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Santrauka

Probiotinés bakterijos naudojamos funkciniy maisto produkty, farmacijos produkty gamyboje bei
kosmetikoje. Jie atlicka svarby vaidmenj palaikant gerg Zmoniy sveikatg. Siekiant uZtikrinti nauda
sveikatai, probiotikai turéty islikti gyvybingi produkto laikymo metu ir/ar virSkinimo trakte.
Dauguma atlikty tyrimy parodé, kad nejkapsulivoty ar jmobilizuoty probiotiniy bakterijy
gyvybingumas produktuose yra mazas. Todél tiriamojo darbo uzduotis buvo pirmiausia pagaminti
stabilias daugianares emulsijas V1i/A/V2 su probiotiku ir prebiotiku V1 fazéje, su augaliniu ekstraktu
A fazéje ir natrio alginatu V> fazéje. Tada i$ stabiliy emulsijy gauti polisacharidines kapsules jas
tinklinant kalcio chlorido tirpale. Taip pat jvertinti probiotiky atsipalaidavimg i§ kapsuliy bei
daugianariy emulsijy imituotomis vir§kinimo saglygomis in vitro.

Tyriamojo darbo metu buvo vertinama trijy skirtingy emulsikliy (Tween 80, Span 80, Lecitinas) bei
ju koncentracijy jtakg vienasluoksniy vanduo-aliejuje (V/A), aliejus-vandenyje (A/V) emulsijy bei
daugianariy vanduo-aliejuje-vandenyje (V/A/V) emulsijy stabilumui. Emulsijy stabilumas
vertinamas pagal ja sudaranCiy faziy atsiskyrimg laikant jas statinémis (laikymo) salygomis.
Nustatyta, kad stabilios A/V emulsijos susidaro naudojant 0,5 % Tween 80, 0,5 % Tween 80 +
leciting, 2 % lecitino arba 5 % Span 80 emulsiklius esant aliejaus-vandens santykiui 6:4. Taciau esant
aliejaus-vandens santykiui 7:3 stabilios emulsijos gautos tik su 0,5 % Tween 80, 0,5 % Tween 80 +
Span 80 ir 10 % Span 80 emulsikliais. Istyrus V/A emulsijy stabiluma, nustatyta, kad tik su 5 % ir 10
% Tween 80 + lecitino emulsikliais susidaro stabilios emulsijos esant vandens-aliejaus santykiui 6:4,
0 pakeitus vandens-aliejaus santykj j 7:3 stabiliy emulsijy nesusidaro.

Kitame tyrimy etape buvo gaminamos daugianarés emulsijos i§ gauty stabiliy V/A (5 % ir 10 %
Tween 80 + lecitinu) emulsijy. Pagamintos daugianarés emulsijos tarpusavyje skyrési skirtinga natrio
alginato koncentracija (1 % ir 2 %) V- fazé¢je. Istyrus daugianariy Vi/A/V2 emulsijy stabiluma,
nustatyta, kad stabilios daugianarés emulsijos susidaro su 2 % alginato priedu iSorinéje V2 fazéje.
Todél j jas buvo jkapsuliuotos probiotinés bakterijos kartu su prebiotiku ir augaliniu ekstraktu. Pries
tai buvo vertinamas probiotiniy bakterijy gyvybingumas po 48 val. kartu su skirtingais keturiais
prebiotikais (inulinas, trehalozé, manitolis, gliukomananas), norint nustatyti, kurj prebiotika
pasirinkti jkapsuliavimui. Nustatyta, kad geriausiai bakterijos iSgyvena su manitoliu bei trehaloze.

Tolimesniuose tyrimuose buvo jvertintas probiotiky gyvybingumas imituotose in vitro vir§kinimo
salygose tiriant nejkapsuliuoty (kontrolé) ir jkapsuliuoty Lactobacillus plantarum bakterijy skaiciy
skirtingose virskinimo fazése. Nustatyta, kad po imituoto in vitro virskinimo, bakterijos iSgyvena
geriau, kai jos yra jkapsuliuotos. Tada jos gali biiti pristatytos i tiksling vieta, tai yra zmogaus Zarnyna.
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Summary

Probiotic bacteria are used in the production of functional foods, pharmaceuticals and cosmetics.
They play an important role in maintaining good human health. To ensure health benefits, probiotics
should remain viable during storage and/or in the gastrointestinal tract. Most studies have shown that
the non-encapsulated or immobilized probiotic bacteria have low viability in products. Therefore, the
task of the study was to produce stable multiple emulsions V1i/A/V> with probiotic and prebiotic in
phase V1, with plant extract in phase A and sodium alginate in phase V2. Then obtain polysaccharide
capsules from the stable emulsions by meshing them in calcium chloride solution. Also, the release
of probiotics from capsules and multiple emulsions in simulated digestive conditions in vitro was also
evaluated.

During the research work, the influence of three different emulsifiers (Tween 80, Span 80, Lecithin)
and their concentrations on single-layer water-in-oil (V/A), oil-in-water (A/V) emulsions and
multiple water-in-oil-in-water (V1/A/V2) emulsions stability. The stability of the emulsions is
evaluated by the separation of the phases forming it in static (storage) conditions. Stable A/V
emulsions were found to be formed using 0,5 % Tween 80, 0,5 % Tween 80 + lecithin, 2 % lecithin
or 5 % Span 80 emulsifiers at 6:4 oil/water ratio. However, in the oil-to-water ratio, 7:3 stable
emulsions were obtained only with 0,5 % Tween 80, 0,5 % Tween 80 + Span 80 and 10 % Span 80
emulsifiers. The stability of V/A emulsions has been shown to be stable only with 5 % and 10 %
Tween 80 + lecithin emulsions to form a water-to-oil ratio of 6:4, and water-to-oil ratio of 7:3
produces no stable emulsions.

At the next stage of the study, multiple emulsions were produced from the resulting stable V/A (5 %
and 10 % Tween 80 + lecithin) emulsions. Different concentrations of sodium alginate (1 % and 2
%) in the V2 phase differed between the produced emulsions. The stability of multiple emulsion
V1/A/V, was found to result in stable multiple emulsions with 2 % alginate additive in the outer phase
V.. Therefore, they were encapsulated with probiotic bacteria along with prebiotics and plant extract.
Prior to that, the viability of probiotic bacteria was assessed after 48 hours with four different
prebiotics (inulin, trehalose, mannitol, glucomannan) to determine which prebiotic to choose for
encapsulation. Bacteria have been found to be best suited for mannitol and trehalose.

Further studies assessed the viability of probiotics in simulated in vitro digestive conditions by
uncontrolled (control) and encapsulated Lactobacillus plantarum bacteria at different digestive
stages. It has been found that after the simulated in vitro digestion, bacteria survive better when they
are encapsulated. Then they can be delivered to the target site, that is, the human intestine.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
Santrumpos:
% — procentai
°C — laipsniai pagal Celcijy
min. — minuté
ml — mililitrai
pm - mikrometrai
A/V — aliejus vandenyje tipo emulsija
V/A — vanduo aliejuje tipo emulsija
t.y — tai yra
pvz. — pavyzdZiui
pH — vandenilio jony (H*) koncentracijos matas
Pa-s — paskaliai per sekude
pav. — paveikslas
rpm — (angl. revolutions per minute) apsisukimai per minutg
HLB — hidrofilinis—lipofilinis balansas
p — statistinio reikSmingumo rodmuo
pH — vandenilio potencialas
KT — kambario temperatiira
PS — peroksidy skaicius
Span 80 — sorbitano monooleatas
Tween 80 — polioksietilen(20)-sorbitano monooleatas
HOM — homogenizatorius
MM — magnetiné¢ maisykle
Terminai:
Emulsija — dviejy nesimaiSanéiy skysciy dispersiné sistema.

Emulsiklis — medziaga, kuri padeda susidaryti dviejy nesimaisanciy tarpusavyje skys¢iy emulsijai ir
ja stabilizuoja.
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Ivadas

Zmogaus Zarnyne yra trilijonai mikroby (bendrai vadinami mikrobiotais arba mikrobiomais), kurie
atlicka svarby vaidmenj zmoniy sveikatai. Atliekant savo funkcijas jie reguliuoja jvairius
fiziologinius procesus, jskaitant energijos ir riebaly metabolizma, imuninés sistemos vystymasis,
siekia uzkirsti kelig patogeny invazijai ir kolonizacijai. Dabar gerai zinoma, kad daugelis l1étiniy ligy,
tokiy kaip nutukimas, 2 tipo diabetas ir uzdegiminés zarnyno ligos yra susijusios su mikrobiotos
disbioze [1].

Per pastaruosius 20 mety didéja susidoméjimas probiotiniy bakterijy vaidmeniu Zmoniy sveikatai.
Probiotikai — gyvi mikroorganizmai, kuriuos vartojant reikiamais kiekias gali suteikti naudos
Zmogaus organizmui. Susij¢ su probiotikais yra prebiotikai, kurie yra nevirS§kinami angliavandeniai
ir jie selektyviai skatina probiotiky augimg. Probiotiky ir prebiotiky kompleksas sudaro simbiotikus.

Dél Sios priezasties pramonés Sakos sutelké démesj | Siy probiotiniy bakterijy panaudojima ir kuria
naujos kartos ,,sveikuoliskus“ maisto produktus. Tac¢iau tyrimai rodo, kad bakterijy gyvybingumas
Zymiai sumaZz¢ja, kai patenka j skrandZio-Zarnyno trakta. Siekiant uztikrinti naudg sveikatai, turéty
buti tam tikras gyvybingy probiotiniy bakterijy skaicius per visg produkto laikymo laikg, ir islikti
virsSkinimo trakte. Daugelis prane$imy parodé, kad probiotiniy bakterijy iSlikimas yra prastas
produkty, kuriuose yra laisvos probiotininés lgstelés [2]. Todél atsirado poreikis surasti biidg, kaip
apsaugoti probiotikus nuo jas nepalankiai veikianc¢iy sglygy, kad vir§kinimo metu jy reikiamas kiekis
pasiekty zarnyna.

Pastaruoju metu, mokslingje literatiiroje didelis démesys yra skiriamas daugianaréms emulsijoms,
kurios naudojamos kaip vandenyje tirpiy bioaktyviy medziagy perne$éjos, gebancios jas apsaugoti
nuo nepalankiy aplinkos sglygy ir atpalaiduoti jas tada, kai to reikia. Emulsija — sudétinga dispersiné
sistema, sudaryta i§ mazy vandens laSeliy su bioaktyviu junginiu (V1), tolygiai paskirstyty
didesniuose aliejaus laseliuose (A), kurie yra pasiskirste iSoringje vandeninéje fazéje (V2). Aprasyta
daug sékmingy eksperimenty, kuriy metu j tokias emulsijas jkapsuliuojami junginiai isliko aktyvis,
o lastelés — gyvybingos net vir§kinimo metu [3].

Norint tinkamai apsaugoti jkapsuliuotas probiotines bakterijas, svarbu yra padidinti daugianariy
emulsijy stabilumg. Pastebéta, kad jvairiy polisacharidy panaudojimas vidinéje Vi ir iSorinéje V>
fazéje leidzia pagaminti gerokai stabilesnes emulsijas bei padidinti probiotiky jkapsuliavimo
efektyvuma. Si daugianaré emulsija la§inama j kalcio chlorido tirpalg sudaré kapsules, kuriose
probiotikai sekmingai i§gyveno laikymo metu. Taip pat skirtingas tinklinimo laikas veiké skirtingai
bakterijy gyvybingumg. Nustatyta, kad ilgesnis tinklinimo laikas uztikrina didesnj bakterijy skaiciy
kapsulése laikymo metu.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas

Naudojant skirtingus emulsiklius bei prebiotikus pagaminti stabilias daugianares emulsijas su
Lactobacillus plantarum bakterijomis ir saltalankiy (Hippophae rhamnoides) CO; ekstraktu ir jas
ikapsuliuoti j alginato kapsules.

Darbo uzdaviniai

1.

Pagaminti stabilias vienasluoksnes ir daugianares emulsijas su skirtingais emulsikliais (Tween
80, Span 80, lecitinas), polimerais (Guargum 5000, Thixogum, celiuliozé) su jy skirtingomis
koncentracijomis (0,5 %, 1 %, 2 %, 5 % ir 10 %) ir jvertinti jy stabiluma.

[vertinti daugianariy emulsijy reologines savybes.

Nustatyti Saltalankio CO ekstrakto jtakg daugianariy emulsijy oksidacijai, nustatant peroksidy
skaiciy.

Ikapsuliuoti probiotikus j daugianares emulsijas kartu su prebiotikais bei augaliniu ekstraktu ir
jvertinti jkapsuliavimo efektyvuma.

Nustatyti probiotiky gyvybingumg kartu su prebiotikais ir augaliniu ekstraktu daugianarése
emulsijose bei kapsulése.

Ivertinti daugianariy emulsijy, kapsuliy virSkinamumg ir jkapsuliuoty probiotiky aktyvuma
virskinimo metu in vitro sglygomis.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Probiotinés bakterijos

Probiotikus XX amziaus pradzioje, pirmasis iSsamiai tyrin¢jo Rusijos mokslininkas, Nobelio
premijos laureatas Ilja Mecnikovas, dirbgs Pastero institute, Paryziuje. I. Meénikovas pirmasis
pastebéjo, jog kai kuriuose maisto produktuose (riigpienyje ir kt.) esantys mikroorganizmai gali biiti
naudingi Zmogui, nes normalizuoja zarnyno mikroflorg — padeda pasalinti bloguosius, kenksmingus
mikroorganizmus ir juos pakei¢ia geraisiais. Kai kurios bakterijos atrastos dar anks¢iau nei XX
amziaus pradzioje, taiau nebuvo zinoma, kad jos gali turéti naudos sveikatai [4].

Sveiko suaugusio zmogaus zarnyne Bifidobacteria genties bakterijos sudaro iki 25 %, 0 su maistu
patenkantys oligosacharidai yra kaip maisto Saltinis $ioms bakterijoms augti ir vystytis.
Oligosacharidai, kaip sunkiai virSkinamos maisto medZiagos, pasieke storajag zarng, i§ dalies
fermentuojami ] keleta metabolity. Fermentacijos metu susidaro vandenilis, anglies dioksidas,
metanas ir kitos dujos bei trumpyjy grandiniy riebaly riigitys — acto, propiono bei sviesto. Siy riigi¢iy
kiekio padidéjimas sumazina Zarnyno pH. Mazas pH gali uzkirsti kelig potencialiai zalingos
mikrofloros augimui [5].

Yra zinomas keletas mechanizmy kaip probiotinés bakterijos gali turéti teigiamg poveikj. Kai kurios
bakterijos gali i$skirti medZziagas, naikinanc¢ias mikroorganizmus (antimikrobines medziagas), kitos
— dé¢l maistiniy medziagy arba dél adhezijos vietos zarnyno sienelése (su Zarnyno sieneliy
receptoriais) konkuruoja su patogeninémis bakterijomis ir, galiausiai, kai kurios bakterijos, galimai,
skatina imuninés sistemos veiklg [6].

D¢l jy naudos sveikatai probiotikai naudojami maisto, farmacijos ir kosmetikos pramong¢je, taip pat
ir zemés tikio sektoriuose. Pastaraisiais deSimtmeciais $ios bakterijos vis placiau naudojamos jogurty
ir fermentuoty pieno produkty gamyboje. Norint pagerinti zmogaus sveikatg, koreguojama
vir§kinamojo trakto veikla ir mikroorganizmy sistema. Populiaréja moksliniais tyrimais pagrijsta
koncepcija, kad tinkama Zarnyno mikroflora bei jos palaikymas gali apsaugoti nuo vir§kinimo jo
trakto sutrikimy, jskaitant virSkinamojo trakto infekcijas, uzdegimines zarnyno ligas ir netgi vézj.
Probiotiniy bakterijy naudojimas skatina pageidaujamy mikroorganizmy augimg, konkuruoja su
potencialiai kenksmingais mikroorganizmais varZydamiesi dél vietos ir maisto medziagy
virskinamajame trakte. Zarnyno epitelis pasidengia plonu sluoksniu naudingyjy bakterijy, kurios
konkuruoja su patogeninémis bakterijomis, taip trukdydamos joms prisitvirtinti ir daugintis
virSkinamajame trakte. Taip pat stiprina imuning¢ sistema, gerina zarnyno peristaltikg ir apsaugo ja
nuo infekeijy [7].

Zmogaus Zarnyne yra daugiau nei 400 rasiy bakterijy. Viename grame storyjy Zarny turinio gyvena
10-1000 milijardy bakterijy. Sudétingoje biocenozéje kiekviena bakterijy rusis atlieka tam tikra
vaidmenj, o jy santykis turi jtakos sveikatai. Priklausomai nuo to, kokios rii§ys dominuoja, priklauso
ir misy sveikata. Paprastai vietinés bakterijos taip gerai prisitaikiusios prie esamy salygy, kad
svetimos bakterijos turi labai maZzai galimybiy ¢ia apsistoti. Neseniai patekusios bakterijos
dazniausiai pasalinamos kartu su zarnyno turiniu [8].

Probiotiky apibiidinimui, jy funkciniy savybiy Zmoniy bei gyviiny organizmuose apibrézimui buvo
naudojamos jvairiausios sagvokos. Tac¢iau 2002 m. Pasaulio sveikatos organizacija kartu su Jungtiniy
Tauty maisto ir zemés Ukio organizacija (angl. WHO/FAO) yra paskelbusios oficialy probiotiky
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apibrézima: ,,Probiotikai — tai gyvi mikroorganizmai, kurie, vartojami tinkamais kiekiais, naudingi
vartotojo sveikatai® [9]. Sios bakterijos sacharolitinés (skaido cukrus), gramteigiamos, lazdelés arba
rutulinés formos (kokai) ir gyvena storojoje zarnoje. Kad probiotikas teikty nauda sveikatai, svarbu,
kad jis biity gyvybingas bei bty Zinomas jo Kiekis vartojimo momentu. Probiotikai praranda savo
gyvybinguma, kai patenka j skrandj, ten praeidami pro zema skrandzio pH [10].

