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Santrauka

Antriniai augaliniai produktai turi biologiskai aktyviy junginiy, skaiduly, baltymy, kurie pasiZymi
naudingomis savybémis, taCiau dazniausiai yra panaudojami neefektyviai. Siekiant padidinti tokiy
biomasiy pridéting verte, jas biity tikslinga funkcionalizuoti, naudojant inovatyvius technologinius
sprendimus, jskaitant ir mikrobing¢ fermentacijg. Funkcionalizavimui gali buti taikomas augalinés
kilmés baltyminiy medziagy apdorojimas auksto daznio (850 kHz) ultragarsu Zemose temperattirose
(<50 °C), taip pat sausasis separavimas bei kictafazé fermentacija.

Sio darbo tikslas buvo istirti augaliniy i§spaudy (avieéiy ir kokosy) savybes, pritaikyti inovatyvius
sprendimus jy funkcionalizavimui j pridétinés vertés produktus ir juos panaudoti antimikrobiniy
hidratuoty geliy (nutraceutiky) gamybai.

Siame darbe nustatyta, kad avieéiy i§spaudoms pritaikius sausajj separavima, galima i$gauti frakcijas
(<0,315 mm ir 0,5-1 mm), pasizyminéias didesniu elago rtugsties kiekiu ir antioksidaciniu aktyvumu
nei pradiné Zzaliava (be frakcionavimo). Be to, avieCiy iSspaudos pasizyméjo antimikrobiniu
aktyvumu prie§ atsparius antibiotikams patogenus: Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ir Pseudomonas aeruginosa. Sonifikuojant kokosy i$spaudas
auksto daznio ultragarsu (850 kHz), aptikta, kad didziausias tirpiy baltymy kiekis ir koncentracijos
jose atsipalaiduoja, veikiant auksto daznio ultragarsu (850 kHz, intensyvumas 2 W/cm?), 10 min.,
esant pH 9. Sonifikuotos kokosy iSspaudos buvo iSbandytos PRB fermentacijai ir jrodytas jos, kaip
mitybinés terpés, tinkamumas antimikrobinémis savybémis pasizyminéios L. paracasei
dauginimuisi. Nustatytas bakterijy skaicius po fermentacijos buvo 9,097 log KSV/ml. Papildomai
iSbandyta sonifikacija natyvinio krakmolo modifikavimui, siekiant suteikti jam naujas funkcines
savybes. Jrodyta, kad suspensijy apdorojimas auksSto daznio ultragarsu, reikSmingai mazino
suspensijy klampg ir turéjo teigiamg poveikj jy tekstiirai. Atlikus eteriniy aliejy antibakterinio
aktyvumo tyrimus, nustatyta, kad didziausiu poveikiu pasizyméjo arbatmedziy eterinis aliejus.
Arbatmedziy ir pipirmécCiy eteriniai aliejai imobilizuoti i OSA-krakmolg buvo tinkamiausi
nutraceutiky gamybai. Hidrogeliy (vienasluoksniy ir trisluoksniy) struktiirizavimui parinktas agaras
ir avieciy iSspaudy priedas (20 %) kombinacijoje su sorbitoliu ir maltitoliu. Vertinant agaro geliy su
imobilizuotais eteriniais aliejais virSkinamumg in vitro, buvo stebima, kad daugiausia fenoliniy
junginiy atsipalaiduoja in vitro skrandzio terpéje (pH 2) i§ agaro geliy su arbatmedziy eteriniu
aliejumi, o Zarnyno terpéje (pH 7,5) 1§ geliy su pipirméciy eteriniu aliejumi (vienasluoksniai agaro
geliai). Funkcionalizuotas krakmolas panaudotas kaip alternatyva agaro geliy ruoSimui. Tiriant
hidrogelius su nauju stabilizatoriumi, daugiausiai fenoliniy junginiy in vitro testo metu atsipalaidavo
geliuose su imobilizuotu arbatmedziy eteriniu aliejumi.
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Summary

Plant by-products contain biologically active compounds — fibers, proteins, which have beneficial
properties, but are often used inefficiently. In order to increase the added value of such biomasses,
functionalization can be applied. Functionalization can be performed by high-frequency (850 kHz)
sonication at low temperatures (<50 °C), as well as dry separation and solid-phase fermentation.

