940,025d
PomMor60%  6,95£0,007a 7,100,129 9,5440,040c  16,64+0,031c
PomKukl5%  1,17£0,047c  11,19+0,076g 14,46:0,030]  25,65:0,151i
PomKuk25%  0,980,015b,c  10,10+0,108f 12,95£0,0500  23,05:0,040h
PomKuk35%  0,75£0,026ab  849+0,101cd 10,8140,035d  19,300,100d

Skirtingomis raidémis pazyméti vidurkiai stulpelivose statistiskai reikSmingai skiriasi,
kai p <0,05

Pirmiausia buvo itirtas karotenoidy kiekis pomidory suléiy ir pomidory
sul¢iy su priedais misiniuose, papildytuose likopeno cis-izomery ekstraktu.
Pradinése pomidory sultyse be priedy vidutiné likopeno koncentracija buvo
7,94 mg 100 ml”, o cis-likopeno izomerai sudaré tik 4,7 proc. bendro likopeno
kiekio. Pradinis B karoteno kiekis kontroliniame méginyje buvo 0,96 mg
100 ml™". Likopeno ekstrakto priedas suléiy miginiuose smarkiai padidino bendra
likopeno kiekj galutiniame produkte, o ypaé cis-likopeno izomery kiekj (4
lentelé). Likopeno kiekis pomidory sulé¢iy miSiniuose svyravo nuo 486,27 iki
769,35 mg 100 ml™, atitinkamai méginiuose PomOb35proc. ir PomKuk15proc.
Maziausia likopeno ir jo izomery koncentracija nustatyta sulCiy miSiniuose,
kuriuose obuoliy, morky ir kukurtizy sultys sudaré didziausig procentinj kiekj.
Pomidory ir morky sultyse buvo didziausias 3 karoteno kiekis, palyginti su
kontrole, nuo 4,4 iki 7,2 karto. Kaip teigiama literatliroje, sultys su dideliu
B karoteno kiekiu padidina likopeno pasisavinamuma. DidZziausiu cis-likopeno
kiekiu pasizyméjo pomidory-kukuriizy sultys, kuriose pomidory sultys sudaré
85 proc. bendro sulciy kiekio, bendras cis-likopeno kiekis buvo apie 433 mg
100 ml™" (4 lentele).

Pomidory sul¢iy ir pomidory sulCiy su priedais miSiniy, papildyty
likopeno ekstraktu, galimi skoniniy savybiy skirtumai buvo jvertinti
welektroniniu liezuviu®, kuris matuoja bendra sukuriama signalg bandinio
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virSerdvéje. Gauti matavimai apdoroti statistiniais-matematiniais metodais, Siuo
atveju duomenys pateikti principinés komponenty analizés (PKA) budu.
Nustatyta, kad $iuo metodu tirty sul¢iy méginiai buvo atskirti ] atskiras labiau
panasiy sulCiy grupes, taciau grupéje keletas bandiniy iSsidésté labai arti vienas
kito (8 pav.).
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8 pav. Pomidory sul¢iy ir sul¢iy miSiniy, papildyty izomerizuotu likopeno ekstraktu,
principinés komponenty analizés (PKA) diagrama

Degustuojant (duomenys nepateikti) geriausiomis skoninémis savybémis
pasiZzyméjo pomidory ir obuoliy sul¢iy misinys, kuriame obuoliy sul¢iy kiekis
buvo 35 proc., taip pat patraukliomis juslinémis savybémis pasizyméjo pomidory
ir morky sul¢iy misinys, kuriame morky sultys sudaré 40 proc.

3.6. Likopeno antioksidacinio ir proliferacinio aktyvumo lasteliy kultuirose
tyrimas

Naudodami eksperimentinj modelj, tyréme likopeno poveikj peliy
makrofagy J774 lasteliy kultirai. Pasirinktos likopeno koncentracijos atitinka
likopeno koncentracijas, nustatytas plazmoje (jvairiy autoriy duomenimis, jos
yra nuo 0,2 iki 1,5 uM). Ankstesni tyrimai parodé, kad, makrofagy radikaly
generacijai suzadinti pasirinkus forbolio miristato acetata (PMA), jis tiesiogiai
aktyvuoja proteinkinazg C, dél to aktyvuojamos NADPH oksidazeés ir sukeliamas
oksidacinio streso proverzis. NADPH oksidaziy generuojamas didelis
reaktyviyjy deguonies rusiy kiekis dalyvauja jvairiuose uzdegimo procesuose.
Tyrimai parodé, kad tokiame modelyje likopenas (0,2 uM) 11 proc. sumaZina
vandenilio peroksido susidaryma, o didesné koncentracija (1,2 uM) — apie
43 proc. (9 pav.).
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9 pav. Likopeno poveikis (netiesioginis) vandenilio peroksido generacijai makrofagy
J774 lasteliy kultiiroje