Pieno rugsties bakterijos, kurios gali buti naudojamos kaip probiotikai turi atitikti Siuos kriterijus:

— daryti teigiama poveikj Seimininko Igsteléms;

— adhezija prie zarnyno epiteliniy audiniy;

— biti nepatogeniskos ir nekancerogeniskos;

— eliminuoti patogenus arba sumazinti jy jsisavinimo galimybes;
— gaminti organines riigStis, vandenilio peroksida ir bekteriocinus;
— gaminti antimikrobines medziagas;

— gebeti i8laikyti gyvybingumg ir stabiluma;

— turi bati atsparios technologiniams procesams;

— teigiamai veikti Zmogaus imuning sistemg [11, 12].

Probiotikai gali gydyti ir palengvinti Zmogaus organizme pasireiskusius klinikinius simptomus. Sios
probiotinés bakterijos palengvina $iuos simptomus ir apsaugo nuo Viduriavimo, gastroenterito,
dirgliosios Zarnos sindromo ir uzdegiminés Zarnyno ligos (pvz., Krono liga ir opinis kolitas), vézio,
depresijos, nepakankamo laktazés virskinimo, ktdikiy alergijos, kepeny ligy [11].

Dazniausiai probiotiky veikimas supaprastinamas ir daznai jvardijamas, kaip teikiantis naudg zarnyno
mikrobiotos balanso atktrimui. Taciau, jy veikimas kur kas sudétingesnis. Nustatyta, kad kiekvienas
mikroorganizmas gali turéti tik jam biidingg veikimo mechanizmg. Pla¢iausiai moksliniuose
tyrimuose tyrinétos pienariigités bakterijos: laktobacilos ir bifidobakterijos. Sios bakterijos gamina
pieno, acto ir propiono riigstis, kurios sumazina zarnyno pH, taip pat slopina patogeniniy bakterijy
augima [13].

Probiotiky poveikio veiksmingumas priklauso nuo jy tvirto prikibimo zmogaus zarnyne ir jy
kolonizacijos. Sis mechanizmas dar tiriamas, ta¢iau nustatyta, kad L. plantarum299v turi specifing
manozés adhezija, dél kurios bakterijos laikosi prie Zmogaus Zarnyno lgsteliy. Kai probiotikai
prikimba prie lagsteles, vyksta jvairlis biologiniai veiksniai, kurie pirmiausia apima citokiny ir
chemokiny iSsiskyrimg. Tada jie atliecka antring veiklg, stimuliuoja gleiving ir imunitetg [14]. 1
lenteléje yra pateikti probiotiky veikimo mechanizmai, jvertinant probiotiky poveik].

1 lentelé. Probiotiky veikimo mechanizmas [13]

Poveikis Mechanizmas

Mazina zarnyno pH

ISskiria baktericidinius baltymus

Slopina patogenines enterines bakterijas
Kolonizuoja $eimininko organizma

Blokuoja epitelinius rySius

Gamina trumpy grandiniy riebaly ragstis

Pagerina epitelio ir gleivinés barjerines savybes | Pagerina gleiviy gamyba

Padidina barjero vientisuma
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Poveikis Mechanizmas

Padidina IL-10 (interleukinas-10) ir TGF-3
(tranformuojantis augimo faktorius-f3) ir mazina TNF-a.

Modifikuoja imunologinj reguliavima (naviko nekrozés faktorius-o/)

Padidina imunoglobino A gamyba

Perdirbant ir saugant maisto produktus, probiotiniai mikroorganizmai gali buti veikiami auksta
temperatiira, zemu pH, dideliu osmosiniu slégiu ir dideliu deguonies kiekiu. Sie veiksniai gali turéti
zalingg poveikj probiotikams. Probiotiniy bakterijy gyvybinguma taip pat veikia skrandZzio rtgstys ir
tulzies druska [15]. Probiotiniy bakterijy teigiamas poveikis atsiranda, kai tinkamas $iy gyvybingy
bakterijy kiekis patenka ] Zarnyng, taCiau paminéta tai, kad turi iSgyventi anksCiau minétus
nepalankius aplinkos veiksnius. Kad biity pasiekiama probiotiky nauda turi biti suvartojamas
minimalus probiotiky biologinés vertés (MBV) indeksas. Tarptautiné pieno federacija (angl. IDF)
rekomenduoja, kad $is indeksas turéty biiti daugiau arba lygus 107 ksv/g [16].

Probiotikai gali paskatinti bei pagreitinti virSkinamajame trakte metabolinius procesus, kurie
teigiamai veikia organizmo sveikata. Dazniausiai probiotikus sudaro Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Pediococcus ir Streptococcus genciy bakterijy kamienai. Probiotiky mikroogranizmai
pateikti 2 lenteléje [5].

2 lentelé. Mikroorganizmai, kurie naudojami kaip probiotikai [5]

Gentis Lactobacillus Bifidobacterium Enteroccocus Streptococcus
Bakterijy L. acidophilus B. bifidum Ent. faecalis S. cremoris
risis L. casei B. adolescentis Ent. faecium S. salivarius
L. delbrueckii B. animalis S. diacetylactis
L. cellobiosus B. infatis S. intermedius
L. curvatus B. thermophilum
L. plantarum B. longum
L. fermentum
L. brevis
L. reuteri
L. lactis

Lactobacillus reuteri

L. reuteri yra gramteigiama, heterofermentaciné bakterija ( 1 pav.) ir yra laikoma viena i§ nedaugelio
Lactobacillus rasiy, kurios nustatomos zmonése ir gyviinuose. Dabar yra pagrindzian¢iy jrodymy,
kad pasirinktos L. reuteri padermés turi probiotiniy savybiy ir gali suteikti naudos jy Seimininky
sveikatai [17]. Si bakterija gamina stiprig mazos molekulinés masés ne peptidine antimikrobing
medziaga (B-hidroksipropionaldehida arba reutering) anaerobinio glicerolio metabolizmo metu.
Reuterinas turi platy aktyvumo spektra tiek pries gramteigiamas, tiek pries gramneigiamas bakterijas
[18].
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1 pav. L. reuteri [18]

Siy bakterijy suteikiamas teigiamas poveikis Zmonéms — sutrumpina rotaviruso sukelta viduriavima
vaikams, gydo vaiky iminj viduriavima, Sios padermés bakterijos yra saugios ir gerai toleruojamos
ZIV uzsikrétusiems zmonéms. L. reuteri priklauso maZiausiai $esios padermes, i§skirtos i§ raugo.

-----

Daugelis L. reuteri padermiy yra atsparios zemam pH ir tulzies druskoms. Manoma, kad S§is
atsparumas 18 dalies priklausonuo jy gebé¢jimo sudaryti biopléveles [19].

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum (2 pav.) yra placiai paplites Lactobacillus genties atstovas ir sudaro vieng
didziausig pieno riigSties bakterijy genoma, dazniausiai randamas daugybéje fermentuoty maisto
produkty, taip pat yra seilése (i§ kuriy jis buvo pirma kartg iSskirtas) [20]. Tai vienos i§ labiausiai
universaliy pieno riigSciy bakterijy riiSiy, kurios vidutiniskai toleruoja riigst, vykdo fakultatyvinj
heterofermentinj metabolizmg ir yra vertinama kaip saugi bakterija. Atsizvelgiant j tai, kelios L.
plantarum padermés maisto produktuose naudojamos kaip probiotikai [21]. L. plantarum geba augti
pladiose temperatiiry ribose — nuo 15 iki 45 °C ir pH gali svyruoti tarp 3,2 ir 8,8 [20].

2 pav. L. plantarum [22]

L. plantarum apima L. plantarum var. plantarum, L. plantarum var. argentoratensis, Lactobacillus
paraplantarum ir Lactobacillus pentosus. Sios riiSys ir porasiai randami daugelyje maisto produkty
(pienas, mésa, darzovés). L. plantarum paprastai randama zmogaus virskinimo trakte, kas jrodo, jog
§i rtsis iSgyvena nepalankias Sglygas ir kolonizuoja zarnyna [7].
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1.2. Prebiotikai

Prebiotikai yra funkciniai maisto komponentai, kurie nattiraliai yra augaliniuose maisto produktuose
arba sintetinami gamyboje, fermentinio cukraus konversijos metu. Sie junginiai yra angliavandeniy
strukt@iros, Kurie Zzmogaus arba gyviino organizme neskaidomi, nes néra atitinkamy fermenty. Jie
nesihidrolizuoja ir nepasisavinami plonosiose Zarnose, todél nepakitusios formos pasiekia storgja
7arng. Cia juos skaido mikroflora, kuri yra zarnose. Tai bifidobakterijos, gaminangios fermenta
hidrolaze, o jy skilimo produktus CO; ir organines riigstis panaudoja kaip energijos Saltinj. Prebiotikai
turi jtakos tam tikry mikroorganizmy paplitimui bei teigiamai veikia makroorganizma, todél juos
galima vadinti probiotiky stimuliatoriais [23].

Siuo metu pladiausiai naudojami prebiotikai yra nevirskinami oligosacharidai ir polisacharidai. Ne
visi nevirS§kinami oligosacharidai yra priskiriami prebiotikams — jie turi atitikti kelis pagrindinius
reikalavimus: turi biiti atspariis virSkinamojo trakto riigStingumui ir hidrolizei; biiti fermentuojami
zarnyno mikroorganizmy ir selektyviai stimuliuoti sveikatai naudingy mikroorganizmy augimg ir
aktyvumg. Geriausiai iStirti nevirSkinami oligosacharidai yra fruktooligosacharidai, oligofruktoze,
inulinas, mananooligosacharidai, galaktooligosacharidai, ksilooligosacharidai, laktulozé, ir sojy
oligosacharidai. Oligosacharidai néra toksiSki organizmui ir nesukelia jokiy Salutiniy reakcijy. Jie
skatina zarnyno pageidaujamos mikrofloros augima. Augdamos naudingos Zarnyno bakterijos
iSskiria fermentus, kurie skaido prebiotikus j ragstis, o Sios slopina ligas sukelian¢iy bakterijy
dauginimgsi. Yra Zinoma, kad patogeniniai mikroorganizmai neiSskiria prebiotikus skaldanciy
fermenty [24].

ISskirting vietg tarp visy biologiskai vertingy maisto komponenty uzima skaidulinés medziagos —
prebiotikai. Prebiotikus pirmasis apibiidino R. Gibsonas 1995 metais, jiems priskirdamas Zmogaus
zarnyne neabsorbuojamas, bet naudingy Zarnyno mikrofloros atstovy augimg Skatinancias ir jy
metabolizmg aktyvinancias medziagas [25].

Prebiotinés maistinés skaidulos, stimuliuodamos probiotiky veiklg, organizmui teikia ir daugybe kity
teigiamy efekty, 1§ esmés gerinanciy sveikatg ir charakterizuojanciy jas kaip biologiSkai aktyvias
substancijas. Prebiotinés maistinés skaidulos stimuliuoja mineraliniy medziagy absorbcijg bei
sustiprina kaulus, slopina toksiSky medziagy susidaryma ir pagreitina toksiniy metabolity pasalinima,
trukdo susidaryti antrinéms tulzies riig§tims, pasizymi antikancerogeniniu efektu [25]. Probiotiky ir
prebiotiky kompleksas vadinamas sinbiotiku [24].

Prebiotikai gali bti iSskiriami i§ augaly. Natiraliai jy randama cikorijose, rugiuose, piene, meduje,
svogiinuose, mieziuose ir kt., kuriuose prebiotiné koncentracija svyruoja nuo 0,3 % iki 6 % $viezio
svorio. Dumbliy polisacharidai ir oligosacharidai yra geresni oligosacharidai nei kiti prebiotiky
gamybos Saltiniai, nes jie gali buti panaudoti maisto pramonéje, pasary gamyboje [26]. Taip pat gali
biiti sintetinami cheminiu biidu: i§ mono arba disacharidy (transglikozilinimo reakcijos metu,
naudojant bakterinés kilmés glikoziltransferazes) arba i§ polisacharidy, juos skaldant fiziniais
veiksniais ar naudojant bakterinés kilmés fermentus [23].

Inulinas yra vienas i§ geriausiai iStirty nevir§kinamy oligosacharidy, priklausantis fruktany grupei.
Atliktuose moksliniuose tyrimuose patvirtinamas jo kaip prebiotiko veiksmingumas. Tai linijinis
polimeras, sudarytas i§ D-fruktozés monomery, sujungty B(2—1)-glikozidiniais rysiais. Inulinas
priskiriamas ilgos grandinés fruktooligosacharidas, bet komerciskai dazniausiai gaminami inuliny
misiniai. Jis yra aptinkamas jvairiuose augaluose. Daugiausia aptinkama cikorijy (Cichorium intybus)
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Saknyse, Cesnakuose, svoglnuose, poruose ir kituose augaluose. Inulinas paprastai susideda i$
fruktozés ir gliukozés [27].

Inulinas yra atsparus metabolizmui Seimininko virSutiniame virSkinimo trakte, bet yra
fermentuojamas bakterijy storojoje zarnoje, ir tokiu biidu skatina naudingyjy ir slopina patogeniniy
bakterijy proliferacija. Literatliroje apraSyta plati inulino teikiama nauda sveikatai. Parodyta, kad jis
stimulivoja imuning sistema; mazina patogeniniy bakterijy kiekj Zzarnyne; slopina patogeniniy
bakterijy sukeltg viduriavimg; pagerina mineraly (Ca, Mg), absorbcija zarnyne (mazina osteoporozés
rizikg); cholesterolio kiekj kraujyje; mazina nutukima, neutralizuoja toksinus bei sumazina storosios
zarnos vézio rizikg. Literatiiroje yra duomeny, rodanciy, kad inulinas gali skatinti ir kai kuriy
Lactobacillus spp. bei Lactococcus spp. augima, 0 taip pat — stimuliuoti bakteriociny sekrecija [28].

1.3. Antioksidantai

Antioksidantai — junginiai, kurie neleidzia susidaryti arba neutralizuoja jau susidariusius laisvuosius
radikalus, uzkerta kity molekuliy oksidacijg, slopindami grandininés reakcijos oksidacijos pradzia
arba sklidimg. Antioksidantai atlieka svarby vaidmenj, apsaugant organizmg nuo oksidacinio streso,
slopindami arba atidédami oksidacinius procesus [29].

Antioksidantai klasifikuojami atsizvelgiant j jy veikimo mechanizma, jie gali bati skirstomi j
pirminius antioksidantus, sinergistinius ir antrinius antioksidantus. Kai kurios medziagos pasizymi
antioksidantiniu poveikiu: askorbo ragstis, tokoferoliai, kai kurie fermentai, karotinoidai ir
biologiSkai aktyviis augaliniai fenoliai. Nataralds antioksidantai, kuriems priskiriami fenoliniai
junginiai (tokoferoliai, flavonoidai ir fenolinés ragstys), azoto junginiai (alkaloidai, chlorofilo
dariniai, amino ragstys ir aminai), yra randami vaisiuose ir darzovése. Vitaminai ir polifenoliai, kurie
yra randami vaisiuose ir darzovése, yra naudingi zmogaus Sveikatai. Viena i§ fitomedziagy
kategorijy yra fenoliniai junginiai, kurie pasizymi stipriomis antioksidantinémis savybémis ir
laisvyjy radikaly suriSimo geba, slopina fermentus, atsakingus uz reaktyviy deguonies formy
atsiradima [29].

Vaistazoliy preparatai jau daugelj} mety yra naudojami ne tik kaip terapiniai, bet ir kaip profilaktiniai
sveikatos skatinimo agentai. Saltalankis (Hippophae rhamnoides) — daugiametis lapuotis, vaisius
vedantis kriimas kiles i$ Europos ir Azijos. Jis unikalus ir vertingas, kuris neseniai atkreipé pasaulinj
démesj, daugiausia dél savo vaistinio ir mitybinio potencialo. Tai iStvermingas augalas, atsparus
sausroms ir Sal¢iams. Visos $io augalo dalys laikomos gerais Saltiniais daugelio bioaktyviy medZziagy,
pvz., Vitaminy (A, C, E, K, riboflavino, folio ragsties), karotinoidy (a, P, 6-karotino, likopeno,
liuteino), fitosteroliy, organiniy ragséiy (obuoliy rhgsties, oksalo riigsties), polineso¢iyjy riebaly
rigséiy, esminiy amino rigsciy ir mineraliniy medziagy. Nepaisant to, reikSmingiausia augalo dalis
yra vaisiai, kurie turi antioksidaciniu poveikiu pasizyminéius junginius [30].

1.4. Probiotiniy bakterijuy jkapsuliavimas

Kadangi probiotinés bakterijos yra jautrios aplinkos veiksniams, mokslininkus paskatino ieskoti
budy kaip jas apsaugoti nuo neigiamo aplinkos poveikio, kurios buvo minétos anks¢iau. Todél
atsirado vienas i$ naujausiy ir veiksmingiausiy metody apsaugoti jas — uzdaryti probiotines bakterijas
i kapsules. Si kapsulé pirminio virskinimo burnoje ir skrandyje metu turéty bati tarsi ,uzrakinta“ ir
iSlaikyti didesnj bakterijy gyvybinguma tol, kol jos issilaisvins plonajame Zzarnyne [16].
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Ikapsuliavimas apibréziamas kaip Specializuoty jautriy medziagy apvilkimo procesas | pusiau
pralaidzias polimerines membranas, kurios suformuoja kapsules. Ikapsuliavimas gali apsaugoti
jautrias probiotines kultliras, pagerinti jy stabilumg ir gyvybinguma, bei tikslingai nukreipti j
virskinimo trakta [31].