The aim of this work was to investigate biological properties of plant press cakes (raspberry and
coconut), apply functionalization to increase nutritional value of the products and use them in the
production of antimicrobial hydrated gels (nutraceuticals).

In this work, it was determined that applying dry separation on raspberry press cake, it is possible to
obtain fractions (<0.315 mm and 0.5-1 mm) with higher content of elagic acid and antioxidant
activity (comparing with raw material without fractionation). In addition, raspberry pulp showed
antimicrobial activity against antibiotic resistant pathogens: Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa. Sonification of
coconut press cake with high frequency ultrasound (850 kHz) showed that the highest amount and
concentration of soluble proteins were released by high frequency sonication (850 kHz, intensity 2
Wi/cm?) for 10 min at pH 9. Sonicated coconut press cake was tested for LAB (lactic acid bacteria)
fermentation and proved its suitability as a culture medium for the cultivation of L. paracasei bacteria
with antimicrobial properties. After fermentation, it was determined, that the count of bacteria was
9.097 log CFU/ml. Modification of native starch was additionally tested by applying sonification to
give it new functional properties. High-frequency sonication of the suspensions significantly reduces
the viscosity of the suspensions and have had a positive effect on its texture. Studies on the
antibacterial activity of tea tree, peppermint and grapefruit essential oils have shown that tea tree
essential oil had the best antibacterial activity against pathogenic bacteria. The essential oils of tea
tree and peppermint immobilized on OSA-starch and coated with entero-soluble material were the
most suitable for the production of hydrogels (nutraceuticals). Agar gels with raspberry press cake
(20 %) in combination with sorbitol and maltitol were chosen for the structuring of hydrogels (single-
layer and three-layer). During the digestibility test of agar gels with immobilized essential oils in
vitro, it was observed that most phenolic compounds were released in gastric medium (pH 2) from
agar gels with tea essential oil and in an intestinal medium (pH 7.5) from gels with peppermint
essential oil (single layer agar gels). Functionalized starch was used as an alternative to agar in gel
preparation. Evaluating hydrogels with a new stabilizer (modified starch) it was found, that the most
phenolic compounds were released from gels with immobilized tea tree essential oil.



Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
OSA — oktenilgintaro rugsties anhidridas;
SDS-PAGE - natrio dodecilsulfato — poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
DMSO — dimetilsulfoksidas;
TRIS — tris(hidroksimetil)Jaminometanas;
TEMED - tetrametiledilendiaminas;
NDS — natriododecilsulfatas;
GPT — glutamo piruvo transmitazg;
BSA — jaucio serumo albuminas;
LDH — laktato dehidrogenaze;
HPLC — auksto efektyvumo skys¢iy chromatografija;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
ABTS - 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoniné rugstis);
KF — kietafaz¢ fermentacija;
MRS — De Man, Rogosa ir Sharpe mitybin¢ terpé¢;
PRB — pieno riigsties bakterijos;
L. — Lactobacillus;
KSV - kolonijas sudarantys vienetai;
BMS — bendras mikroorganizmy skaicius;
konc. — koncentracija;
pvz. — pavyzdZiui;
val. — valanda;

min. — minuteé.



Jvadas

Augaliniy gérimy ir sul¢iy gamybos metu susidaro dideli antriniy produkty — i§spaudy kiekiai, kurios
yra iSmetamos ar naudojamos pasarams bei kelia aplinkosaugos problema, nors jose gausu vertingy
makro- ir mikro- komponenty, 0 jy tarpe, biologiskai aktyviy medZiagy. Siuos naudingus
komponentus sunku i$gauti i§ sudétingy lignoceliulioziniy struktiiry ir (ar) padidinti jy biologinj
prieinamumo laipsnj, todél aktualu ieskoti naujy augalinés zaliavos funkcionalizavimo biidy.