Tiesioginiais tyrimais nustatyta, kad likopenas (0,2 uM ir 1,2 pM) slopina
vandenilio peroksido gamyba 15-18 proc., o didesnés nei nustatytos Zmogaus
plazmoje koncentracijos (7 puM) skatina vandenilio peroksido generacija net
20 proc. (10 pav.). Taigi, apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad
likopenas gali veikti NADPH oksidazés aktyvumg ir daryti jtaka su tuo susijusiai
reaktyviy deguonies junginiy generacijai ir turéti uzdegima slopinanciy savybiy,
kadangi NADPH oksidaziy generuojami aktyvieji deguonies junginiai dalyvauja
jvairiuose uzdegimo procesuose. Rezultatai rodo, kad poveikis priklauso nuo
likopeno koncentracijos.

Norédami istirti likopeno poveik] véziniy lgsteliy gyvybingumui,
pasirinkome ziurkiy glioblastomos C6 Iasteles. Glioblastoma yra viena i§
agresyviausiy ir dazniausiai pasitaikanciy gliomos (piktybiniy smegeny naviky)
formy. Tikslios glioblastomos atsiradimo priezastys néra zinomos, ta¢iau auglio
vystymasi gali nulemti ir jonizuojamoji spinduliuoté, elektromagnetinis laukas,
infekcijos ir kitos nenustatytos priezastys. IStyre likopeno (0,05-2,4 uM) poveikj
glioblastomos Igsteléms, nustatéme, kad, esant tirtoms koncentracijoms,
slopinamas $iy lasteliy gyvybingumas 20—42 proc. (11 pav.). Maziausig poveikj
turéjo 0,05 uM likopeno, o didziausig (-42 proc.) — 2,4 uM likopeno.

Tyrimai parode, kad likopenas glioblastomos lastelése skatina aktyviy
deguonies formy susidaryma ir slopina Siy lasteliy gyvybinguma. O makrofagy
kultiroje NADPH oksidaziy nulemta aktyviy deguonies formy generacija
skatinama, ir tai gali buti siejama su likopeno uzdegimo slopinamuoju poveikiu.
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11 pav. Likopeno poveikis zZiurkiy glioblastomos lasteliy gyvybingumui (MTT testas)

Apibendrinus in vitro tyrimus, eksperimentiniai duomenys parodé, kad
tiriamas izomerizuotas likopeno ekstraktas (priklausomai nuo likopeno
koncentracijos) mazina vandenilio peroksido gamyba J774 makrofagy kulttiroje
dél tiesioginio suri§imo ir galimo poveikio NADPH oksidazei. Gauti rezultatai
parod¢, kad koncentruotas cis-likopeno izomerais (60 proc.) ekstraktas pasizymi
citotoksiniu efektyvumu Ziurkiy glioblastomos C6 lgsteléms. Likopeno
izomerizuoti ekstraktai (su 60 proc. cis-izomery) gali biiti vartojami kaip maisto
priedai ar maisto papildai, turintys uzdegimo slopinamajj ir antiproliferacinj
poveiki Zmogaus sveikatai.
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ISVADOS

1. ISvystytas ir pritaikytas bei validuotas efektyviosios skyséiy
chromatografijos metodas (ESC) likopeno, likopeno trans-, cis-izomery (5-cis;
7-cis; 9-cis; 13-cis; 15-cis) ir B karoteno kokybinei ir kiekybinei sudéciai
ivertinti pomidoruose, pomidory produktuose ir kompleksiniuose miSiniuose su
pomidorais. Gauti ESC metodo validacijos parametry jverciai patvirtina taikytos
sistemos jautruma, glaudumg ir tiesiSkumg. Geriausios chromatografinés salygos
buvo pasiektos su atvirks¢iy faziy C30 kolonéle (5 um, 250 x 4,6 mm),
metanolio/metil-tret-butilo eterio miSinio gradientine eliucija (tékmés greitis
0,60 ml min™"), junginiy detekcija vykdyta ties 473 nm bangos ilgiu.