Ikapsuliavimas gali biiti atliktas:

Siekiant apsaugoti jautrias medziagas nuo iSorés aplinkos veiksniy;

Norint maskuoti organoleptines savybes, pavyzdziui, spalva, skonj, medziagos kvapa;
Norint saugiai kontroliuoti toksines medziagas;

Siekiant vaisty atsipalaidavimg tam tikroje organizmo vietoje;

gk whE

Norint i§vengti neigiamo poveikio nuo vaisty pvz. aspirinas yra pirmas vaistas, vartojamas
siekiant i§vengti skrandzio sudirginimo [32].

Mikroorganizmams, kurie yra jautriis aplinkos veiksniams, jkapsuliuoti, yra naudojamos jvairios
sistemos. Galima jkapsuliuoti | kapsules, koloidosomas, liposomas ir t.t. Taciau placiausiai
naudojama sistema — jkapsuliavimas j kapsules [12]. Taip pat yra jkapsuliuojama ir keliais skirtingais
budais: ekstruzijos, emulsijos, purkStuvinio dziovinimo, liofilizacijos ir kt. metodais. Pagrindinis
ikapsuliavimo tikslas yra apsaugoti bakterijy lasteles nuo neigiamy aplinkos veiksniy ir gyvybingy
bakterijy i$saugojimas iki kol jos pasieks vir§kinimo traktg. Bakterijos gali jsikapsuliuoti nattiraliu
budu, kai bakterijos lastelés auga ir gamina egzo-polisacharidus [33].

Kapsule sudaro pusiau pralaidi, sferiné, plona ir stipri membrana, kuri supa aplink kietg arba skysta
branduolj. Sienelé apsaugo jkapsuliuojamg medziagg ir gali reguliuoti jos tikslingg atsipalaidavima
plonojoje ir storojoje zarnose. Kapsulés skersmuo svyruoja nuo keliy mikrometry iki keliy milimetry
dydzio [34].

Mikrokapsuliavimui naudojamos medziagos yra nattraliai atsirandantys polisacharidai ir baltymai,
kurie dazniausiai neturi citotoksinio poveikio ir papildomai nereikia naudoti organiniy tirpikliy
mikrokapsulei gaminti [10]. DazZniausiai naudojami maistiniy medziagy polimerai, tokie kaip
alginatas, chitozanas, karboksimetilceliuliozé, karageninas, zelatina ir pektinas [34].

Pateiktame 3 paveikslélyje galima matyti, kad yra skirtingos jkapsuliavimos sistemos, rezervuaro tipo
ir matricos tipo. Rezervuaro tipo atveju iSorinés fazés sluoksnis yra aplink vidinés fazés sluoksni.
Matricos tipo atveju aktyvus agentas yra disperguotas ant neSiklio medziagos ir gali biiti ant matricos
pavirsiaus. Siy dviejy tipy derinys sudaro tre¢ios rii§ies kapsule: padengta matrica, Kurioje yra aktyvus
agentas [35].

Vidiné medziaga Matrica

Apvalkalas
(a) (b)

3 pav. Jkapsuliavimo sistemos: (a) rezervuaro tipas, (b) matricos tipas, (C) padengtos matricos tipas [35]
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Kapsulés gaminamos su natrio alginatu sudaro kapsules su lygiais pavirsiais [36]. Skirtingos kapsuliy
formos pateiktos 4 paveiksle.

® @

P t I
aprasta Netaisyklinga

@ o @

Matrica

Keliy branduoliy

4 pav. Jvairios mikrokapsuliy formos naudojamos maisto pramonéje [36]

Pries jkapsuliavimg probiotikams keliami du reikalavimai: jy dydziui (paprastai nuo 1 iki 5 pm
skersmens) bei jie turi biiti gyvi. Probiotiky jkapsuliavimui taikomos kelios technologijos, nuo kuriy
priklauso gauty daleliy ir kapsulés dydis (5 pav.). Pavyzdziui, emulsijos metodu gautos dalelés labai
skiriasi dydziu — nuo 0,2 iki 5000 pm, o ekstruzijos metodu gaunamos vienodesnio dydzio kapsulés
[35].

Purskiamasis dZiovinimas |#
Emulsifikacija . Ma.tricos
tipas
Hetaui *

Ko-ekstruzija

J\

| E Rezervuaro
Purskiamasis tipas
dengimas
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Dydzio diapazonas (um)

5 pav. Probiotiky jkapsuliavimo technologijos: dydzio priklausomybé nuo kapsuliavimo metodo [35]
1.5. Naudojami jkapsuliavimo metodai ir medzZiagos

Pasirinkus geriausias probiotiky jkapsuliavimo technologijas, reikia atsizvelgti i daugelj kity aspekty,
kad bty uztikrintas bakterijy gyvybingumas kapsuliavimo, laikymo ir vartojimo metu, bei biity
kontroliuojamas jy patekimas j konkrety Zarnyno plotg [37]. Laisvos bakterijos produktuose néra
apsaugotos nuo aplinkos veiksniy ir dél to gali biiti mazas jy gyvybingumas, todél jos jkapsuliuojamos
1 hidrokoloidines kapsules, kurios suteikia apsauga nuo aplinkos veiknsiy taip padidindamos
probiotiniy bakterijy gyvybinguma [38].
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1.5.1. Emulsijos metodas

Vienas i§ naudojamy jkapsuliavimo metody yra emulsijos metodas. Sis metodas padidina probiotiniy
bakterijy i§likimg iki 80 — 90 % [38]. Emulsifikavimo metodu j aliejing faze¢ (augaliniai aliejai: sojos,
saulégrazy, kukurtizy ir t.t.) pridedama Iasteliy / polimery suspensijos (disperguota faze).
Alginato/vandens aliejuje emulsija susidaro maiSant magnetine maiSykle arba homogenizuojant
homogenizatoriumi. Alginato kapsulés susidaro Iétai laSinant emulsijg j besimaiSantj kalcio chlorida
(6 pav.). Sachas ir Ravula (2000) nustaté, kad kalcio alginato kapsulés, kurios yra gautos naudojant
emulsijos metoda pagerina probiotiky organizmy gyvybinguma [15]. Emulsikliai leidzia islaikyti
dviejy ar daugiau nesimaisanciy faziy dispersijos fizikines ir chemines savybes ir uzkerta kelig faziy
atsiskyrimui. Emulsikliai suteikia emulsijy sistemai stabiluma. Tai pavir$inio aktyvumo medziagos,
mazinancios pavirSiaus jtempius, taip pat padidinancios klampa bei laseliy migracija, jvedamos |
viding ir/arba iSoring faz¢. DaZniausiai naudojami emulsikliai daugianriy emulsijy gamybos procese
yra Tween 80 ir Span 80 [39]. Literatiiroje yra rekomenduojama naudoti 2 % emulsiklio Tween 80
koncentracija. Naudojant emulsiklius, formuojasi kapsulés su mazesniu skersmeniu, nes S$ie
komponentai sumazina vandens ir aliejaus faziy jtempj [34].

Polimero tirpalas,
nenutrakstama
faze
V/A/V
emulsija

V/A emulsija

sukietéje
laseliai

CaChk polisacharidinés

Capalas kapsulés

Vandeniné fazé
+

IProbiotinés Igstelés

6 pav. Bakterijy jkapsuliavimo srauty schema emulsijos metodu [37]

Daugianarés emulsijos

Daugianarés emulsijos (DE) pradétos tirti i§samiau 1970-yjy pabaigoje. Tai yra sudétinga sistema,
nes emulsijos rutuléliuose telpa mazesni rutuléliai, dél to vadinama ,,emulsijy emulsija. Daugianarés
emulsijos laseliai dazniausiai yra polidispersiniai. Kai kuriais atvejais laseliai yra pakankamai dideli,
kad juose tilpty 50-100 mazy kitos fazés laSeliy. Kitu atveju biina mazi laSeliai, kuriuose telpa tik
vienas ar keli laeliai. Daugianarés emulsijos gali baiti dviejy tipy: aliejus-vandenyje-aliejuje (A/V /
A) ir vanduo-aliejuje-vandenyje (V / A/ V) ( 7 pav.) [39].
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Aligjus (A)
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7 pav. Daugianarés emulsijos: (@) V/ A/ V, (b) A/ V/A[40]

Daugianarés emulsijos paprastai yra paruoSiamos dviem etapais ir naudojamos dvi atskiros pavirs§inio
aktyvumo medziagos (lipofilinés ir hidrofilinés). Pavyzdziui, pirmiausiai paruosiama V/A arba A/V
emulsija. Tada naujai pagaminta VV/A arba A/V emulsija yra dar kartag emulguojama su vandeninés
arba aliejinés fazés pertekliumi. Galutiné gauta emulsija atitinkamai gali biiti V/A/V arba A/V/A
daugianaré emulsija [41].

Daugianarés emulsijos ,,vanduo-aliejuje-vandenyje” (V1i/A/V2) susideda i§ disperguoty aliejaus
laSeliy, kuriy sudétyje yra mazesniy vandens laseliy. SchematiSkai daugianaré emulsija (V1/A/V2)
pateikta 7 paveikslélyje. Atsizvelgiant j jy dvigubos (daugialypés) sekcijos struktirg, didéjantis
susidoméjimas buvo skirtas daugianaréms emulsijoms, nes jas galima laikyti medziagy
rezervuarais. Daugianarés emulsijos paprastai yra pagamintos su dvejomis skirtingo tirpumo
pavirsinio aktyvumo medziagomis (emulsikliais). Norint gauti emulsija V1/A/V2, pirmiausia aliejuje
iStirpinama hidrofobiné pavirsiaus aktyvioji medziaga, tai yra pavirSinio aktyvumo medziaga su Zemu
hidrofiliniu—lipofiliniu balansu (HLB<10). Tada vanduo pilamas j aliejing faze ir taip sudaroma
emulsija. Tada sistema vél emulsuojama pavirSinio aktyvumo medziagos vandeniniame tirpale,
turin¢iame auk$tg HLB balansg (> 10), kad gauty daugianare emulsija V1/A/V2. Abi pavirSinio
aktyvumo medziagos sumaiSomos vandens/aliejaus tarpfazyje ir daugianariy emulsijy stabilumo
savybés priklauso nuo dvejopos pavirSinio aktyvumo medziagos miSinio sudéties [42].

Emulsiklis yra tipiska pavirSinio aktyvumo medziaga, paprastai naudojama sudaryti emulsijai
(nesimaisan¢iy skys¢iy misinys). Emulsikliai paprastai pasizymi hidrofobiniu ir hidrofiliniu
molekulés galu. Jie apgaubia aliejaus fazg (arba kit nesimaiSancia faze¢) ir sudaro apsauginj sluoksnj,
kad aliejaus molekulés negaléty susijungti kartu. Taip emulsikliai sumazing jtempius tarp dviejy
nesimaidanéiy faziy. Sis veiksmas padeda islaikyti disperguota faz¢ mazuose laseliuose ir taip yra
gaunama emulsija [40]. Emulsikliai yra klasifikuojami j tris pagrindines medziagy grupes: anijonus,
katijonus ir nejonogenus. Didziausiu toksiskumu pasizymi katijoniniai emulsikliai, todél jy
naudojimas yra labai kontroliuojamas. Tinkamas PAM kiekiy parinkimas yra svarbus veiksnys,
lemiantis emulsijy stabilumg. Esant per mazai emulsiklio koncentracijai gali jvykti aliejaus laseliy
aglomeracija. Tuo tarpu parinkus per didelj kiekj jvyksta greita flokuliacija [43].

Tween 80 — hidrofiling, nejoniné pavir§inio aktyvumo medziaga, turinti didelj pavirsiaus aktyvuma
ir maza toksiskuma, todél daznai naudojamas maisto produktuose ir kosmetikoje. Sis sintetinis
junginys yra sorbitolio ir riebiyjy rigsciy polioksietileno misinys, klampus, vandenyje tirpus
geltonas skystis. Jis mazos molekulinés masés ir turi aukstg hidrofilinj—lipofilinj balanso (HLB)
skai¢iy — 15. Jei Sis nejonogeninis emulsiklis yra naudojamas vienas, jis veikia kaip emulsijy
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aliejus/vandenyje (A/V) emulsiklis. Emulsijos stabilumg jis padidina sumazindamas pavir$iaus
itempima ant laseliy pavir$iaus [44].

Span 80 — priskiriamas nejonogeniniams, hidrofobiniams emulsikliams, kurie naudojami emulsijy
stabilizavimui dél savo mazo toksiSkumo, gero suderinamumo su kitomis medziagomis, emulsikliais
ir yra maziau jautris pH reikSmés svyravimui. Span 80 yra sorbitano riebiyjy ragsciy esteris,
gaunamas esterifikacijos reakcijos metu, dehidratuojant sorbitolj. Jis turi Zemg HLB skai¢iy — 4,3.
HLB skai¢ius mazéja didéjant esterifikacijos laipsniui, o jam didéjant geréja tirpumus lipofilinése
medziagose. Kaip nejonogeninis emulsiklis, Span 80 pasizymi daugybe privalumy, lyginant su
jonogeniniais. Jis yra stabilus esant jvairioms pH reik§méms, nereaguoja su elektrolitais ir
jonogeninémis medziagomis, derinant su Kkitais emulsikliais jvairiu santykiu, galima pasiekti
skirtingy reik§miy HLB skaiCiy ir tokiu biidu suemulguoti daugumg aliejy. Be to, Span 80 yra geras
tirpiklis, drékiklis ir dispergavimo agentas [45].

Lecitinas — gelsvai rusvos spalvos klampus skystis, netirpus vandenyje. Gerai tirpsta alkoholyje,
augaliniuose aliejuose. Gaunamas i$ kiauSiniy arba sojy. Yra duomeny, kad sojy pupeliy lecitinas turi
teigiama riebaly apykaitg veikiantj ir cholesterolio kiekj kraujyje mazZinantj poveikj. Kai kiauSinio
trynio lecitinas, prieSingai — cholesterolio kiekj didina. Maisto pramonéje naudojamas kaip
emulsiklis. Vandeniniame tirpale gali suformuoti miceles, liposomas. Tai natiiralus emulsiklis,
susidedantis 1§ glikolipidy, trigliceridy ir fosfolipidy. Biologiskai aktyvi medziaga, jeinanti j lasteliy
membrany sudétj. Turi savybe sugerti vandenj [46].

Hidrofobinis ir hidrofilinis emulsiklis

I1Soriné dens fazé V1

Aliejiné fazé A

—— Vidiné vandens fazé V2

Vandens fazé

} V1/ A/ V2laseliai

8 pav. Scheminis daugianarés emulsijos Vi/A/V- pateikimas [42]

Mokslininkai Florence ir Whitehill (1981) nustaté, kad daugianarés emulsijos laseliai gali bati trijy
tipy (9 pav.). A tipas yra paprasciausia sistema, sudaryta emulsijos laselio j kurj yra jsiterpgs vienas
didelis lasas. B emulsijos tipo laSas yra sudarytas kai ] jj yra jsiterpe daug smulkiy vidiniy emulsijos
laseliy. C tipo sistema sudétingiausia, kai j emulsijos laSelj jsiterpe daug mazy vidiniy emulsijos
laseliy, kurie btina susitelke vienoje vietoje, vienas Salia kito [47].
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9 pav. Daugianariy emulsijy tipai [39]

Stabilumas yra pagrindiné daugianariy emulsijy problema. Emulsijos stabilumas yra reiskinys, kuris
priklauso nuo vandens, alicjaus ir pavirSinio aktyvumo medziagy pusiausvyros. Galimi emulsijy
nestabilumo pavyzdziai (10 pav.): 1)koalescencija; 2)flokuliacija; 3)sedimentacija; 4)faziy inversija;
5)pokytis pagal Ostvalda [48, 49].

OOD $ ©0co|0 O%DQS)Q}:OQD
& o

0° (00 O O
o o O o o o OO0 O
Stabili Flokuliacija ~ Ostvaldo Koalescencija Kreméjimas Faziy inversija
kitimas

10 pav. Emulsijy nestabilumo pavyzdziai [50]

Emulsijy susidarymo metu visada sugeriama mechaniné energija. Susidargs pavirSiaus plotas
pasizymi turintis didesn¢ pavirSiaus jtempties energijg, kuri priklauso nuo pavirSiaus ploto ir
tarpfazinés pavirsiaus jtempties. Juo didesnis pavirSiaus plotas tarp faziy, tuo didesné laisvoji energija
faziy pasiskirstymo pavirSiuje. Emulsijos tampa agregatiSkai nepatvarios dél didelio saly¢io su
pavirSiumi, susidaro laisvosios energijos perteklius, dél kurio dispersinés fazés laseliai susijungia j
stambesnius laSelius — agregatus. Literattiroje Sis procesas jvardijamas kaip koalescencija, todél
jvyksta visiS8kas faziy atsiskyrimas. Jei susidaro stambesni emulsijos laseliai, tokiu atvéju jvyksta
flokuliacija. Dél flokuliacijos pasikeiia emulsijos patvarumas ir reologinés savybés. Kitas
emulsijoms budingas reiSkinys yra emulsijos inversija, tai yra faziy apsikeitimas kurios metu
emulsijos dispersiné fazé apsikeidia su dispersine terpe. Sis metodas daznai taikomas emulsijy
technologiniame gamybos etape [50, 51]. Kai emulsijos fazés néra iki galo tinkamai sumaiSytos ir
yra labai skirtingi laSeliy dydziai, vyksta disproporcionavimas, kitaip vadinamas ,,Ostvaldo
pokyc¢iu’’. Tai priklauso nuo dispersinés fazés molekuliy difuzijos i§ maZesniy j didesnius laselius
per dispersing terpg, kurios metu vieni laseliai gali didéti, kiti mazéti arba visai iSnykti [52].