Funkcionalizavimas yra naudingy komponenty iSlaisvinimas, prid¢jimas ar iSskyrimas ir
panaudojimas kity maisto produkty ruoSimui. Funkcionalizavimui gali bati taikomi tvarGs procesai,
tokie kaip sausasis separavimas, leidziantis atskirti pridétinés vertés frakcijas. Apdorojant ultragarsu,
gali biiti padidintas medziagy i§ augalinés Zzaliavos ekstraktyvumas, islaisvinant i§ sudétingy
lignoceliulioziniy struktiry tirpius baltymus ir (ar) tirpias skaidulines medziagas. Parinkus
antimikrobinémis savybémis pasizymincius mikroorganizmus ir juos pritaikius prebiotiniy skaiduly
fermentacijai, gali buti pasiektos sinbiotikams buidingas efektas. Sinbiotikai — preparatai, kuriuose
yra probiotiky (pvz., PRB) ir prebiotiky (augalinés kilmés skaidulos). Pastaruoju metu didelis
susidom¢jimas skiriamas kietafazei fermentacijai, kuri savo efektyvumu daznai gali pralenkti
tradicinius lignoceliuliozinés zaliavos apdorojimo biidus.

Funkcionalizuotos augalinés Zaliavos turi placias pritaikymo galimybes, jskaitant nutraceutiky
gamyba. Nutraceutikai nuo farmaciniy preparaty issiskiria savo natiiralia prigimti ir jiems gali bati
suteikiamos specialios funkcinés savybés. Viena i§ aktualiy krypCiy bty antimikrobiniu poveikiu
pasizymin¢iy nutraceutiky prie§ antibiotikams atsparius patogenus vystymas. Antimikrobines
savybes nutraceutikams gali suteikti eteriniai aliejai ir pieno riigSties bakterijomis (PRB) fermentuoti
augaliniai produktai, naudojami dél jy teigiamo poveikio gaminiy juslinéms savybéms. Avieciy
iSspaudose gausu fenoliniy junginiy, antocianiny, vitaminy ir skaiduly. D¢l Siy junginiy, iSspaudos
gali buiti panaudotos kaip priedai funkcionaliy produkty ruo$imui. Kokosy i§spaudose gausu baltymuy,
kuriy ekstraktyvumas gali bati padidintas ir jos galéty tapti universalia PRB mitybine terpe.

Nutraceutikai naudojami jvairiose formose (tableciy, kapsuliy, milteliy, geliy ir kt.), i§ kuriy
hidratuoti geliai biity tinkamiausi antimikrobinémis savybémis pasizymin¢iy produkty gamybai. Nuo
geliy struktirizavimo priklauso veikliyjy medziagy pernasa organizme ir jy atsipalaidavimas bei
veikimo mechanizmas. Imobilizuojant j geliy struktiiras probiotines kultiiras, aktualus jy
gyvybingumo issilaikymas. Siuo metu didZiausia susidoméjima kelia antimikrobiniy medziagy, pvz.,
eteriniy aliejy, perneSimo sistemos, lokalizuotos 1 gaubting zarng, kur siekiama uZzkirsti kelig
kylan¢ioms ligoms. Veikliyjy medZiagy pernaSos sistemos gali atsipalaiduoti dviem biudais:
atsipalaiduoti terp¢je, kurios pH atitikty 7,5 arba atsipalaiduoti palaipsniui ir visiskai nesuvirskintos
pasiekti Zarnyna.

Darbo tikslas — istirti augaliniy iSspaudy savybes, pritaikyti inovatyvius sprendimus jy
funkcionalizavimui j pridétinés vertés produktus ir juos panaudoti antimikrobiniy hidratuoty geliy
(nutraceutiky) gamybai.