2. Optimalios superkrizinés eskstrakcijos salygos siekiant iSgauti
didziausig oleorezino kiekj i§ pomidory Salutiniy perdirbimo produkty buvo:
slégis 53,7 MPa, 73,9 °C temperatira ir ekstrakcijos trukmé 155 min., o
optimalios salygos cis-likopeno izomerams iSgauti oleorezine buvo: slégis
55 MPa, temperatiira 52 °C, ekstrakcijos trukmé 180 min. Oleorezino iSeiga i$
Salutiniy pomidory perdirbimo produkty optimaliomis ekstrakcijos salygomis
buvo 251,2 g/lkg SM. Dominuojantys geometriniai cis-likopeno izomerai
oleorezine buvo 9-cis ir 5-cis. Bendra cis-likopeno izomery koncentracija SK-
CO, ekstrakte sudaré 62 proc. bendro likopeno kiekio oleorezine. Tai parodé,
kad technologiniai parametrai gali biiti pakei¢iami taip, kad buty padidinta
cis-likopeno izomery iSeiga galutiniame produkte.

3. Nustatyta, kad likopeno stabilumg aliejinéje modelingje sistemoje
kompleksiskai veiké laikymo salygos (temperatiira nuo +1 iki +37 °C ir skirtinga
apSvita nuo 0 iki 2500 Lux). Pagreitintomis salygomis buvo nustatyta
izomerizacija i§ trans- 1 cis-likopeno izomerus ir likopeno skilimas. Likopeno
izomerizacijos laipsnis padidéjo esant 37 °C temperatiirai, susiformavus
5 indentifikuotiems cis-likopeno izomerams (5-cis, 7-cis, 9-cis, 13-cis ir 15-cis),
o trans-likopeno skilimas padidéjo veikiant UV ap$vitai. Labiausiai kito 5-cis-
likopeno koncentracija (nuo 0 iki 7,29 mgml"') pagreitintomis salygomis,
palyginti su kitais likopeno izomerais (7-cis, 9-cis, 13-cis ir 15-cis). Didziausias
likopeno stabilumas buvo nustatytas +1 °C tamsoje.

4. Nustatyta, kad augalinés matricos fermentacija su iSgrynintomis
pienartig§tés bakterijomis (Lactobacillus sakei KTUO05-6, Pediococcus
acidilactici  KTUO05-7, Pediococcus pentosaceus KTUO05-8) daro jtaka
karotenoidy (ypac¢ likopeno) iSgavai. Likopeno iSgava i§ Salutiniy pomidory
perdirbimo produkty padidéja (daugiau nei 37 proc.) fermentuojant Lactobacillus
sakei KTU05-6 pienartgstes bakterijomis.
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5. Izomerizuoto likopeno ekstrakto (5 proc.) priedas pomidory suléiy
miSiniuose ir fermentuoty pomidory frakcijy maltos mésos produktuose padidina
likopeno, ypa¢ cis-likopeno izomery, koncentracija galutiniame produkte, ir tai
padidina funkcionaligsias produkto savybes:

a) priimtiniausiomis skoninémis savybémis pasizyméjo pomidory ir
obuoliy sul¢iy miSinys (su 35 proc. obuoliy suléiy) bei pomidory ir morky sul¢iy
miSinys (su 40 proc. morky sul¢iy) su didesne cis-likopeno izomery
koncentracija.

b) maltoje kiaulienoje 10 proc. fermentuoty pomidory produkty priedas
pagerino spalvos priimtinuma ir padidino galutinio produkto maisting verte, ir tai
nedaré jtakos vartotojams priimtino skonio savybéms.