Bidai padidinti daugianariy emulsijy stabiluma:

— Stabilizuoti viding V/A tipo emulsija mechaniskai arba pridéti geresniy emulsikliy,
sumazinanciy laseliy dydj;

— Pakeisti aliejinés fazés prigimtj padidinant lipnuma;

— Pridéti kompleksiniy medziagy i aliejy;
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— Stabilizuoti viding ir iSoring emulsija naudojant polimerinius emulsiklius, baltymus,
polisacharidus ar koloidinius tirpalus [48, 49].

1.5.2. Jkapsuliavimui naudojamos medZiagos

Ikapsuliavimui naudojamos pagalbinés medziagos, kurios uztikring sistemy stabilumg didinant jy
klampa ir tankj. Tai gali biiti k-karageninas, saldziavaisio pupmedzio dervos miSinys, celiuliozés
acetato ftalatas, alginatas, chitozanas ir Zelatina [38].

Polisacharidai nadojami kaip emulsijos stabilizatoriai, iSplésdami tam tikrg tinklg dispersinéje terpéje,
kuri tampa klampi ir net gali susiformuoti gelj. Juos galima suskirstyti pagal jy kilmés Saltinj
(natiiralius ar sintetinius), hidrofobiskuma (hidrofobinj ar hidrofilin}) ir molekuling mase¢ (maZzg arba
didele). Remiantis kilmés Saltiniu, dervos klasifikuojamos 1: a) augaly eksudato gumg (jskaitant
karaya guma, arabiSka guma); b) sékly guma (iskaitant guaro guma, saldziavaisio pupmedzio guma
ir tamarindo derva); ¢) mikrobiné guma (kurig sudaro ksantano guma, gelio guma ir dekstrano guma)
ir d) jary dervos [53].

Bet kokia medziaga, natiirali ar nenanturali, kuri lieciasi su gyva struktiira yra skirta veikti kartu su
biologine sistema. Tai apima natiiralius ir sintetinius polimerus, kurie tiesiogiai lie€iasi su gyvomis
lastelémis, todél jie turi biti biologiSkai suderinami ir biologiSkai skaidomi. Probiotiky
jkapsuliavimas biologiSkai skaidomoje polimero matricoje turi daug privalumy. Krio- ir
osmosoprotektantai kaip apsaugos priemoné gali buti jtraukta j matricos sudét, taip padidinant
lasteliy gyvybinguma saugojimo ir apdorojimo metu. Galiausiai kapsulés dziovinamos, pavirSiaus
danga keicia estetines ir sensorines produkto savybes ir uztikrina aukstg lasteliy apsaugg. Tai padeda
ilgiau islaikyti Iasteles kapsulés viduje bei prailginamas biomolekuliy atsipalaidavimas [36].

Probiotiniy mikroorganizmy jkapsuliavimas ] polimerines sistemas yra nesunkus laboratorinis
procesas, siekiant apsaugoti probiotikus nuo zemo pH ir didelés tulzies koncentracijos. Efektyvus
kapsulés dangalas pagerina jkapsuliuoty medziagy fizikines ir chemines savybes [54].

Alginatas

Alginatas yra linijinis heteroplisacharidas, ekstrahuotas i§ jvairiy raiSiy dumbliy. Jis turi du
struktiirinius vienetus, susidedancius i§ dviejy monosacharidy: a-L-gulurono rugsties (G) ir B-D-
manurono rugsties (M), jos susietos su B-(1-4) glikozidiniais rySiais (11 pav.). Alginatas yra
placiausiai naudojamas probiotiniy bakterijy jkapsuliavimui, dazniausiai 0,54 % koncentracijy
intervale [16].

a
Ho~g Ho—c B =c

G G

b MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGGMMGMGMGGM
— e a— \_Y_’ )
M-blokas  G-blokas G-blokas MG-blokas

11 pav. Alginato struktiira: (a) grandinés konformacija ir (b) blokinis pasiskirstymas [16]
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Pageidautina, kad alginate biity kuo daugiau G-bloky, kurie uztikrina didesnj kapsuliy mechaninj
stabiluma. Jis yra netoksiskas jkapsuliuotoms lgstelés ir priimtinas maisto pramonéje [38].

Alginato kapsulés privalumai:

lengvai suformuoja zelatinines matricas aplink bakterijy lasteles;
néra toksiskas organizmui (saugis ir biologiskai suderinami);
nebrangus

Svelnios proceso salygos (pvzd. temperatiira);

lengvai pagaminamos;

lastelés lengvai iSlaisvinamos Zzarnyne [16].

ok~ wnpE

Alginato gelis susidaro dalyvaujant dvivalendiams jonams (kalcio jonas — Ca?") (12 pav.) bei
priklauso nuo bloky i$sidéstymo. Dazniausiai dvivalenc¢iai jonai jungiasi su GG blokais, todél
tkapsuliavimui naudojamas alginatas, kuris turi didesnj kiekj guluroninés riigsties. Jo vientisumas
pablogéja kai yra veikiamas monovalentiniy jony, kurie absorbuoja kalcio jonus [35]. Esant
didesnéms natrio alginato koncentracijoms, pasiekiama geresné bakterijy lasteliy apsauga.
Biopolimery (natrio alginato) koncentracijos didinimas, didina Ca?" jony jungimosi viety skai¢iy,
kuris uztikrina didesn;j jkapsuliuojamy probiotiniy bakterijy gyvybingumg. Alginatinés kapsulés gali
biiti naudojamos kaip saugi ir apsauginé terpé gyvybingy probiotiniy bakterijy jkapsuliavimui [56].

OH

12 pav. Alginato strukttiriné schema [57]
Kiti polisacharidai

Guaro derva — augalinés kilmés, guaro (liet. kampuotosios pupenés) guma yra polisacharidas,
iSgaunamas i$ guaro kriimo (Cyamopsis tetragonolobus) sékly. Guaro augalas yra iki metro aukséio,
paprastai nuo 0,6 m iki 5-12,5 cm ilgio. Jg daugiausia sudaro manozés vienetai sujungti p-1,4
jungtimis, kurios prijungtos prie a-1,6 galaktozés liekany, kitaip dar zinomas kaip galaktomannanas
[58]. Struktiiriné guaro gumos formulé pateikta 13 paveikslélyje.
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13 pav. Guaro gumos struktiiriné formulé [59]
Guaro derva yra didelés molekulinés masés, baltos arba gelsvos spalvos, bekvapé [53].

Daugumoje organiniy tirpikliy, tokiy kaip angliavandeniliai, riebalai, alkoholiai, esteriai ir ketonai
netirpdo guaro gumos, ir tik keli ja tirpdo (pvz., formamidas). Vienintelis svarbus guaro gumos
tirpiklis yra vanduo [53].

Guaro derva pasizymi dideliu tirpumu tik vandenyje. Vandeningje fazéje manozés vienetuose esantys
galaktozés vienetai sgveikauja su vandens molekulémis ir sudaro molekulinés grandinés jsiSakojima,
kuris padeda sutirStinti ir didinti tirpalo klampumg. Net ir 1 % guaro gumos gali padidinti kambario
temperatiiros vandeninio tirpalo klampa. Guaro guma sudaro klampy koloidinj tirpalg. Tirpalas
susidaro disperguojant gurao guma kar§tame arba Saltame vandenyje panaudojant net labai mazus jos
kiekius. Koncentracija, dispersija, pH ir temperatiiros buvimas yra labiausiai jtakojantys kintamieji,
turintys jtakos guaro dervos klampumui ir hidratacijos grei¢iui [53].
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2. TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos
Emulsijy gamybai naudotos medziagos:

— distiliuotas vanduo;

— rafinuotas rapsy aliejus (Rukola, UAB ,,Vilnius®, Lietuva);

— Trigliceridai (,,Making Cosmetics®, USA);

— Emulsikliai: Tween 80 (Firma Chempur, Lenkija);

— Span 80 (Tokyo chemical industry, Japonija);

— Lecitinas (i sojos pupeliy), (Tokyo chemical industry, Japonija);

— Natrio alginatas (Sigma—Aldrich, VVokietija);

— Guargum 5000 (,Eligita”, Lietuva), Thixogum (Sigma—Aldrich, Vokietija), celiuliozé
(Sigma—Aldrich, Vokietija);

— Probiotikai: Lactobacillus plantarum F1, Lactobacillus reuteri 182 (Maisto mokslo ir
technologijos katedra, Kauno technologijos universitetas, Lietuva);

— Prebiotikai: manitolis (Sigma—Aldrich, Vokietija), trehalozé (Sigma—Aldrich, Vokietija),
inulinas (,,Myprotein“, Anglija), gliukomananas (,,Myprotein“, Anglija);

— Antioksidantas (Saltalankiy (Hippophae rhamnoides) ekstraktas po CO2, 350 bar, 60 °C, 4 val.
Maisto institutas, Kauno technologijos universitetas, Lietuva);

— Terpés: MRS Broth su Tween 80 (,,Biolife®, Italija);

— MRS Agar su Tween 80 (,,Biolife®, Italija).

— Kalio jodidas (KJ) (UAB ,,Eurochemicals®, Lietuva);

2.2. Pirminiy V/A ir A/V emulsijy paruosimas su skirtingomis emulsikliy koncentracijomis
2.2.1. Pirminés V/A emulsijos paruoSimas

Emulsijai vanduo — aliejuje (V/A) atskirai paruoSiamos vandeninés ir aliejinés fazés, t. y. jose
iStirpinami emulsikliai. Kambario temperatiros (~20 °C) distiliuotame vandenyje iStirpinamas
hirdofilinis emulsiklis Tween 80 (0,5 %, 1 %, 2 %, 5 %, 10 %) ir yra gaunama vandeniné fazé (V).
Kambario temperatiiros rapsy aliejuje tirpinami lipofiliniai emulsikliai Span 80 arba Lecitinas (0,5
%, 1%, 2%, 5 %, 10 %) — gaunama fazé (A). Abi fazés Sildomos 40 °C vandens voneléje (;, Witeg
WSB-18, Vokietija). Tada j A fazg, nuolat maisant, labai létai las§inama V fazé, santykiu 6:4
(aliejus:vanduo) arba 7:3 (aliejus:vanduo). Emulsijy paruoSimas buvo atlickamas su dvejais
skirtingais jrenginiais, naudojant magneting maiSykle (MM) (Stirr) arba Ultra Turrax IKA T-18 Basic
homogenizatoriy (HOM) (Straufenas, Vokietija). Mai§ymas truko 15 minu¢iy esant 9000 aps/min., 0
homogenizacija 10 minuéiy esant 13000 aps/min.

2.2.2. Pirminés A/V emulsijos paruoSimas

Emulsija aliejus-vandenyje (A/V) ruosiama analogiskai kaip ir V/A emulsija (2.2.1.) i$skyrus tai, kad
suvienodinus A ir V faziy temperatiiras, A faz¢ laSinama j V fazg.
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2.3. Daugianariy Vi/A/V; emulsiju stabilizuoty su skirtingomis emulsikliy koncentracijomis
paruosimas

Atlikus vienasluoksniy emulsijy stabilumo tyrimus gravitaciniu metodu buvo jvertintos stabiliausios
emulsijos ir su jomis ruoSiamos daugianarés emulsijos. Daugianariy emulsijy gamyba susideda i$
keliy etapy. PradZioje yra paruos$iamos atskiros vandens (V1 ir V2) fazés ir aliejaus (A) fazé. Vi fazé
ruosiama distiliuotame vandenyje iStirpinant 0,5 % polisacharidg (Guargum 5000, Thixogum arba
celiulioze) ir vandenyje tirpy (hidrofilinis) emulsiklj Tween 80 (0,5 %, 1 %, 2 %, 5 % arba 10 %).
Lygiagreciai ruosiama A faz¢ istirpinant lipofilinius emulsiklius Span 80 arba leciting (0,5 %, 1 %, 2
%, 5 %, 10 %) rapsy alicjuje. V2 fazei alginatas (1 % arba 2 %) brinkinamas distiliuotame vandenyje
ant magnetinés maiSyklés nuolat maiSant ir alginato tirpalas paliekamas brinkti per naktj. Visos
paruostos fazés yra Sildomos 40 °C temperatiiros vandens voneléje, kol susivienodina jy temperatiira.

Formuojant daugianar¢ emulsing sistemg pirminei emulsijai turéty biiti taikomas didesnis maiSymo
greitis nei antro etapo metu [60]. Pirminés emulsijos V1/A (vanduo-aliejuje) ruosimo metu j A fazg
labai létai laSinama Vi fazeé, kur A ir Vi faziy svoriy santykis atitinkamai yra 6:4 ir 7:3, tada
homogenizuojama su HOM 10 min. 13000 rpm grei¢iu. V1i/A/V2 emulsija ruoSiama, kai gauta
vienasluoksné emulsija i§ 1éto lasinama j V2 faze santykiu 6:4 (iSoriné vandens fazé : Vi/A emulsija).
Daugianaré emulsija homogenizuojama su HOM 5 min. esant 8000 rpm greiciui. Principiné Vi/A/V>
schema pateikta 14 paveikslélyje.

V1/A emulsija

Aliejuje o o
. . tirpus emulsiklis | @
Alicjus (A) ‘ o ®, Vi/AV2 emulsija
® Vandenyje
Pirmoji @ | tirpus emulsiklis
homogenizacija | ® I @
Antroji @

homogenizacija

Vanduo (V2)

14 pav. Principiné V1i/A/V, schema

2.4. Vienasluoksniy ir daugianariy emulsijy su skirtingais emulsikliais gravitacinis stabilumo
nustatymas

Emulsijy gravitacinis stabilumas vertinamas pagal ja sudaranciy faziy atsiskyrimg laikant jas
statinémis (laikymo) salygomis. Bandiniai po homogenizavimo ar maiSymo buvo iskart supilti j
sugraduotus 30 ml meégintuvélius, uzkemSami kamsciais ir sudedami lygiagreciai | stova.
Meégintuveliai laikyti kambario temperatiiroje (~20 °C) ir stebimi numatytg laikg (2 paras). Pragjus
numatytam laiko intervalui, sistemos stabilumas vertinamas pagal vandeninés ir aliejinés faziy
atsiskyrima, kuris iSreiSkiamas procentais nuo viso emulsijos tlirio. Emulsijy stabilumas buvo
skai¢iuojamas remiantis formule (1). Kuo maZesnis pirminés emulsijos i$sisluoksniavimas, tuo ji yra
stabilesne.

Visy emulsijy stabilumas buvo vertinamas po du pakartojimus.
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a—v
¢ =100-(52),% (1)
¢ia: ¢ — stabilumas, %; a — vandeninés ir aliejinés faziy atsiskyrimas, ml; v — paimto méginio tirti

kiekis, ml.

2.4.1. Terminio apdorojimo biidu

Terminio stabilumo vertinimo pasiruo$imas buvo atlickamas identiskai kaip nurodyta 2.3. punkte,
taiau po paruosimo, daugianarés emulsijos buvo supilamos j 10 ml sugraduotus mégintuvélius. Sie
sudéti j 70 °C vandens vonig ir laikyti 30 min. Mégintuvéliai atvésinti iki kambario temperatiiros ir
vertinamas atsiskyrusiy faziy tiris, kuris iSreiSkiamas procentais nuo viso emulsijos tirio.

2.4.2. Uzsaldymo-atSildymo ciklai

Bet koks uZSaldymo ir atSildymo ciklas susideda 1§ uzSalimo fazés ir atSildymo fazés. [Saldymo
procese dvigubos emulsijos buvo supiltos j sugraduotus mégintuvélius (vidinis skersmuo = 12 mm;
aukstis = 100 mm), kurie buvo laikomi Saldiklyje 24 val. —20£2 °C temperatiiroje. Tada uzsaldyti
méginiai buvo perkelti j termostatg, kurio temperattira buvo 30 °C ir ten laikomi 2 valandas, kol
suSaldytos fazés buvo visiSkai atSildytos. UZSaldyti ir atSildyti méginiai buvo graZinti j Saldiklj kitam
Saldymo ir at$ildymo ciklams, kol bus pasiektas bendras 3 cikly skaic¢ius [61]. Tarp kiekvieno ciklo
uzSaldytos ir atSildytos emulsijos buvo apibiidintos pagal stabiluma.

2.5. Daugianariy Vi/A/V, emulsijy charakterizavimas
2.5.1. Mikrotekstiiros vertinimas

Dviguby emulsijy mikroskopinis stebé¢jimas atliktas (Motic B1, Vokietija) mikroskopu. Nedidelis
laselis dvigubos emulsijos paimamas su stikline lazdele ir uzdedamas ant mikroskopinio objektinio
stiklelio. Bandinys imamas kaip galima atsargiau, norint iSvengti dvigubos emulsijos struktiiros
suardymo. Méginiai buvo Svelniai uzdengiami dengiamaisiais stikleliais ir mikroskopuojami per
x100 didinimo okuliarg. Sufokusuota emulsijy mikrostruktiira uzfiksuota naudojant telefono
skaitmenine kamera (iPhone X).

2.5.2. Klampos tyrimai

Dviguby emulsijy klampos matavimai atlikti 20 °C kambario temperatiiroje su reometru (Physica
MCR 301, Antron Paar Gmbh, Graz, Austrija) naudojant cilindrinj kiing — kiigj. Besisukancio kiigio
skersmuo 24,974 mm, jo pasvirimo kampas 1,997°. Pries bandyma dvigubos emulsijos gerai
iSmaiSomos stikline lazdele ir ~5 g bandinio dedama ant darbinio pavirSiaus tarp ploksteles ir kiigio.

Gauti rezultatai pateikiami klampos priklausomybe nuo poslinkio grei¢io, kuris buvo didinamas nuo
10 iki 100 s [62].

Gautos Daugianariy emulsijy tekeéjimo kreivés iSreikStos reogramomis, kurios yra poslinkio jtempio
priklausomybé nuo poslinkio deformacijos greifio, esant paprastam poslinkiui. Matavimai
kiekvienam bandiniui buvo atliekami 3 kartus.