Darbo uzdaviniai:
1. istirti avieciy iSspaudy ir jy frakeijy, gauty naudojant sausaji separavima, fenoliniy junginiy
sudét] ir biologinj aktyvuma;
2. nustatyti ultragarsinio apdorojimo jtaka kokosy i§spaudy baltyminiy medziagy kiekiui;
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jvertinti funkcionalizuoty ultragarsu kokosy iSspaudy tinkamuma PRB dauginimuisi
kietafazés fermentacijos metu;

jvertinti ultragarso panaudojimo galimybes krakmolo suspensijy funkciniy savybiy
pokyc¢iams;

jvertinti skirtingos kilmés eteriniy aliejy antibakterines savybes ir ju sudétj bei parinkti
tinkamiausig forma jy imobilizavimui j hidratuotus gelius;

18tirti skirtingai struktiirizuoty (vienasluoksnio ir trisluoksnio) agaro geliy biologinj aktyvuma
ir jvertinti struktiiros jtakg aktyviy junginiy atsipalaidavimui in vitro;

nustatyti modifikuoto krakmolo, kaip stabilizatoriaus, jtaka geliy aktyviy junginiy
atsipalaidavimui zarnyne in vitro ir jvertinti iy geliy biologinj aktyvuma.
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1. Literatiiros apzvalga
1.1. Antriniy produkty funkcionalizavimas pridétinés vertés didinimui

Funkcionalizavimas yra naudingy komponenty iSlaisvinimas, prid¢jimas ar iSskyrimas ir
panaudojimas kaip funkciniy priedy kity maisto produkty ruo$imui. Funkcionalizuojant augaling
zaliavg, gali buti taikomi cheminiai, fiziniai ar biologiniai metodai. Funkcionalizuoti produktai
dazniausiai apibiidinami kaip turintys teigiama poveikj Zmogaus sveikatai, skirti tam tikry organizmo
funkcijy gerinimui ir ligy rizikos prevencijai [1]. Augaliniy produkty apdorojimas, pvz.:
frakcionavimas, apdorojimas auks$to ar Zemo daznio ultragarsu, kietafazé fermentacija, gali keisti
baltyminiy medZiagy sudétj ir turéti jtakos funkcinéms savybéms.

1.1.1. Sausojo separavimo taikymas produkty pridétinés vertés didinimui

Augalinés Zaliavos perdirbimo metu susidariusiose iS§spaudos yra nevienalytés — jose yra daug sékly,
odeliy atplaiSy, smulkiy milteliy. Dél siy trilkumy jy tolesnis panaudojimas funkcionaliyjy maisto
produkty, nutraceutiky ar papildy gamyboje tampa problematiSkas. Be to, svarbu uZtikrinti stabilig
zaliavos sudét] ir technologines savybes — vandens jgérimg, kuris svarbus vystant geliy tipo
nutraceutikus. Siekiant pagerinti augaliniy produkty kokybe ir praturtinti baltymais pastaruoju metu
vis placiau pradétas taikyti sausasis frakcionavimas. Sausasis frakcionavimas, lyginant su §lapiuoju,
yra ekonomiskesnis, nes reikalauja maziau energijos, mazesnés vandens sagnaudos ir nereikalauja
sudétingos jrangos. Be gamybos ekonomijos, sausasis frakcionavimas leidzia pagerinti augaliniy
produkty kokybe, praturtinant juos baltymais [2,3].

Frakcionavimo metu miSinys dazniausiai suskirstomos pagal geometrinius pozymius (pvz., daleliy
dydj) ir galima atrinkti frakcija, kuri atitinka nustatytus reikalavimus. Gaminant nutraceutikus, visada
labiausiai vertinamos frakcijos, kuriose yra ne tik skaidulinés medziagos, bet ir gausu biologiskai
aktyviy komponenty ir baltymy [4].