6. Izomerizuotas likopeno ekstraktas (60 proc. cis-izomery nuo bendros
likopeno koncentracijos) slopina reaktyviy deguonies formy gamyba ir
glioblastomos Igsteliy augimg. Vandenilio peroksido generacija J774 makrofagy
kulttiroje veikiant izomerizuotu likopeno ekstraktu sumazéja 43 proc., o ziurkiy
C6 glioblastomos lasteliy gyvybingumas sumazéja 42 proc. Koncentruoti
likopeno izomerizuoti ekstraktai gali biiti vartojami kaip maisto priedai ar maisto
papildai, turintys uzdegimo slopinamajj ir antiproliferacinj poveikj.
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Lycopene in tomatoes and tomato products: stability and isomerisation
during processing and storage

ABSTRACT

Nowadays food is not intended to only satisfy hunger but also to prevent
nutrition-related diseases and improve optimal wellness of the consumers. The
advances in understanding the relationship between nutrition and health have
resulted in the development and increased the demand of functional foods. Many
research studies have demonstrated a significant link between the regular intake
of phytochemicals (e.g. carotenoids, polyphenols, phytosterols) and the
prevention of certain diseases, such as cancer, arthritis, diabetes and
cardiovascular complications. Carotenoids are naturally occurring plant pigments
that are responsible for the colours of different red, green, yellow and orange
fruits and vegetables. While the most studied carotenoid is beta-carotene, other
carotenoids, such as lycopene, are now receiving much attention due to their
higher antioxidant activity and organ-specific functionality compared to beta-
carotene. Carotenoids, including the red-coloured lycopene, cannot be
synthesized by humans and, therefore, have to be obtained from food sources or
in a form of dietary supplements.

Lycopene is narrowly distributed in foods. It is predominantly found in
tomatoes and tomato products, therefore these fruits and tomato-based products
contribute a significant amount of lycopene to the human diet. More than 80% of
tomatoes grown worldwide are processed into products such as tomato juice,
paste, puree, ketchup, sauce and salsa. Lycopene is important mainly due to its
beneficial properties for human health. Lycopene exhibits antioxidant, anti-
inflammatory and anticarcinogenic properties. High antioxidant activity of
lycopene results from its polyene structure with 11 conjugated double bonds. In
order to exert its health effects, lycopene has to be absorbed into the blood
stream and reach its site of action. In the fluids and tissues of the human body,
25-70 % of lycopene is found in the form of various cis-isomers. It is indicated
that the biological potency of cis-lycopene isomers is different from that of the
all-trans form.

Based on the literature data, cis-lycopene isomers have a stronger in vitro
antioxidant activity than the all-trans form. Therefore, cis-lycopene isomers are
regarded as offering potentially better health benefits than the trans-isomers.

In fresh, red-coloured tomatoes all-trans-lycopene contains 94-96% of the
total lycopene content. All-trans-lycopene is thermodynamically the most stable
form. During exposure to thermoenergy, oxygen and light, lycopene can undergo
isomerisation and degradation. Isomerisation converts all-trans-isomers to cis-
isomers and increases the biological properties of lycopene. The opinion is that
bioaccessibility and bioavailability of nutrients are more relevant for the
nutritional value of foods than the nutrient concentration. However, the actual
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health-related benefits of lycopene strongly depend on its bioaccessibility, i.e.,
the fraction of lycopene that could be released from the food matrix and made
available for intestinal absorption.

The determination of the degree of lycopene isomerisation and stability
during processing and storage would provide a measure of the potential health
benefits of tomato-based foods. It is known that the absorption of consumed
lycopene reaches only 10% (in some cases can increase up to 30%).
Furthermore, lycopene absorption from fresh tomatoes is lower than from
processed products (tomato paste or sauce). The technological processing (the
effects of temperature, pressure, light, duration, etc.) of tomatoes may enhance
the transformation of lycopene from frans- to cis-isomers. There are other factors
that affect the process of lycopene absorption. For example, consuming fat with
a lycopene-containing meal increases its absorption efficiency.

The industrial processing of tomatoes into tomato products generates large
amounts of by-products (peel, pulp and seeds). These by-products create major
disposal problems for the industry in terms of costs and potential negative impact
on the environment, but they also represent a promising, low-cost source of
carotenoids (primarily lycopene) which may be used in the end-products because
of their favourable nutritional and technological properties. The main problem
for the extraction of tomato by-products is the preparation of tomato by-products
matrix. The recovery of lycopene and other carotenoids from tomato by-products
is not straightforward, as it is revealed by the low extraction yields achievable
with traditional solvent extraction procedures and new extraction methods, such
as supercritical carbon dioxide extraction. For this reason, additional
pretreatment of the tomato by-products could be used prior to the extraction. One
of the possibilities to enhance the extraction of carotenoids could be fermentation
of the plant matrix. Fermentation of the plant matrix with starter cultures reduces
plant cell integrity, which improves solvent penetration and lycopene dissolution.
Fermentation may increase the extraction yield of lycopene and other
carotenoids.