Tekéjimo kreivés buvo jvertintos pagal Ostwald de Waele jégos désnio modelio lygtj (2):

t=kyn (2)
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gia: 1 - Slyties jtempis, Pa; y - deformacijos greitis, s*; k — konsistencijos koeficientas, kuris yra
klampos rodiklis; n — tekéjimo indeksas, kuris yra nuokrypio nuo niutoniniams skysc¢iams btidingy
savybiy rodiklis.

2.5.3. Daleliy dydis

Daleliy dydzio pasiskirstymas buvo nustatytas naudojant integruota Sviesos sklaida lazeriniu
difrakciniu spektrofotometru Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instrument, VusterSyras, Didzioji
Britanija). Emulsijos buvo analizuojamos i§ karto po paruosimo dviem pakartojimais. Prietaisas
matuoja pagal Fraunhoferio difrakcijos principa, kai lygiagre¢ios monochromatinés lazerio $viesos
spindulys (raudona Sviesa A = 633 nm) apSvie€ia emulsijag. Emulsiniy laSeliy iSsklaidyta Sviesa
suteikia stacionary difrakcijos rastg, nepriklausomai nuo daleliy judéjimo. Kai dalelés patenka j
apSviestg plotg ir i§ jo iSeina, difrakcijos modelis keiCiasi ir visada atspindi momentinj dydzio
pasiskirstymg apsviestoje srityje [62]. Daleliy skersmens diapazonas, specifinis pavirSiaus plotas ir
vidutinio skersmens matavimai buvo atlikti kambario temperatiiroje. Kiekvienas bandinys buvo
disperguotas distiliuotame vandenyje 1400 aps/min grei¢iu. Parametrai: rutuléliy absorbcija — 0,01,
dispersinés fazés ir tirpiklio refrakciniai indeksai buvo atitinkamai 1,465 ir 1,33. Vidutinis aliejaus
laseliy dydis iSreikStas vidutiniu pavirSiaus skersmeniu (atitinkamai pagal tiirj ir pagal pavirSiaus
plota).

2.6. Oksidacinis stabilumas

2.6.1. Peroksidy skaifiaus nustatymas

Peroksidy skaicius (PS) parodo, kiek riebaluose yra junginiy (peroksidy ar j juos panasiy riebaly
oksidacijos produkty), kuriuose analizés salygose oksidina jodidas. Tai svarbus riebaly kokybés
rodiklis, 1§ jo sprendziama apie riebaly sugedimo laipsnj.

] 100 ml Erlenmejerio kolbg pasveriama mazdaug 1 g méginio, po to pridedama 25 ml 3:2 ledinés
acto ragsties : chloroformo tirpalo ir 0,5 ml prisotinto kalio jodido tirpalo. Laikoma 5 min tamsoje.
Po to ipilama 75 ml distiliuoto vandens ir 0,5 ml 1% krakmolo indikatoriaus tirpalo ir miSinys
titruojamas naudojant 0,001 N Na2S20s (natrio tiosulfatg) standartinj tirpala. PS apskai¢iuota pagal

Sig lygti (3):

PS = (V1-Vo)c 1000, mekv 3)
m kg

Kur Vi1 — méginio titravimui sunaudotas Na»S;0O3 tiiris, Vo — tus¢iam bandiniui sunaudojamas
Na2S20stiris, ¢ — NaxS203 koncentracija (mol/l) ir m — méginio masé gramais.

2.7. Probiotiky paruoSimas

L. plantarum ir L. reuteri probiotiky kultliros auginamos mégintuvéliuose ant nuozulnios standzios
terpés (MRS Broth su agar) ir laikomos termostatuose, tada mégintuvéliai perkeliami j +4 °C
Saldytuvg ir kas 6 savaites kultliros pers€¢jamos j naujus mégintuvelius.

Bakterijos jnokuliuojamos j skysta terpe (MRS Broth su Tween 80) ir laikomos 30 °C (L. plantarum)
ir 37 °C (L. reuteri) temperatiiros termostatuose 24 valandas. Lastelés +4 °C temperatiiroje
centrifuguojamos steriliuose plastikiniuose mégintuvéliuose centrifuga (Centrifuge MPW-260RH)
6000 rpm greic¢iu 10 min. Surinktos kulttiros plaunamos steriliu distiliuotu vandeniu ir naudojamos
tolimesniems tyrimams, kurie aprasyti kituose skyriuose.

33



2.8. Probiotiniy bakterijy augimas su prebiotikais

Likus 24 val. iki tyrimo pradzios bakterijos perséjamos nuo standzios terpés i skysta terpg ir laikomos
30 °C (L. plantarrum) ar 37 °C (L. reuteri) temperatiiros termostatuose. Probiotiniy bakterijy
augimas kartu su prebiotikais fiksuojamas po 0 val., 6 val., 12 val., 24 val ir po 48 val. Lasteliy
augimas buvo skai¢iuojamas pagal standartinj I€ksteliy metoda. 1 ml méginio buvo pilama j 9 ml 0,85
% NaCl druskos tirpalg (skiediklj) ir tada serijiniu biidu daromi skiedimai. IS keliy paskutiniy
skiedimy po 1 ml méginio perkeliama j petri leksteles ir uzpilama MRS Agar Broth terpe. Lékstelés
inkubuojamos 30 °C ir 37 °C temperatiirose ir po 48 val. skaiiuojamos uzaugusios kolonijos
iSreikstos, kaip KVS/ml.

2.9. L. plantarum jkapsuliavimas j alginatines kapsules

Kapsulés buvo paruostos naudojant kombinuotg metodg — emulsinimg ir ekstruzijg. Pirmiausiai buvo
sudarytos stabilios daugianarés emulsijos (2.3.) su Igstelémis, prebiotikais ir augaly ekstraktais. Tada
daugianaré emulsija buvo lasinama j 1 % kalcio chlorido (CaCl.) tirpala (15 pav.) ir taip susidaro
alginatinés kapsulés. Kalcio chlorido koncentracijos didinimas néra svarbus didinant kapsuliy Igsteliy
gyvybingumg [56], todél parenkamas 1 % koncentracija. Kapsulés kalcio chlorido tirpale buvo
tinklinamos 5 min, 10 min, 20 min ir 30 min.

ViI/A
P VIUAIVY
0
S

1 ) 2) 8 Kapsulés

3) —= 000 0 gOg
N = A . [ —— VYA CaCl 0o 9932
g V2 N 0%006%0%0

15 pav. Kapsuliy gamybos schema

Gautos kapsulés turi skystg Serdj su vandens laseliais, kuriuose yra prebiotiko ir probiotiko misinys,
Sie laSeliai disperguojami aliejuje su augaly ekstraktu. Ir visa tai yra apsupta polisacharidinés
(alginatas) membranos. Kapsulés gali bati didelés (> 1 mm skersmens) ir mikrokapsulés (< 0,2 mm
skersmens) [64]. Didesnés alginato (1-3 mm) kapsulés geba geriau apsaugoti bakterijy lasteles [65].

Kalcio alginato kapsuliacija gali buti veikiama jvairiy veiksniy, pvz., kapsulés dydis, alginato
koncentracija ir kietéjimo laikas kalcio chlorido tirpale [66].

2.10. Kapsuliy kietumo analizé

Kapsuliy kietumo analizé buvo atliekama iSkart po kapsuliy gamybos kambario temperatiiroje (20+2
°C). Kietumas matojamas 5 min, 10 min ir 30 min laiko tinklintoms kapsuléms. Kapsuliy mechaninés
savybés tiriamos naudojant teksttros analizatoriy Instron 5564 (GodImingas, Jungtiné Karalysté).
Analizuoty kapsuliy skersmuo — 2 mm; suspaudimas Y asies kryptimi 30 % nuo pradinio méginio
auks$cio; prietaisas turi 30 kg apkrovos elementg; greitis matavimo metu — 1 mm/s (16 pav.) [67].
Gauti rezultati iSreiksti kapsuliy Kietumu (N). Vieno méginio matavimai atlikti penkis kartus.
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16 pav. Kapsulés suspaudimo jéga (F)
2.11. Probiotiky gyvybingumas daugianarése emulsijose bei alginatinése kapsulése

Probiotiky gyvybingumas buvo nustatomas kiekviename daugianariy emulsijy paruo$imo etape
(grynos kultiiros suspensijos, po viengubos emulsijos ir daugianarés emulsijos homogenizavimo).

Taip pat gyvybingy bakterijy skaiius buvo nustatomas polisacharidinése (alginatinése) kapsulése
latkymo metu. Tikétasi, kad skirtingas tinklinimo laikas turi jtakos propbiotiniy bakterijy

gyvybingumui.

Lasteliy gyvybingumas buvo skai¢iuojamas pagal standartinj 1¢kSteliy metoda, kuris aprasytas 2.7.
punkte.

2.12. VirSkinimas IN VITRO

Jkapsuliuoty probiotiky gyvybingumas buvo vertinamas in Vitro imituotose virSkinimo trakto

sglygose pagal Minekus ir kt. (2014) metodika. [68].

Darbo eiga:

Suléiy ir fermenty paruoSimas

— Baziniai ir darbiniai tirpalai:
SSF — Simuliuotos Seiliy Sultys (Simulated salivary fluid);
SGF — Simuliuotos Skrandzio Sultys (Simulated Gastic Fluid);
SIF — Simuliuotos Zarnyno Sultys (Simulated Intestinal Fluid).
Sul¢iy ruosimo eiga nurodyta 3 lenteléje.

3 lentelé. Darbiniy ir baziniy virskinimo suléiy paruoSimas

Darbiniai Vir§kinimo Tirpalai

SSF (pH=7) SGF (pH=3) SIF (pH=7)
Burnos fazé Skrandzio fazé | Zarnyno fazé
Drusky baziniai | /b e (@) | DBT kone. (M) | DBT kiekiai, ml | DBT kiekiai, ml | DBT Kiekiai, ml
tirpalai (DBT) (& ' ’ ’ ’
KCl 46,7 0,6 10 28 5,4
KH2PO4 68 0,5 20 0,9 08
NaHCO; 84 1 4 6,5% (2M) 42,5% (0,5M)
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Darbiniai VirSkinimo Tirpalai
SSF (pH=7) SGF (pH=3) §IF (pH=7)
Burnos fazé Skrandzio fazé | Zarnyno fazé
NaCl 116 2 1 10 8
MgCl2(H20)s 30,5 0,15 1 2 1,1
pH koregavimui
NaOH 39,99 1 4 - 0,5
HCI 36,46 1 1 3 0,3

Tirpalai praskiedziami iki 500 ml ir uzsaldomi -20 °C

*Naudojama tokia drusky baziniy tirpaly koncentracija, kokia paraSyta skliausteliuose

Pastaba: M Minekus et al. (2014) virskinimo protokole pH koregavimui naudojami 1 mol/l NaOH ir
6 mol/l HCl tirpalai.

— Tulzies drusky, fermenty, CaClz(H202) paruoSimas:

Kadangi darbiniai virSkinimo tirpalai skiedZziami iki 500 ml, todél fermentai ir druska turi biti
tirpinama virSkinimo sultyse, o ne distiliuotame vandenyje.

RuoS§imo eiga nurodoma 4 lenteléje.

4 lentelé. Tulzies drusky, lipazés ir pepsino paruoSimas

TulZies drusk. Lipazeé Pepsinas CaCL(H:02) Pankreatinas
Tirpalo konc. 10 mM 1000 U/ml 2000 U/ml 588 g/L 100 U/ml
Kur tirpinama SIF SIF SGF Dist. H,0O SIF
Kiek atsveriama | 0,108 g 49 1,143 ¢ 29,4 ¢ 2,72 ¢

Pastaba: Prie$ sveriant medziagos kiekj, norint pasiekti reikiama koncentracijg, bitina nustatyti
tulzies druskos koncentracija, lipazés, pepsino ir pankreatino aktyvuma pagal nurodymus. Gautus
rezultatus proporciskai apskai¢iuojame reikiamui tirplaui gaminti.

Produkto paruo$imas vir§kinimui in vitro

Virskinimas atlickamas su Igsteliy suspensija (L. reuteri), dviguba emulsija ir kapsulémis.
VirSkinamiems produktams papildomo paruoSimo nereikia. Kiekvienam bandiniui reikalingi po 2
uzsukamus stiklainiukus, kiekviename i$ jy turi biiti po 5 g virSkinamo produkto.

Virskinimo etapai

Meéginiai paruoSiami virSkinimui. Kiekviename mégintuvelyje turi biiti po 5 g tirlamojo meéginio ir
po 2 g tikliniy rutuliuky (~5 vnt.). Méginiai paZymimi sutartiniais Zenklais, nurodanciais produkto
pavadinimag, ir i§¢émimo etapais.

— Burnos virskinimo etapas

Virskinimo metu fermentai néra dedami del nedidelio angliavandeniy skai¢iaus méginiuose, taciau
burnos faz¢ imituojama, pilamas SSF ir virSkinimas Siame etape vyksta 2 min. Burnos fazé
imituojama visuose méginiuose. Tirpaly supylimo eiga nurodyta 5 lenteléje.
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5 lentelé. Burnos virskinimo etapas

Zingsnis | MedZiaga Kiekis Komentaras

1 Tiriamasis meéginys 509 -

2 SSF elektrolity tirpalas 4,9975 mi Tirpalas turi baiti pasildytas iki 37 °C
3 CaClz(H20,) 2,5u -

Galutinis turis 10 ml

4

Inkubuojama 2 min. 37 °C vandens voneléje 150 rpm

— Skrandzio vir§kinimo etapas

Skrandzio faz¢ imituojama visuose meginiuose. Tirpaly supylimo eiga nurodyta 6 lenteléje.

6 lentelé. Skrandzio virSkinimo etapas

Zingsnis | MedZiaga Kiekis Komentaras
1 SGF elektrolity tirpalas 8 mi Tirpalas turi baiti pasildytas iki 37 °C
2 CaClz(H20.) 0,15 pl -
3 6 M HCI Flks?ou kiekj pH koreguojamas iki 2-3
uzraSuose
4 Pepsinas 1ml 1 mililitre turi buiti toks fermento kiekis, kad
P visame tiiryje t. y. 20 ml baty 2000 U/ml
_ Praskiedziama iki | Reikiamas kiekis perskai¢iuojamas ir jpilama tiek
5 SGF elektrolity tirpalas 20 ml tirpalo, kad galutinis taris baty 20 ml.
6 Virskinimas skrandzio fazéje vyksta 120 min. 37 °C vandens vonelgje 150 rpm

— Zarnyno virskinimo etapas

Zarnyno faze imituojama likusiuose méginiuose. Tirpaly supylimo eiga nurodyta 7 lenteléje.

7 lentelé. Zarnyno virskinimo etapas

Zingsnis | MedZiaga Kiekis Komentaras
1 SIF elektrolity tirpalas 7ml Tirpalas turi biiti pasildytas iki 37 °C
H koreguojamas iki 7
Fiksuoti kiekj P g J‘ ) )
2 1 M NaHCO; Wrasuose Rekomenuojama didesné konc., kad bendras
galutinis tiiris nevirsyty 40 ml
3 C&Clz(HzOz) 3 lJ.| -
4 Tulsies druskos 1 mililitre turi buti tokia koncentracija, kuri
visame tryje t. y. 40 ml biity 10 mM
L 1 mililitre turi biiti toks fermento aktyvumas, kad
5 Lipaze Lml visame taryje t. y. 40 ml biity 2000 U/ml
6 Pankreatinas 1ml -
S Praskiedziama iki | Reikiamas kiekis paskai¢iuojamas ir jpilama tiek
! SIF elektrolity tirpalas 40 ml tirpalo, kad galutinis tiiris biity 40 ml
8 Virskinimas zarnyno fazéje vyksta 120 min. 37 °C vandens vonelgje 150 rpm

Visi tyrimai buvo atlikti po du pakartojimus.
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2.13. Statistiné analizé

Tyrimy metu gauti duomenys buvo apdoroti naudojant programinj statistinj duomeny pakets.
,Statistica 8.0.550 ir ,,Microsoft® Office Excel 2016 programa. Visi bandymai kartoti po du kartus,
o rezultatai pateikti kaip vidutiné reik§mé su standartiniais nuokrypiais %, kai statistinis patikimumas
(p < 0,05). Skirtumai reiksSmingi ir laikomi patikimais, kai p < 0,05.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Emulsijy A/V paruoSimas ir jy stabilumo vertinimas

Darbo tikslas buvo jvertinti skirtingy emulsikliy bei skirtingy faziy santykiy jtaka V/A ir A/V
emulsijy stabilumui. Taip pat jvertinti skirtingus maiSymo greicio intensyvumus. Darbo eigoje buvo
naudotas Tween 80, Span 80, Lecitinas, Tween 80 + lecitinas bei Tween 80 + Span 80 emulsikliai.
Emulsijy nestabilumas gali pasireiksti dél laisvos energijos pertekliaus [69]. Stabilumas priklauso
nuo naudojamo lipofilinio (aliejinéje faz¢je) ir hidrofilinio (vandens fazéje) emulsikliy prigimties ir
nuo jy koncentracijos [70], todél labai svarbu parinkti tinkamus emulsiklius bei jy koncentracijas.

Tirty emulsijy stabilumas buvo vertinamas gravitaciniu metodu. Emulsijy A/V gravitacinis stabilumo
vertinimas buvo atliktas jas plakant su MM ir HOM.