1.1.2. Ultragarso taikymas augalinés Zaliavos apdorojimui

Ultragarso taikyma galima apibtdinti pagal pasirinktg daznj ir galia, t. y. Zemo daznio ir didelé galia
(<16 — 100 kHz ir galig nuo 10 iki 1000 W/cm ?) bei auksto daznio ir maza galia (nuo 100 kHz iki 10
MHz ir galia <1 W/cm?). Mazos galios ultragarsas daugiausia naudojamas medicininéje
diagnostikoje, tuo tarpu didelés galios ultragarsas dél mechaninio, kavitacinio ir Siluminio poveikio
yra naudojamas biologiniy matricy apdorojimui. Kavitaciniy burbuliuky susprogdinimas,
mikrojtrukimy susidarymas, mikroturbulumas, didelio grei¢io daleliy susidiirimai ir mikrostrukttiros
poky¢iai padidina ekstrahavimo proceso efektyvuma (pvz., iSeigg) ir pagreitina chemines reakcijas.
Kavitaciniy burbuliuky susidarymas ir suyrimas tam tikrose vietose sukelia ypa¢ aukstg temperatiira
ir slégj bei laisvyjy radikaly susidarymag [5]. Toks ultragarso poveikis sukuria zonas, galincias
smarkiai pagreitinti terpés cheminj reaktyvuma. Kai Sie burbuliukai patenka j kietos medziagos
pavir$iy, aukstas slégis ir temperatiira sukuria ,,mikropurkstukus®, nukreiptus j kietg pavirSiy. Tokiy
»~mikropurkstuky‘ susidarymas ultragarso poveikyje pritaikytas metaliniy pavirSiy nuriebalinimui ir
medziagy valymui. Kitas ,,mikropurkstuky‘ pritaikymo pavyzdys biity maisto pramonéje — augaliniy
junginiy ekstrahavimui. Kaip parodyta 1.1. paveikslélyje, kavitacinis burbulas gali buti sukurtas arti
augalinés Zaliavos pavirSiaus (a) tada, suspaudimo ciklo metu $is burbulas suyra (b) ir sukuriamas
,mikropurkstukas®, kuris yra nukreiptas link augaly matricos (b ir ¢). Siame procese susidares aukstas
slégis ir temperatiira sunaikina augalo matricos Igsteliy sieneles, o tirpiklio kiekis gali prasiskverbti i
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ju vidy (d). Tai labai jdomus ir efektingas ingredienty ekstrahavimo i$ natiiraliy produkty sprendimas
[6]. Per pastargjj deSimtmet;j ultragarsas buvo vis labiau tiriamas, atlickant kontroliuojama peptidy i$
jvairiy produkty atpalaidavima [5].
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1.1. pav. Kavitaciniy burbuly sprogimas ir augalinés matricos suirimas: eterinio aliejaus ekstrahavimas i$
baziliko [6]

Augaliniy produkty perdirbimo metu gautos iSspaudos veikiamos auksto daznio ultragarsu, gali biiti
modifikuotos (ypac turincios daug baltymy), susidarant daugiau maZesnés molekulinés masés ir
biologiskai aktyviy peptidy. Dazniausiai tokie baltyminiy medziagy pokyciai salygoja baltymy
tirpumo padidé¢jimg ir tai suteikia produktui naujas funkcines savybes. Augaliniy produkty
funkcionalizavimas auks$to daznio ultragarsu yra paprastas, nebrangus ir pastaruoju metu vis labiau
populiaréjantis antriniy produkty apdorojimo buidas [7].

Siuo metu ultragarsas pradétas taikyti vir§kinimui atsparaus krakmolo gamybai. Vir§kinimui atsparus
krakmolas yra laikomas prebiotiku dél atsparumo amilazés poveikiui plonojoje zarnoje. Jis pasizymi
teigiamu poveikiu Zmogaus sveikatai — gerina Zarnyno peristaltika ir kontroliuoja glikemija, maZina
Sirdies bei kraujagysliy susirgimy rizika [8].

Atsparus zarnynui krakmolas gali biiti 4 tipy:

e 1 tipas yra fiziSkai nepriecinamas krakmolas, kuris yra jstriggs griiduose ar séklose, jo
prieinamuma galima padidinti apdorojant Zaliava;

e 2 tipo yra nattralios krakmolo granulés (tokios kaip banany, bulviy ir aukStos amilozés
kukuriizy krakmolas), kurios yra atsparios virSkinimui dél krakmolo granuliy konformacijos
ar strukttiros;

e 3tipas yra retrograduotas krakmolas (gaunamas perdirbant ar modifikuojant maistg);

e 4 tipas apibiidina chemiSkai modifikuoty krakmoly grupe (oksidacija, eterinimas, esterinimas,
rugstiné hidrolizé ir kt.) dél jy technologiniy (bet ne maistiniy) savybiy.