The use of concentrated carotenoid extracts from tomato by-products in
traditional foods may improve the functional properties of the product while
increasing the efficiency of the industrial processing of tomatoes.

Aim and tasks of the work

The aim of this work is to evaluate the effect of different processing
technologies and technological parameters on lycopene in tomatoes and tomato
products, its stability and possible isomerisation during processing and storage.

The following objectives are raised to achieve the aim:

1. To develop a high performance liquid chromatography method for
qualitative and quantitative analysis of lycopene and lycopene trans- and cis-
isomers in tomatoes, tomato products and different isolated fractions.
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2. To determine the optimal conditions (temperature, pressure, extraction
time) for the extraction of non-polar fraction from tomato by-products using SC-
CO, and to test the optimised extraction parameters in order to determine the
total extraction yield and concentration of cis-isomers in the isolated fractions.

3. To evaluate the interaction of different technological parameters on
lycopene stability and isomerisation grade in different food model systems
during storage.

4. To assess the effect of fermentation with lactic acid bacteria on the
recovery of carotenoids from tomatoes and tomato by-products.

5. To evaluate the application possibilities of fermented tomato fraction
and lycopene-rich extract for food purposes by assessing their effect on various
characteristics of ready-to-cook minced meat products and different juice blends.

6. To assess anti-inflammatory and anti-proliferative properties of the
extract with isomerised lycopene.

Scientific novelty

The following scientific novelty was achieved by fulfilling the above-
listed tasks:

1. An HPLC method suitable for the separation and quantitative
determination of lycopene and its trans- and cis-isomers (5-cis, 7-cis; 9-cis; 13-
cis; 15-cis) was developed and validated for the first time.

2. The SC-CO, extraction of tomato by-products was optimized for the
isolation of non-polar fraction rich in lycopene cis- isomers.

3. The effect of fermentation with lactic acid bacteria on the recovery of
carotenoids from tomatoes and tomato processing by-products was studied for
the first time.

4. The anti-inflammatory and anti-proliferative properties of extract with
isomerised lycopene were investigated for the first time.

Practical significance of the research

The data obtained in this study may be useful for understanding the
combination of the technological process factors which influence the liberation
and extraction of lycopene and other carotenoids from tomatoes and tomato by-
products, as well as the factors which affect the stability and isomerisation of
lycopene during processing and storage. The knowledge regarding lycopene
extraction, stability and isomerisation might be helpful for the development and
production of lycopene cis-isomers-rich preparations and to manufacture foods
or their ingredients with enhanced levels of bioaccessible carotenoids.

The data regarding supercritical fluid extraction of lycopene could be
useful for the valorisation of tomato by-products, and could serve as the basis for
creating rational technology to isolate high-value biologically active components
thus improving the efficiency of industrial tomato processing.
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The knowledge about tomato fermentation process with lactic acid
bacteria may be useful for developing new functional foods or their ingredients.

The knowledge regarding anti-inflammatory and anti-proliferative
properties of isomerised lycopene extract could be useful for developing food
supplements or preparations with improved beneficial effects on the human
health.

The SC-CO, extract from tomato by-products with cis-isomers (60%) has
found direct application in the cosmetic industry. The tomato-based juice blends
fortified with isomerised lycopene extract have industrial applications.

Approbation of the work

The results of the research are presented in 4 scientific publications,
corresponding to the main list of the Clarivate Analytical Web of Science
database, and in 2 scientific articles in journals in other international scientific
information databases. A part of the results has been published by a global
publisher in three book chapters (InTech publications).

The results of the research have also been presented at 8 international
scientific conferences, 1 international congress and 1 symposium (14
presentations).

Structure and outline of the dissertation

The results of the research are presented in 4 scientific publications,
corresponding to the main list of the Clarivate Analytical Web of Science
database, and in 2 scientific articles in journals in other international scientific
information databases. A part of the results has been published by a global
publisher in three book chapters (InTech publications).