Pirmiausiai buvo atliktas A/V emulsijy, pagaminty naudojant MM, gravitacinio stabilumo vertinimas
6:4 santykiu (vanduo:aliejus). Gauti rezultatai pateikti 17 pav.
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17 pav. Emulsijy A/V gravitacinio stabilumo rezultatai vandens ir aliejaus santykiu 6:4 (plakta su magnetine
maisykle)

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty, buvo nustatyta, kad su magnetine maiSykle plakus emulsijas
vandens ir aliejaus 6:4 faziy santykiu, stabiliausios emulsijos buvo gautos su lecitino emulsikliu.
Didinant emulsiklio koncentracija, emulsijy stabilumas taip pat didéjo: esant 0,5 % lecitino, emulsijos
stabilumas sieké 54,17 %, o su 10 % emulsiklio priedu — net 95 %. Atitinkamai emulsijy stabilumas
did¢jo ir su Span 80 emulsikliu, didinant jo koncentracija, emulsijy stabilumas didéjo. Emulsijos su
emulsikliu Tween 80 stabilumas sumazéjo 10 %, kai emulsikliy koncentracija didéjo nuo 0,5 % iki
10 %. Per didelis emulsiklio koncentracijos Kiekis gali turéti neigiamg poveikj emulsijos stabilumui
[71]. Emulsijy stabilumas su dviejy skirtingy emulsikliy miSiniu, Tween 80 + lecitinas ir Tween 80
+ Span 80, didéjo nuo 0,5 % iki 2 %, o didinant $iy emulsikliy koncentracijas nuo 5 % — 10 %, jy
stabilumas maz¢jo. StatistiSakai didZiausig reikS§inguma turéjo (p<0,05) emulsija pagaminta su 10 %
lecitino emulsikliu.
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Taip pat buvo atliktas A/V emulsijy gravitacinio stabilumo vertinimas naudojant vandens ir aliejaus
7:3 faziy santyki. Jy gauti rezultatai pateikti (18 pav.) stulpelinéje diagramoje.
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18 pav. Emulsijy A/V gravitacinio stabilumo rezultatai vandens ir aliejaus santykiu 7:3 (plakta su magnetine
maisykle)

Nustatytas didZiausias emulsijy stabilumas su lecitinu, kai jo koncentracija yra 10 %, tada emulsijos
stabilumas siekia 68,5 %. Emulsijy stabilumas priklauso nuo naudojamo emulsiklio koncentracijos,
tai yra didéjant lecitino, Span 80 bei Tween 80 + Span 80 emulsikliy koncentracijai didéja ir emulsijy
stabilumas. Emulsijos su lecitinu stabilumas padidéjo 24,17 % koncentracijy intervale nuo 0,5 % iki
10 %, o Span 80 padidéjo 14 %. Tween 80 + Span 80 — padidéjo 2,83 % intervale nuo 0,5 % iki 5 %,
kai 81y emulsikliy koncentracija buvo 10 %, tai emulsijos stabilumas sumaz¢jo 4,16 %. Emulsijy
stabilumas maz¢jo, kai buvo naudojamas Tween 80, bei Tween 80 + lecitinu. Su Tween 80 stabilumas
sumazgjo 8,5 % nuo 0,5 % iki 10 % koncentracijos, o su Tween 80 + lecitinas — 11,33 %. Statistiskai
reikSminga (p<0,05) emulsija gauta su lecitino emulsikliu, kai naudojama koncentracija buvo 10 %.

Lyginant emulsijy su skirtingais vanduo:aliejus santykiais gravitacinj stabiluma, nustatyta, kad
emulsijos, kuriose vandens:aliejaus santykis buvo 6:4 buvo stabilesnés. Tai yra kuomet
vandens:aliejaus santykis buvo 6:4 gauta stabiliausia emulsija 95 %, o prie 7:3 santykio — 68,5 %.

Emulsijy A/V gravitacinis stabilumo vertinimas buvo atliktas jas plakant su HOM. Gauti rezultatai
pateikti 19 pav.
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19 pav. Emulsijy A/V gravitacinio stabilumo rezultatai vandens ir aliejaus santykiu 6:4 (plakta su
homogenizatoriumi)

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty visiSkai stabilios emulsijos (kuomet faziy santykis buvo 6:4) gavosi
naudojant Tween 80 emulsiklj ir Tween 80 + Span 80 — emulsijy stabilumas buvo 100 % (p<0,05).
Span 80 pridéjimas j emulsijas kartu su Tween 80 iSliko nepakites, nors Span 80 emulsiklis linkes
sudaryti V/A tipo emulsijas [72]. Emulsijos visiS8kai neiS$sisluoksniavo. Didinant lecitino
koncentracijg nuo 0,5 % iki 1 % emulsijy stabilumas didéjo (49,17 %, 55,83 %), o pasiekus nuo 2 %
iki 10 % koncentracija, emulsijos taip pat gavosi 100 % stabilios. Didinant Span 80 koncentracijg nuo
0,5 % iki 2 % emulsijy stabilumas taip pat didéjo (atitinkamai 44 %, 45 % ir 47,33 %). Padidéjus
Span 80 emulsiklio koncentracijai iki 5 % ir 10 % emulsijos taip pat tapo visiskai stabilios. Naudojant
Tween 80 + lecitino emulsiklius visiskai stabiliy emulsijy iSgauti nepavyko, taciau didinant Siy
emulsikliy koncentracijas nuo 0,5 % iki 10 %, emulsijy stabilumas padidéjo 21,17 %.

Taip pat buvo plaktos emulsijos su homogenizatoriumi, santykiu 7:3 (vanduo:aliejus). Ir atliktas
emulsijy gravitacinis stabilumas. Gauti rezultatai pateikti 20 pav.
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20 pav. Emulsijy A/V gravitacinio stabilumo rezultatai vandens ir aliejaus santykiu 7:3 (plakta su
homogenizatoriumi)
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Emulsijy stabilumas did¢jo keliant lecitino ir Tween 80 + lecitino emulsikliy koncentracijas, taciau
stabiliy emulsijy gauta nebuvo. Emulsijos su Span 80 taip pat stabilumas did¢jo esant didesnei
emulsiklio koncentracijai. Didinant Span 80 koncentracijg iki 10 % emulsija tapo visiskai stabili.
Pilnai stabilios emulsijos gavosi naudojant Tween 80 bei Tween 80 + lecitino emulsiklius (p<0,05).
Jokio atsisluoksniavimo nebuvo matyti. Emulsijos, pagamintos naudojant Tween 80, turi didesn;j
stabilumg nei naudojant Span 80 ar Leciting ir todél gali biiti naudojamos produktuose, kuriems
reikalingas didelis stabilumas [70].

Emulsijy su lecitinu stabilumas priklausé nuo jo koncentracijos. Zinoma, kad dél didesnio mai§ymo
intensyvumo (greitis per minute) ir didesnés emulsiklio koncentracijos susidaro mazesni laseliai,
stabilesnés emulsijos ir inversijos intervalai, turintys tg patj kiekj disperguotos fazés. MaiSymas
didelius laSelius pavercia mazesniais ir taip padaro emulsijg stabilesne ir homogeniSkesne [70].
Lyginant emulsijas tarpusavyje plaktas su HOM, daugiau stabiliy emulsijy gavosi naudojant vandens
ir aliejaus 6:4 santykj. Tad parinkus tinkamus komponenty kiekius bei santykius galima gauti stabilias
emulsijas. A/V stabiliy ir nestabiliy emulsijy suvestiné, kurios homogenizuotos su HOM, pateikta 8
lenteléje.

8 lentelé. A/V stabiliy ir nestabiliy emulsijy suvestiné

Faziy santykis 6:4 7:3

Koncentracija | 0,5 1% (2% |5% |10 0,5 1% (2% |[5% |10
Emulsiklis % % % %o
Tween 80 + + + + + + + + + +
Lecitinas - - + + + - - - - -
Span 80 - - - + + - - - - +

Tween 80 + Lecitinas - - - - - - - - - _

Tween 80 + Span 80 + + + + + + + + + +

+ zymimi méginiai, kuriuose faziy atsiskyrimas nepasireiske
- Zzymimi méginiai, kuriuose faziy atsiskyrimas pasireiSké

Atsizvelgiant | gautus rezultatus, mano atliktuose tyrimuose nustatyta, kad emulsijy stabilumas
priklauso ne tik nuo naudojamo emulsiklio bei jo koncentracijos parinkimo, bet ir nuo maiSymo
mechaninés jégos bei parinkty aliejaus ir vandens santykiy. Lyginant HOM ir MM — emulsijos yra
stabilesnés plakant su HOM. Plakant su MM nebuvo gauta nei viena 100 % stabili A/V emulsija,
priesingai nei su HOM.

3.2.  V/A emulsijy stabilumo vertinimas

Kadangi su magnetine maiSykle stabiliy A/V emulsijy nebuvo iSgauta, tad V/A emulsijos buvo
plaktos tik su homogenizatoriumi.

Kai emulsikliai Tween 80 ir Lecitinas naudojami atskirai, emulsijy su jais suplakti nepavyko.
Emulsijos nebuvo vienodos struktiiros, aiSkiai matési, kad i$sisluoksniavo sudarydamos dribsnius. 21
paveikslélyje parodyta V/A emulsijos plaktos su skirtingomis Tween 80 emulsiklio koncentracijomis
(0,5%, 1%, 2%, 5% ir 10 %).
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21 pav. V/A emulsijos plaktos su Tween 80 emulsikliu.

22 ir 23 pav. pateikti rezultatai, kai V/A emulsijos plaktos atitinkamai 6:4 ir 7:3 (aliejus:vanduo)

santykiais.
d d
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22 pav. Emulsijy V/A gravitacinio stabilumo rezultatai aliejaus ir vandens santykiu 6:4

Nustatyta, kad emulsijy stabilumas priklaus¢ nuo emulsiklio koncentracijos, tai yra kuo didesné
emulsikliy koncentracija, tuo emulsijos stabilesnés. Didinant Tween 80 + lecinino emulsikliy
koncentracijg nuo 0,5 % iki 2 %, emulsijy stabilumas padidéjo 10,5 %, 0 5 % ir 10 % koncentracijos
po 2 pary buvo stabilios, i$sisluoksniavimo nebuvo. Tween 80 ir lecitinas néra efektyviis emulsikliali,
kai jie naudojami atskirai (21 pav.), tac¢iau Tween 80 + lecitino miSinys yra tinkamas plakant tiek
AV, tiek V/A emulsijas. Naudojami kartu sudaro stabilias emulsijas 5 % ir 10 % koncntracijose
(p<0,05), dé¢l Zemo pavirsiaus jtempio kai emulsikliy uodegélés glaudziai susimaiso [73].
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23 pav. Emulsijy V/A gravitacinio stabilumo rezultatai aliejaus ir vandens santykiu 7:3

Emulsijos su Span 80 stabilumas taip pat didéjo didinant emulsiklio koncentracijg, taciau stabiliy V/A
emulsijy nebuvo gauta. Emulsijy, pagaminty su Tween 80 + Span 80 emulsikliy miSiniu, stabilumas
sieké 64 — 65 % nepriklausomai nuo jy panaudotos koncentracijos emulsijoje, tai yra stabiliy emulsijy
nebuvo gauta. StatistiSkai gautos emulsijos reikSmingumo neturéjo (p<0,05).

Pagal gautus rezultatus galima teigti, kad 100 % visiSkai stabiliy emulsijy nebuvo gauta. Po 2 pary
visos emulsijos iSsisluoksniavo ir atsiskyré vandeniné fazé nuo aliejinés fazés. Naudojant Span 80
emulsiklj stabiliausia V/A emulsija gavosi, kai buvo naudojama jo 5 % koncentracija, stabilumas
sieke 73,8 %. Naudojant 10 % koncentracijas Tween 80 + Span 80 ir Tween 80 + Lecitinas abejais
atvejais stabilumas sieke 74 %.

Rezultatai parodé, kad Tween 80 emulsiklis sudaro stabilesnes A/V emulsijas, o lecitinas su Span 80
— V/A emulsijas. Lecitinas naudojamas atskirai uztikrina zema A/V emulsijy stabilumg dél zemo
HLB ir dél tirpumo aliejuje, tai ir skatina V/A emulsijy susidaryma, o ne A/V remiantis Bankrofto
taisykle [73]. Si taisyklé teigia, kad fazé, kurioje emulsiklis yra labiau tirpus, yra nuolatiné faze.
Vandenyje tirptis emulsikliai linke sudaryti A/V emulsijas, o aliejuje tirpiis emulsikliai — V/A
emulsijas. Todél naudojami kartu emulsikliai su skirtingais HLB sudaro patvaresnes ir stabilesnes
emulsijas [74].

Emulsijy stabilumas priklauso nuo mechaninés jégos, naudojamy emulsikliy bei nuo parinkty aliejaus
ir vandens santykiy.

3.3. Daugianariy emulsiju Vi/A/V, paruoSimas ir juy stabilumo vertinimas

Daugianaréms V1i/A/V> ( vanduo-aliejuje-vandenyje) emulsijoms suplakti reikalingos stabilios V/A
(vanduo-aliejuje) emulsijos. Po V/A emulsijy stabilumo vertinimo buvo atrinktos stabiliausios
emulsijos ir i§ jy plakamos daugianarés emulsijos. I§ anksc¢iau atlikty tyrimy matyti, kad stabilios
gavosi V/A emulsijos, santykiu 6:4, kai buvo naudojami kartu maiSyti emulsikliai Tween 80 +
lecitinas, kuriy koncentracijos buvo 5 % bei 10 %.
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Buvo pagaminti 3 méginiai, pirmas — kontrolé, kai V> fazéje yra distiliuotas vanduo, i kity dviejy V>
faze buvo pridétas 1 % bei 2 % alginatas. Pridéjus Sio polisacharido, daugianarés emulsijos tapo
stabiliomis. Daugianariy emulsijy stabilumas po 2 dieny su Tween 80 + lecitino emulsikliais ir
(V2:V1/A) 6:4 santykio kitimas pateiktas 24 pav.
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24 pav. Daugianariy emulsijy gravitacinio stabilumo rezultatai santykiu 6:4 (V2:V/A)

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty, daugianariy emulsijy stabilumas nepriklauso nuo emulsikliy (Tween
80 + lecitinas) koncentracijos. Taciau pridéjus j V2 faze alginato, daugianarés emulsijos tapo zymiali
stabilesnés, nei kontrolinés emulsijos. Esant 5 % ir 10 % Tween 80 + lecitino emulsikliy mi$inio
koncentracijai ir 1 % alginato tirpalo iSorinéje fazéje, po 2 dieny emulsijy fazés atsiskyré. Taciau
padidinus alginato tirpalo koncentracija iki 2 % V2 fazéje esant tiek 5 %, tieck 10 % emulsikliy
koncentracijoms, gautos stabilios daugianarés emulsijos (p < 0,05), tai yra stabilumas sieké 100 %
laikant jas kambario temperatiiroje 2 paras.

Norint dar labiau padidinti daugianariy emulsijy stabilumg, j viding Vi1 faz¢ buvo pridéta
polisacharido. Jie paprastai naudojami maZziau nei 1 % koncentracijos. Pasirinktinai buvo naudojami
trys polisacharidai po 0,5 % [75] — Guargum 5000, Thixogum arba celiuliozé. Naudojami
polisacharidai labiau pasizymi kaip stabilizatoriai, o ne emulsikliai, todél net nedidéle jy
koncentracija stabilizuoja emulsijas [76].

25 pav. pateikti duomenys, kai buvo naudota 5 % emulsikliy (Tween 80 + lecitinas) koncentracija ir
6:4 santykis (V2 : V1/A). Pagal gautus rezultatus galima teigti, kad stabiliausios emulsijos gavosi
naudojant Guargum 5000 ir Thixogum. Stabilumas padidéjo dél nepertraukiamos vandens fazés
klampumo padidéjimo, kuri sulétino laseliy judéjimg ir jy susidiirimg bei sumaZino pavir§iaus jtempj
[63]. Naudojant celiulioze dviguby emulsijy stabilumas sumazéjo lyginant emulsijas nenaudojant
jokio tirstiklio. Su 1 % alginatu sumazéjo 10 %, o su 2 % alginatu 5 %. Pagal tai galima spresti, kad
celiuliozé nesuteikia stabilumo daugianaréms emulsijoms.
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25 pav. Daugianariy emulsijy gravitacinio stabilumo rezultatai santykiu 6:4 (V2:V1/A) ir 5 % emulsikliy
(Tween 80 + lecitinas) koncentracija

20 pav. pateikti analogiski tyrimy duomenys, kai buvo naudota tik 10 % emulsikliy (Tween 80 +

lecitinas) koncentracija.
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26 pav. Daugianariy emulsijy gravitacinio stabilumo rezultatai santykiu 6:4 (V2:V1/A) ir 10 % emulsikliy
(Tween 80 + lecitinas) koncentracija

Pagal Siuos duomenis galim daryti iSvadas, kad celiulioze $iy daugianariy emulsijy stabiluma taip pat
mazino. Taciau lyginant 5 % ir 10 % suplaktas daugianares emulsijas, kaip matyti i§ pateikty
rezultaty, su 10 % Tween 80 + lecitino emulsikliy miSiniu ir 1 % alginatu iSorinéje fazéje dvigubos
emulsijos stabilesnés tiek su Guargum 5000, tiek su Thixogum. Su Guargum 5000 stabilumas
padidéjo 6,7 %, o su Thixogum 16,7 %.

Atlikus daugianariy emulsijy stabilumo vertinima matosi, kad stabilios 100 % emulsijos gavosi
(Guargum 5000, Thixogum) (p<0,05), tik kai yra naudojamas 2 % alginatas V- fazéje.
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3.4. Temperatiiros jtaka dvigubu emulsijuy stabilumui

Atliktame bandyme buvo nustatoma susaldymo-atsildymo cikly metu kintan¢ios temperatiiros jtaka
daugianaréms emulsijoms su 5 % ir 10 % emulsikliy (Tween 80 +lecitinas) koncentracijomis, 0,5 %
Guargum 5000 (V1) ir 2 % alginatu (V2). Méginiai buvo tiriami atlikus 3 susaldymo-atSildymo ciklus,
laikant méginius 24 h (-20 + 2 °C) Saldiklyje, po to 24h (30 °C) termostate. Gauti duomenys pateikti
9 lenteléje.