The results of the research have also been presented at 8 international
scientific conferences, 1 international congress and 1 symposium (14
presentations).

Statements presented for the defence

1. A combination of different technological process parameters (extraction
time, temperature, pressure) could be modified to increase the concentration of
the cis-lycopene isomers in the final product by improving product functionality.

2. The lycopene-rich preparations could be applied as pharmacological
agents possessing anti-inflammatory and anti-proliferative activities.
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Conclusions

1. High performance liquid chromatography method for the qualitative and
quantitative analysis of lycopene and lycopene trans- and cis-isomers (5-cis; 7-
cis;, 9-cis; 13-cis; 15-cis) in tomatoes, tomato products and different isolated
fractions from tomatoes was developed and validated with respect to precision,
linearity and selectivity, and confirms the value of the methodology to analyse
lycopene, lycopene isomers and [-carotene. The best chromatographic
conditions were obtained with the RP-C30 (5pum, 250x4.6 mm) column,
MeOH/TBME mobile phase gradient (flow rate 0.60 mL/min), at 473 nm
detection.

2. The optimum parameters for the extraction of oleoresin from tomato by-
products include 53.7 MPa pressure, 73.9 °C temperature and 155 min time,
whereas the optimal extraction parameters of cis-lycopene isomers are 55 MPa
pressure, 52 °C temperature and extraction time 180 min. The total oleoresin
yield of tomato by-products was 251.2 g/kg DW. The dominant geometrical
lycopene isomers in the extract are 9-cis and 5-cis. The total content of cis-
lycopene isomers in the SC-CO, extract was 62% of the total lycopene content,
showing that the SC-CO, extraction parameters could be modified to increase the
concentration of cis-lycopene isomers in the extract.

3. The storage conditions (temperature from +1 to +37) and different light
irradiation (200-2500 Lux) affects the stability of lycopene in tomato-based food
model system. The frans-cis isomerization and trans-lycopene degradation
occurred during the accelerated shelf-life storage. The isomerization rate of
lycopene significantly increases at 37 °C causing the formation of 6 identified
lycopene cis-isomers (5-cis, 7-cis, 9-cis, 13-cis and 15-cis), whereas trans-
lycopene degradation in a tomato-based food model system increases with UV
irradiation. The content of 5-cis-isomer increases the most significantly (from 0
to 7.29 mg/mL) during shelf-life storage compared to other lycopene isomers (7-
cis, 9-cis, 13-cis and 15-cis). The highest stability of lycopene was observed at
+1 °C in absence of light.

4. The fermentation of tomato by-products with selected lactic acid
bacteria (Lactobacillus sakei KTUO05-6, Pediococcus acidilactici KTUO0S5-7,
Pediococcus pentosaceus KTUO05-8) affects the recovery of total carotenoids
(especially lycopene) from the plant matrix. The recovery of lycopene from
tomato by-products is most significantly increased (up to 37 %) by the lactic acid
fermentation with recognized as safe Lactobacillus sakei KTU(0S5-6.

5. The added extract (5%) with isomerised lycopene in the juice blends
and fermented tomato fractions in minced meat products increases the content of
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lycopene and, especially, the percentage of its cis-isomers, thus improving
functional properties of the products:

a) the tomato-apple juice blend (35% apple juice) and tomato-carrot juice
blend (40% carrot juice) with increased cis-lycopene content had the most
acceptable taste.

b) the addition of 10% of fermented tomato products to minced pork meat
improves the colour and enhances the nutritional value of the final product
without compromising the consumers’ acceptance. The content of lycopene in
the prepared minced meat products was 2.2 and 2.6 mg/100 g (product with
Lactobacillus sakei KTUO05-6 and Pediococcus pentosaceus KTU05-8 fermented
tomato fraction, respectively).

6. The extract of isomerised lycopene (60% cis-isomers from the total
content of lycopene) decrease generation of reactive oxygene species and
viability of glioblastoma cells. The extract of isomerised lycopene
decrease production of hydrogen peroxide by 43% in a J774 macrophages
culture and decrease the viability of rat glioblastoma C6 cells by 42%. The
concentrated extracts of isomerised lycopene could be applied as
pharmacological agents possessing anti-inflammatory and anti-proliferative
activities.
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