9 lentelé. Temperatiiros jtaka emulsijos stabilumui

Emulsiklio Lipofiliné fazé Susaldymeo-atSildymo ciklas

koncentracija 1 5 3

5% Aliejus Stabili Stabili Nestabili
10 % Aliejus Stabili Stabili Nestabili

Emulsijos plaktos su 5 % ir 10 % (Tween 80 + lecitinas) emulsikliais buvo stabilios prie§ pirmajj
cikla, po pirmojo ir antrojo, taciau po treciojo susaldymo-atsSildymo ciklo emulsijos tapo nestabilios
(27 pav.). Emulsijy riebaly faz¢é islieka beveik skysta, terminiai pokyc¢iai vyksta emulsijy vandeninéje
fazéje. Emulsijos destabilizavimo reiskinys siejamas su ledo susidarymo suSaldymo-atSildymo metu
[61].

10 %
111 ciklas

27 pav. Temperatiiros jtaka emulsiniy sistemy stabilumui

Taip pat Sios 5 % ir 10 % daugianarés emulsijos buvo termiskai apdorotos 70 °C 30 min. Jos buvo
vertinamos prie$ terminj apdorojima, iSkart po terminio apdorojimo bei praé¢jus 7 dienom po terminio
apdorojimo. Prie§ terminj apdorojimg daugianarés emulsijos buvo matinés, balk§vos spalvos,
stabilios, tipinés i§vaizdos. Sios 5 % (28 pav. a) ir 10 % (28 pav. b) daugianarés emulsijos tiek i§ kart
po terminio apdorojimo tiek praéjus 7 dienoms tapo nestabilios.
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28 pav. Daugianariy emulsijy stabilumas po terminio apdorojimo (70 °C)
3.5. Probiotiky gyvybingumas serijiniu praskiedimy metodu

Prebiotikai — nevirskinami oligosacharidai, kurie ,,maitina‘“ gergsias bakterijas, todél Sios gali augti ir
klestéti, o tai lemia gerg Zmogaus sveikata, nes Zarnyno bakterijos atlieka gyvybiSkai svarby
vaidmenj. Kiekvienas prebiotikas yra skirtingas ir skirtingai veikia skirtingas bakterijas, todél norint
suzinoti, kurie prebiotikai daro didziausig teigiama jtakg probiotiniy bakterijy gyvybingumui buvo
vertinami mikrobiologiniais metodais. Probiotiko kartu su prebiotiku gyvybingumas buvo vertinamas
laikymo metu. Taip pat vertinamas gyvybingumas skirtingose daugianariy emulsijy gamybos
etapuose

Tyrimams buvo parinkti dvijy skirtingy riisiy probiotikai (L. plantarum ir L. reuteri) ir keturi skirtingi
prebiotikai (manitolis, trehaloz¢, inulinas bei gliukomananas). Tirta ar prebiotikai turi jtakos bakterijy
kolonijas sudaranciy lasteliy skaic¢iui. Tyrimo rezultatai pateikti 29, 30 paveiksléliuose.

9.4
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—@®— Manitolis 2 %
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—@— Gliukomananas
0,5 %
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Laikas, val

29 pav. L. plantarum augimo kreivé su prebiotikais
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Po 6 valandy laikymo trukmés gyvybingy L. plantarum mikroorganizmy skaic¢ius (KSV/ml)
labiausiai padidéjo su inulinu 1,54 KSV/ml. Inulino pridéjimas skatina starteriniy bakterijy
metaboling veikla ir gerina riigS§tinguma Bakterijy skaicius padid¢jo, dél galimo oligofruktozes
prebiotinio inulino poveikio. Esant 2 % inulinas daro geriausia poveikj bakterijy gyvybingumui [77].

Tuo tarpu maziausiai padidéjo su gliukomananu 0,38 KSV/ml. Mikroorganizmy skai¢ius apytiksliai
didéjo iki 18 val. laikymo tada i§ grafiko matoma, kad nuo 18 val. iki 21 val. buvo stacionari fazé,
pradéjo tritkti maistiniy medziagy. Augimo greitis sulétéjo ir to pasékoje mirstancéiy lasteliy skaicius
tampa lygus naujai atsirandanciy lasteliy skai¢ius. Nuo 21 val. prasidéjo mirties fazé dar kitaip
vadinama eksponentine mazéjimo faze [78].

Ties stacionaria faze mikroorganizmy skai¢ius didZiausias naudojant manitolio prebiotika.
Statistiskai reikSmingo skirtumo neturéjo kontrolé, manitolis bei trehalozé (p<0,05).
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30 pav. L. reuteri augimo kreivé su prebiotikais

L. reuteri gyvybingumas padidéjo po 6 valandy per 0,42 KSV/ml, o daugiausiai su gliukamananu
1,70 KSV/ml. Stacionari fazé L. reuteri augimo kreivéje prasidéjo keliomis valandomis véliau nei su
L. plantarum. Reik§mingai vienodai gyvybingumg didino trehalozé ir inulinas (p<0,05). Si fazé
baigési ties 22 val ir tada taipogi prasidéjo eksponentiné mazéjimo fazé. L. reuteri bakterijai
prebiotikai turéjo mazesnés jtakos augimui palyginus su L. planatrum augimo kreive.

Palyginus L. plantarum ir L. reuteri su ir be prebiotikais matosi, kad prebiotikai nors ir nezymiai,
taciau vis délto didino bakterijy gyvybinguma. I$skyrus su gliukomananu, $ie prebiotikai atvirk$c¢iai,
ne didino, o mazino mikroorganizmy skaiciy.

Norint atrinkti prebiotikus, kurie didina bakterijy gyvybinguma (L. plantarum ir L.reuteri) ir toliau
su jais bus testi tyrimai, buvo pakartotinai stebétas bakterijy gyvybingumas mitybiné¢je MRS terpéje
ir fiziologiniame tirpale. Bakterijy gyvybingumas buvo matuojamas 2 kartus: 0 val. ir po 48 val. Pagal
gautus rezultatus, kurie pateikti 10 lenteléje matosi, kad bakterijas prebiotikai veiké nevienodai.
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10 lentelé. L. plantarum ir L. reuteri prebiotiky veikimas MRS terpéje ir fiziologiniame tirpale

Probiotikas L. plantarum L. reuteri

Laikas, val 0 48 0 48

Prebiotikas MRS terpé

Kontrolé 4,90+0,08? 8,82+0,06" 6,71+0,08% 8,27+0,01%
Manitolis 2 % 4,78+0,25° 8,79+0,09° 6,77+0,05% 8,32+0,05¢
Trehalozé 4 % 4,89+0,16° 8,94+0,07° 6,66+0,04° 7,85+0,019
Inulinas 2 % 4,75+0,21° 8,74+0,07° 6,78+0,00? 8,21+0,03°
Gliukomananas 0,5 % 5,29+0,02° 8,34+0,12¢ 7,16+0,03° 7,69+0,05f
Prebiotikas Fiziologinis tirpalas

Kontrolé 4,85+0,21° 6,99+0,05% 6,88+0,07¢ 6,53+0,10°
Manitolis 2 % 4,98+0,19° 7,07+0,07¢ 6,87+0,02° 6,16+0,02°
Trehalozé 4 % 4,90+0,00° 7,02+0,01% 6,85+0,04° 6,28+0,11°
Inulinas 2 % 5,19+0,02¢ 6,79+0,01° 6,87+0,08° 6,51+0,10°
Gliukomananas 0,5 % 5,24+0,05° 6,92+0,00% 7,15+0,04¢ 6,93+0,09?

Rezultatai pateikti kaip vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. Mazosios raidés parodo statistiskai reik§minga
skirtuma (p < 0,05) tarp daugianariy emulsijy.

Palyginus gautus rezultatus su mitybine terpe ir su fiziologiniu tirpalu, prebiotiky veikimui skirtingos
terpés jtakos neturéjo. L. plantarum ir L. reuteri bakterijas prebiotikai veiké skirtingai. L. plantarum
teigiamai veiké manitolis bei trehalozé, o L. reuteri inulinas ir trehalozé. Gliukomananas, prieSingai

nei kiti prebiotikai, veiké neigiamai (p<0,05) abi Lactobacillus genties bakterijas.

Taip pat probiotiky gyvybingumas buvo stebétas daugianariy emulsijy plakimo metu (31 pav).
Stebétas koks bakterijy gyvybingumas po kiekvieno daugianariy emulsijy plakimo etapo, tai yra
grynos kultiiros, V/A emulsijoje bei V/A/V daugianar¢je emulsijoje.
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31 pav. Probiotiky gyvybingumas daugianarés emulsijos gamybos metu
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Rezultatai parodé, kad bakterijy kiekis daugianaréje emulsijoje mazéjo apylygiai. L. plantarum
kultiiros bakterijy skai¢ius pries plakant emulsijas buvo 10,78 KVS/ml, o galutiniame gamybos etape
— 8,86 KVS/ml. Tai bakterijy skaic¢ius sumazejo 1,92 KVS/ml.

Plakant daugianares emulsijas su L. reuteri bakterijy skaicius kultiiroje buvo 10,55 KVS/ml, o
daugianaréje emulsijoje — 8,39 KVS/ml, taigi L. reuteri bakterijy skai¢ius sumazéjo 2,16 KVS/ml.
Bakterijy kiekis maz¢jos , nes mechaninis maiSymo stresas gali sukelti tolesnj bakterijy skaiciaus
sumazgjima [77].

3.6. Daugianariy emulsiju V1/A/V> mikroskopinis vaizdas

Mikroskopuojamos dvigubos emulsijos su mikroskopu per x100 didinamg objektyva. Mikroskopiné
nuotrauka, kuri pateikta 32 paveikslélyje yra daugianariy emulsijy su 5 % (Tween 80 + lecitinas) ir
su 10 % (Tween 80 + lecitinas) emulsikliy koncentracijomis. Emulsijos plaktos su rapsy aliejumi.
Vidiné vandens fazé su Tween 80, aliejiné fazé su lecitinu, o iSoriné fazé su 2 % alginato tirpalu.

32 pav. Daugianariy emulsijy x100 mikroskopinis vaizdas

Mikroskopiniame vaizde (A) 5 % daugianarés emulsijos; (B) 10 % daugianarés emulsijos.
Mikroskopinése nuotraukose matosi laseliai laseliuose, tai yra vidiniai vandens laSeliai pasiskirste
aliejaus laseliuose, o Sie visi pasiskirste iSoriné¢je vandens fazéje, Siuo atveju natrio alginate tirpale.

3.7. Daugianariy emulsijy klampos nustatymas

Buvo nustatyta stabiliy emulsiniy sistemy Klampa, nes klampa yra vienas i§ pagrindiniy parametry,
daranéiy jtaka emulsijos stabilumui [79].

Plaktos emulsijos su skirtingomis aliejinémis fazémis bei } viding vandens faze¢ jkapsuliuotos
probiotinés bakterijos. Vienos daugianarés emulsijos plaktos su rapsy aliejumi, kitos su trigliceridais.
Jy klampos kreivés pateiktos 33 ir 34 paveiksléliuose, o 11 lenteléje pateikta klampos konstantos (K)
ir jy nuokrypiai.
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11 lentelé. Daugianariy emulsijy klampos konstantos

Lipofiliné fazé Probiotikas Klampos konstanta (K),
Pa.s"
Aliejus L. plantarum 2,24+1,80%
L. reuteri 2,03+1,42%®
Trigliceridai L. plantarum 2,76+2,20P
L. reuteri 1,64+0,922

Rezultatai pateikti kaip vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. Mazosios raidés parodo statistiskai reik§minga
skirtuma (p < 0,05) tarp daugianariy emulsijy.

IS 11 lentelés pateikty rezultaty matoma, kad nepriklausomai nuo lipofilinés fazés, klampos
konstantos yra mazenés su j vandening faze (V1) jkapsuliuotomis L. reuteri bakterijomis nei su L.
plantarum. Kai naudojama aliejiné fazé dvigubos emulsijos su L. plantarum konstanta didesné 0,21
[Pa -s] uz dvigubos emulsijos su L. reuteri, o su trigliceridais net 1,12 [Pa -s] didensé. Klampos
konstanta tarp emulsijy, kuriy lipofiliné fazé buvo aliejus, reikSminio skirtumo neturéjo (p<0,05).
Kity autoriy yra nustatyta, kad klampos dydj lemia temperatiira ir alicjaus cheminé struktiira
(riebiyjy rigséiy grandiniy ilgis bei jy sotumo laipsnis); keliant temperatiirg labiausiai pakinta klampa
aliejy, kuriy sudétyje esanciy riebiyjy ragsciy molekulés turi daugiau dviguby jungéiy [80].
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33 pav. Daugianariy emulsijy klampa su L. plantarum

Mélynai pazymétos kreivés lipofiliné fazé yra rapsy aliejus, o raudonai — trigliceridai. Sios dvi
lipofilinés fazés kambario temperatiiroje (klampos matavimas atliktas kambario temperatiiroje)
skiriasi reologinémis savybémis, taciau nezymiai. Emulsijos skiriasi ne tik lipofiline faze, bet ir jos
kiekiu emulsijose. Tai rodo, kad lipofilinés fazés procentinis kiekis salygoja klampos rezultatus.
Emulsijos gamintos su aliejais, lipofiling faz¢ sudaré 40 %, tai yra aliejaus ir vandens santykis buvo
4.6, o emulsijoje su trigliceridais — 20 % santykiu 2:8.
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34 pav. Daugianariy emulsijy klampa su L. reuteri

Paruosty dviguby emulsiju klampa su L. plantarum didesné su trigliceridais nei su aliejais. Su L.
reuteri dviguby emulsijy klampa didesné paruosty su aliejais. Aliejy takumas taip pat priklauso nuo
pagrindiniy ingredienty — riebiyjy rigsciy struktiiros. kad augaliniam aliejui biidingas niutoninis
tekéjimo pobitidis [80].

Jvertinus rezultatus, gautus ir apraSytus ankstesniuse skyriuose, buvo nutarta tolimesnius tyrimus
atlikti su viena i§ probiotiniy bakterijy — L. plantarum ir su jg teigiamai veikusiais prebiotikais
(manitolis, trehalozé).

Daugianarés emulsijos buvo plakamos su probiotikais, prebiotikais bei augaliniu ekstraktu
(8altalankiy). Sudarytos 6 tipy daugianarés emulsijos, kuriy sudétis pateikta 12 lenteléje.

12 lentelé. A—F dviguby emulsijy sudedamieji komponentai

azés
Aliejiné (A) Vidiné vandens (V1) ISoriné vandens fazé (V2)
Emulsija
Lecitino emulsiklis 5 % Guarguma 5000 0,5 % Alginatas 2 %
A Tween 80 emulsiklis 5 % Tween 80 emulsiklis 5 %
Kultara (L. plantarum)
Lecitino emulsiklis 5 % Guarguma 5000 0,5 % Alginatas 2 %
B Tween 80 emulsiklis 5 % Tween 80 emulsiklis 5 %
Kultura (L. plantarum)
Manitolis 2 %
Lecitino emulsiklis 5 % Guarguma 5000 0,5 % Alginatas 2 %
c Tween 80 emulsiklis 5 % Tween 80 emulsiklis 5 %
Kultura (L. plantarum)
Trehalozé 4 %
Lecitino emulsiklis 5 % Guarguma 5000 0,5 % Alginatas 2 %
D Saltalankiy ekstraktas 5 % Tween 80 emulsiklis 5 % Tween 80 emulsiklis 5 %
Kultara (L. plantarum)
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e Aliejiné (A) Vidiné vandens (V1) ISoriné vandens fazé (V2)
Emulsija
Lecitino emulsiklis 5 % Guarguma 5000 0,5 % Alginatas 2 %
Saltalankiy ekstraktas 5 % Tween 80 emulsiklis 5 % Tween 80 emulsiklis 5 %
E Kultdra (L. plantarum)
Manitolis 2 %
Lecitino emulsiklis 5 % Guarguma 5000 0,5 % Alginatas 2 %
Saltalankiy ekstraktas 5 % Tween 80 emulsiklis 5 % Tween 80 emulsiklis 5 %
F Kultdra (L. plantarum)
Trehalozé 4 %

Su visomis gautomis 6 emulsijomis buvo atlikti reologiniai tyrimai, oksidacinis stabilumas bei

bakterijy gyvybingumas laikymo metu.

3.8. Daugianariy emulsiju (A—F) reologiniai parametrai

Emulsijos buvo suplaktos ir matuojamos po 2 pakartojimus tiek klampos tyrime tiek daleliy dydzio

nustatyme.

Daugianariy emulsijy klampos ir daleliy dydziai pagal tarj (D [4, 3]) ir pagal pavirSiaus plota (D [3,

2]) rezultatai pateikti 13 lenteléje.

13 lentelé. Daugianariy emulsijy A—F daleliy dydis ir reologinés charaktersitikos

Dvigubos Daleliy dydis Reologinés charakteristikos

emulsijos

tipas D [4, 3], pm D [3,2], pm n K [Pa-s] R?
A 0,79+0,11° 0,20 £ 0,022 0,5643 4,47 +411° 0,9934
B 0,93 +0,15® 0,22 £0,03? 0,5853 4,13 +3,73% 0,9996
c 0,98 £0,11° 0,24 +0,03® 0,5495 4,44 + 4,48° 0,9963
D 1,00 £ 0,122 0,24 +0,03® 0,6045 3,42 +2,85% 0,9991
E 1,97 +0,01¢ 1,78 +0,01° 0,6042 2,36 +2,17° 0,9961
F 1,40 £0,31° 0,44 £0,53° 0,6212 3,07 £ 2,46® 0,9997

Rezultatai pateikti kaip vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. Mazosios raidés parodo statistiskai reikSminga
skirtuma (p < 0,05) tarp daugianariy emulsijy.

DidZiausia klampa pasizyméjo A, B, C tipo daugianarés emulsijos, maZzesne D, F tipo ir maziausia
klampa pasizyméjo E tipo emulsija. Emulsijose, kuriose yra trehalozés sudaro mazesnius daleliy
dydZius [81]. Pagal gautg takumo indeksa (n < 1) yra daroma iS§vada, kad visos emulsijos pasizyméjo

pseudoplastiniams skyséiams blidingomis savybémis, tai yra didinant deformacija klampa mazéjo
[82].

Daleliy dydis labai svarbus rodiklis emulsijy stabilumui. MaZesnis daleliy dydis lemia ilgesnj
stabilumg emulsijose. Kuo didesnis daleliy dydis tuo sunkiau emulsijos lieka stabilios. Teoriskai,
stabiliy emulsijy laseliy dydis gali svyruoti nuo 0,1 iki 10 pm. Jeigu laseliai didesni negu 10 pm,
emulsijos laikomos nestabiliomis [81].
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I8 13 lentelés matoma, kad visy tipy emulsijy daleliy dydis buvo mazesnis nei 10 um, todél galima
teigti, kad daugianarés emulsijos yra pakankamai homogeniskos ir stabilios. DidZiausias daleliy dydis
yra E ir F tipo emulsijose, mazesni C, D, B o maziausias — A emulsijoje. Taip galéjo nutikti dél to,
kad A tipo daugianaréje emulsijoje yra maziausias komponenty kiekis. Daleliy dydzio skirtumas
pagal tarj tarp A ir E tipo emulsijy yra 1,18 um, o pagal pavir$iaus plotg 1,58 um.

Daleliy dydzio pasiskirstymas (A—F) daugianarése emulsijose pateiktas 35 paveiksle.
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35 pav. Daleliy dydzio pasiskirstymo kreivés daugianarése (A—F) emulsijose

E tipo emulsijoje dalelés yra pasiskirs¢iusios vienoje smailéje, kitose A, B, C, D ir F tipo emulsijose
— dviejose smailése. Tai parodo, jog daugianarés emulsijos sistemoje esancios dalelés yra jvairaus
daleliy dydzio.

3.9. Daugianariy emulsiju (A-F) oksidacinis stabilumas

Emulsijos laikytos ir stebétos nuo 0 val. iki 42 pary skirtingose temperatiirose, kambario
temperatiiroje (KT) ir 37 °C temperatiiroje. Taip pat norint jvertinti tik Saltalankiy ekstrakto
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antioksidacinj poveikj, buvo atlickamas oksidacinis stabilumas su alieju ir alieju su 5 % augaliniu
ekstraktu. Stabilumo vertinimas atlickamas buvo dvejais metodais, kurie apraSyti 2 skyriuje.

Norint istirti Saltalankiy ekstrakto antioksidacines savybes, jo buvo pridéta 5 % j aliejing fazg ir kas
7 dienas fiksuojamas peroksidy skai¢ius (PS). Gauti rezultatai pateikti 36 paveikslélyje.
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36 pav. Peroksidy skai¢ius rapsy aliejuje ir aliejuje su 5 % 8$altalankiy ekstraktu laikymo metu (KT ir 37 °C)

I$ rezultaty matyti, kad kambario temperataroje (KT) aliejus be ir su saltalankiy ekstraktu didelés
jtakos neturéjo PS Kitimui. PS svyravo nuo 0,5 mekv/kg iki 1,5 mekv/kg. Bandiniai, kurie laikyti 37
°C temperattroje oksidavosi daug grei¢iau nei laikyti KT. Palyginus aliejy laikyta KT ir 37 °C
temperatiiroje po 42 pary, tai PS padidéjo 33 mekv/kg laikytas 37 °C. Aliejus su ekstraktu, kuris buvo
laikytas 37 °C temperatiiroje skyrési 25 mekv/kg nuo aliejaus su ekstraktu, kuris buvo laikytas KT.
Skirtumas tarp aliejaus be ir su ekstraktu, kurie buvo laikyti 42 paras 37 °C temperatiiroje buvo
reikSmingai skirtingas (p>0,05) 9 mekv/Kkg.

Pagal Siuos gautus rezultatus galima daryti iSvadg, kad Saltalankiy CO; ekstraktas slopino emulsijy
oksidacija.

Duomenys, gauti laikant emulsijas (A-F) kambario temperatiiroje nurodyti 37 paveiksle.
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37 pav. Peroksidy skaicius daugianarése (A—F) emulsijose laikymo metu (kambario temperatiiroje)
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Peroksidy skai€ius didéjo laikymo metu. Didziausias peroksidy kiekis buvo emulsijose, kuriose
nebuvo Saltalankiy ekstrakto arba, kuriose buvo didziausias kiekis priedy. Lyginant emulsijas A ir D,
tai emulsijoje su ekstraktu PS buvo mazesnis 0,5 mekv/kg.

Emulsijose C ir F, kuriose buvo pridéta prebiotikas trehalozé, po 42 pary PS buvo ganétinai didelis
atitinkamai 10 mekv/kg ir 9 mekv/kg nepaisant, kad F emulsijoje buvo pridétas Saltalankiy ekstraktas.
Taciau palyginus E ir F emulsijas, kuriose buvo ir ekstraktas ir prebiotikas jy PS skyrési 4,5 mekv/kg.
Galima daryti iSvada, kad trehalozé diding oksidacinj nestabilumg. StatistiSkai diziausias reikSminis
skirtumas buvo C emulsijoje (p>0,05) po 42 pary.

38 paveikslélyje pateiktos emulsijy A-F peroksidy skai¢ius laikytas 37 °C temperatiiroje.
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38 pav. Peroksidy skai¢ius daugianarése (A—F) emulsijose laikymo metu (37 °C)

IS pateikto 36 paveikslélio matyti, kad PS did¢jo sparciau nei laikytos emulsijos kambario
temperatiiroje. Taciau didéjimo eiliSkumas nekito, maziausias PS po 42 pary buvo D emulsijoje 15
mekv/kg, didziausias C emulsijoje 31 mekv/kg (p>0,05). PS po 7 pary Zenkliai Sokteléjo j virSy, po
to PS didéjo tolygiau.

Palyginus 35 ir 36 paveikslélius matoma, kad temperatiira daro jtaka PS kKiekiui. Pavyzdziui, D
emulsijos peroksidy skai¢ius po 42 pary, kambario temperatiiroje buvo 3,5 mekv/kg, o laikyta 37 °C

temperattiroje PS sieké 15 mekv/kg. Tad ta pati D emulsija laikyta skirtingose temperatiirose turéjo
didesnj PS.

Gauti duomenys parod¢, kad Saltalankiy ekstraktas turi antioksidciniy savybiy ir diding oksidacinj
stabilumg. Taip pat PS kiekiui jtakos turi ir temperatiira, bei priedai (prebiotikai).

3.10. L. plantarum bakteriju gyvybingumas laikymo metu A-F tipo daugianarése emulsijose

Kas savaite buvo vertinamas bakterijy gyvybingumas ir stebimas jy pokytis daugianarése emulsijose.
Bakterijos buvo jkapsuliuotos j skirtingy tipy daugianares emulsijas (A—F) ir laikkomos 7 savaites
skirtingose temperatiirose (KT, 37 °C). Bakterijy gyvbingumas buvo vertinamas serijiniu s¢jimo buidu
] petri leksteles.
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39 paveikslélyje pateikti duomenys gauti kambario temperatiiroje. L. plantarum gyvybingumas
mazejo visose emulsijose, bet didziausias gyvybingumas bakterijy isliko C ir F emulsijose.
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39 pav. L. plantarum augimo kreivés emulsijose A-F laikymo metu KT

40 paveikslélyje pavaizduotas L. plantarum augimo kreivé A-F tipo emulsijose laikymo metu 37 °C
temperatiiroje.
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40 pav. L. plantarum augimo kreivés emulsijose A-F laikymo metu 37 °C temperatiiroje

Ikapsuliuotos probiotinés bakterijos su prebiotikais isgyveno geriau nei jkapsuliuotos bakterijos be
prebiotiky. Sumazéjimo greitis buvo labai skirtingas (p <0,05) tarp kapsuliy su ir be antioksidanto bei
prebiotiko. Antioksidantas teigiamai veikia probiotines bakterijas [66], todél bakteijy skaic¢ius buvo
didesnis emulsijose su antioksidantu.

I daugianares emulsijas C ir F buvo pridéta trehalozés prebiotiko ir jose bakterijy gyvybingumo
mazejimo greitis buvo mazesnis nei A, B ir D emulsijose. Tokius apsauginius junginius kaip trehaloze
pridedama siekiant islaikyti probiotiniy organizmy gyvybingumga dehidratacijos ir laikymo metu [83].
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3.11. Alginatinés kapsulés ir juy kietumas

Atsizvelgiant | bakterijy gyvybinguma daugianarése emulsijose laikymo metu (3.10.) buvo nuspresta
ikapsuliuoti L. plantarum probiotikg j E tipo emulsija, kurioje bakterijos iSlaiké didziausig bakterijy
skai¢iy. I$ Sios emulsijos buvo gautos apic 2 mm skersmens, standzios, balkS§vos spalvos
polisacharidinés kapsulés (41 pav.)

41 pav. Alginatinés kapsulés su L. plantarum probiotiku

Kapsulés buvo tinklintos skirtingg laikg ir 42 pav. pateikti rezultatai gauti matuojant kapsuliy
kietumg. Rezultati pateikti kaip kapsuliy suspaudimo jégos (N) priklausomybé¢ nuo tinklinimo laiko
(min) kalcio chlorido tirpale.
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42 pav. Kapsuliy kietumas

Kuo ilgiau kapsulés buvo tinklinamos, tuo labiau reikéjo didesnés jégos joms suspausti. Kaip matoma
i§ pateikty rezultaty 5 min tinklintoms kapsuléms reikéjo 0,24 N, o 30 min — 0,28 N. 5 min ir 10 min

tinklintos kapsulés netur¢jo reikSmingo skirtumo tarpusavy, taciau 30 min tinklintos kapsulés turéjo
(p>0,05).
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3.12. Ikapsuliuoty L. plantarum bakteriju gyvybingumas kapsulése laikymo metu

Ikapsuliuotos L. plantarum probiotinés bakterijos buvo laikytos plastikiniuose steriliuose
mégintuvéliuose su steriliu distilivotu vandeniu. Kas savait¢ buvo stebétas bakterijy gyvybingumas
laikymo metu, i§ viso 62 paras (43 pav.).
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43 pav. L. plantarum gyvybingumas alginatinése kapsulése laikymo metu

Nustatyta, kad bakterijy jkapsuliavimas j alginatines kapsules veiksmingai apsaugo organizmus tam
tikrg laikg. Kaip tikétasi, skirtingas tinklinimo laikas daro jtakg bakterijy gyvybingumui. Kuo ilgesnis
tinklinimo laikas, tuo didesnis kapsaulés membranos storis, kuris ir uztikrina didesnj bakterijy
gyvybinguma [56]. Bakterijy skai¢ius kapsulése maz¢jo vienodu grei¢iu (39 pav.), taciau didziausias
gyvybingumas iSliko kapulése, kurios buvo tinklintos kalcio chlorido tirpale ilgiausig laika, tai yra 30
min. Blandino ir kt. (1999) prane$é¢, kad maksimalus gelio dydzio augimas realizuojamas per
pirmgsias 15 min. [84], todél kapsulés, kurios buvo laikytos kalcio chlorido tirpale 20 min ir 30 min
uztikrino didesnj bakterijy skaiCiy kapsulés. Kapsulés, tinklintos skirtinguose laikuose, buvo
reikSmingai skirtingos po 62 pary (p<0,05).

3.13. Kapsuliy vir§kinimas IN VITRO.

Norint Sias kapsules panaudoti realiuose produktuose (maisto, kosmetikos ir kt.), reikia nustatyti ar
Sios polisacharidinés kapsulés apsaugo bakterijas skrandzio virSkinimo metu, ar probiotikai
atsipalaiduoja Zarnyne virSkinimo metu ir ar bakterijos iSlieka gyvybingos pasiekus tikslinga vieta,
tai yra zarnyng. Todél jkapsuliuoty probiotiky gyvybingumas buvo vertinamas in vitro imituotose
virskinimo trakto salygose.

Palyginimui buvo atlickamas virskinimas lastelés suspensijos (L. plantarum), E tipo emulsijos ir i§
Sios emulsijos gautoms kapsuléms. 44 pav. parodytas bakterijy gyvybingumas virskinimo metu in
vitro imituotose skranzio sultyse. Gyvybingumas lastelés suspensijoje ir emulsijoje buvo fiksuojamas
po 5 min bei po 2 val., o kapsulése tik po 2 val.
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44 pav. L. plantarum gyvybingumas imituotose skranzio sultyse (SGF)

Atliekant tyrima, Zymus bakterijy gyvybingumo Suolis zemyn buvo nustatytas lgstelés suspensijoje.
Bakterijy skai¢ius sumazé¢jo 3,90 KVS/ml po SGF 2 val. Emulsijoje ir kapsulése bakterijy
gyvybingumas mazg¢jo apylygiai, didelio skirtumo po 2 val. nuo pradinio taSko nebuvo. Emulsijoje
gyvybingumas sumazéjo 1,03 KVS/ml. Emulsijoje po 2 val. buvo didesnis bakterijy skai¢ius nei
Igstelés suspensijoje (p > 0,05). Pradiniame taske bakterijy gyvybingumo reiSkminis skirtumas buvo
tarp kapsuliy tinklinty skirtinguose laikuose. Po 2 val. maziausias bakterijy skaicius buvo kapsulése,
kurios buvo tinklintos 5 min, o didziausias skaicius kapsulése, kurios tinklintos buvo 30 min. 10 min.
Tinklintos kapsulés reikSminio skirtumo neturéjo tarp 5 min ir 10 min kapsuliy po 2 val. SGF (p
<0,05).

Bakterijy gyvybingumas buvo stebétas imituotose zarnyno sultyse. Bakterijy skaiCius lastelés
suspensijoje fiksuojamas po 5 min, 2 val. bei 4 val., kapsulése — po 2 val. ir 4 val. Gauti duomenys
pateikti 45 pav.
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45 pav. L. plantarum gyvybingumas imituotose Zarnyno sultyse (SIF)
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Nustatyta, kad bakterijy jkapsuliavimas j alginato kapsules veiksmingai apsaugo organizmus nuo
didelio ruigstingumo ir iSgyvena imituotose virSkinimo trakto salygose.

Chandramouli ir kt. (2004) teigia, kad jkapsuliuotos probiotinés bakterijos i§gyvena daug geriau ir
ilgiau nei laisvos probiotinés bakterijos [56].

Po 4 valandy inkubacijos imituotose Zarnyno sultyse (pH 7) bakterijy lasteliy iSlikimas buvo
pastebimai padidéjes (p > 0,05) kapsulése, kurios buvo sukietintos 30 min. kalcio chlorido tirpale,
palyginti su kapsulémis, kurios buvo sukietintos tik 5 min., kadangi kapsuliy membranos storis buvo
didesnis [56]. Lactobacillus bakterijy gyvybingumas galéjo islikti didesnis, galbit dél didesnio
toleravimo rugstims [66].
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ISvados

1.

Tyrimy metu nustatyta, kad stabilios A/V emulsijos susidaro naudojant 0,5 % Tween 80, 0,5 %
Tween 80 + leciting, 2 % lecitino arba 5 % Span 80 emulsiklius esant aliejaus-vandens santykiui
6:4. Taciau esant aliejaus-vandens santykiui 7:3 stabilios emulsijos gautos tik su 0,5 % Tween 80,
0,5 % Tween 80 + Span 80 ir 10 % Span 80 emulsikliais. Istyrus V/A emulsijy stabiluma,
nustatyta, kad tik su 5 ir 10 % Tween 80 + lecitino emulsikliais susidaro stabilios emulsijos esant
vandens-aliejaus santykiui 6:4, o pakeitus vandens-aliejaus santykj j 7:3 stabiliy emulsijy
nesusidaro.

IStyrus daugianariy V/A/V stabilumg, nustatyta, kad stabilios daugianarés emulsijos susidaro su
2 % alginato priedu iSorin¢je V> fazéje. Be to, nustatyta, kad emulsijy stabilumui jtakos turi ir
polisacharidy priedas vidinéje vandens fazéje, tai yra jy stabilumas padidéjo ir susidaro 100 %
stabilios emulsijos su Guargum 5000, Thixogum (V1 fazgje) ir 2 % alginatu (V2 fazéje).
Atlikus daugianariy emulsijy klampos tyrimus, daleliy dydzio matavimus, nustatyta, kad
emulsijos pasizymi dideliu stabilumu.

Apskaiciuotas peroksidy skai¢ius aliejuje be ir su antioksidantu, bei daugianarése A—F emulsijose.
Nustatyta, kad méginiai su Saltalakiy ekstraktu turéjo mazesnj peroksidy skai¢iy, nei méginiai,
kuriuose nebuvo ekstrakto.

Jkapsuliuotoms L. plantarum bakterijoms j daugianares emulsijas gyvybinguma kélé prebiotikai:
manitolis ir tehalozé, bei antioksidantas: Saltalankiy ekstrakatas. Palyginus gyvybinguma tarp
emulsijy su ir be prebiotiku bei antioksidantu, tai gyvybingumas buvo didesnis tose emulsijose,
Kuriose buvo priedy.

Nustatyta, kad ilgesnis kapsuliy tinklinimo laikas kalcio chlorido tirpale uztikrina didesnj
gyvybingy bakterijy skai¢iy kapsulése.

Atlikus daugianariy Vi/A/V2 emulsijy bei kapsuliy vir§kinimg Zzarnose in vitro sglygomis,
nustatyta, kad probiotikai iSgyvena ir tikslingai pasickia gyvybingos Zmogaus Zarnyng.

Sio tyrimo metu pagamintos daugianarés Vi/A/V2 emulsijos ir kapsulés gali bati sékmingai
naudojamos probiotiky jkapsuliavimui kartu su prebiotiku bei Saltalankiy ekstraktu.
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