Taigi virSkinimui atsparus krakmolas gali biiti ne tik natiiraliai iSgautas 1§ darZoviy, vaisiy ar sekly,
bet ir gautas fizikinés, cheminés ar fizikinés ir cheminés modifikacijos metu. Krakmolas gali buti
modifikuojamas atliekant jvairias reakcijas su sausomis ar pusiau sausomis krakmolo granulémis,
krakmolo griideliy suspensijoje arba skystoje dispersingje sistemoje ar tirpale. Modifikuojant natyvy
krakmolg, galima sukurti naujus krakmolo darinius, pasizymincius prebiotiniu veikimu ir naujomis
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funkcinémis savybémis. Tokiu biidu, modifikuotas krakmolas gali biiti naudojamas jvairiose
pramonés Sakose, jskaitant farmacija [9].

1.1.3. Kietafaz¢ augalinés Zaliavos fermentacija

Kietafaz¢ fermentacija (KF) yra bioprocesas, kai mikroorganizmai konvertuoja substrata
(fermentacijos terpés sudétinius komponentus) j metabolitus, esant mazam drégmés kiekiui ( <50 %).
Taciau substratas turi turéti pakankama drégmés kiekij, reikalingg mikroorganizmams daugintis ir
vykti metaboliniams virsmams. KF proceso efektyvumas, apibiidinimas kaip metabolizmo produkty
sudarymo greitis fermentacijos metu, priklauso nuo mikroorganizmo rasies. Mazg substrato drégme
fermentacijos metu labiau toleruoja mielés ir grybai. Sis procesas praktikoje pritaikytas fermenty
gamybai [10].

PRB yra maistinei terpei reikliis mikroorganizmai ir jy metabolizmo procesai efektyvesni, esant
didesnei fermentacijos terpés drégmei. PRB augimui ir reikalingy metabolity produkavimui reikia
Ivairiausiy maistiniy medziagy. Poreikiai maistinéms medziagoms priklauso nuo PRB genotipo. De
Man — Rogosa and Sharpe (MRS) ir mieliy autolizatas — peptonas — triptonas — tween 80 — gliukozé
(LAPTg) yra standartinés terpés, paprastai naudojamos Lactobacillus dauginimui pradinése jy
kultivavimo stadijose. Siose terpése yra anglies ir energijos $altiniy (angliavandeniu, pvz., gliukozés),
kompleksiniy azoto Saltiniy (mieliy ekstrakto, mésos ekstrakto, triptono ir peptono) ir priedy, gauty
i$ oleino rugsties (Tween 80). MRS terpés sudétyje taip pat yra neorganiniy ir organiniy drusky,
kurios stimuliuoja arba yra biitinos PRB augimui. Terpés sudéties komponentai turi jtakos
mikroorganizmy gyvybiniams procesams, bioprodukty gamybos proceso stabilumui ir galutiniy
produkty kokybei, todél svarbu optimizuoti terpe norimam efektui pasiekti [11].

KF jvardijama kaip alternatyvi tradicinei fermentacijai (skystoje fazéje) su galimu pritaikymu
biologiskai aktyviy, pvz.: antimikrobiniy medziagy gamybai, maisto, pasary, farmacijos bei kt. srityse
[12].

Pieno riigSties bakterijos yra placiai naudojamos maisto pramonéje, nes jos turi teigiama jtaka
produkty juslinéms savybéms, maistinei vertei ir mazina mikrobiologing tarS$a. Antimikrobiniu
poveikiu pasizymi PRB antriniai metabolitai, tokie kaip, laisvosios riebaly riigStys, amoniakas,
organinés rugstys (pvz.. pieno, acto), diacetilas, vandenilio peroksidas, bakteriocinai ir (ar) i
bakteriocinus panasios medziagos. PRB pasizymi pla¢iu antimikrobiniy medziagy spektru, taciau
svarbiausios i§ jy — pieno ir acto riigstys [13].

Vartotojai teikia pirmenybe natiiraliems maisto produktams, kurie pasizyméty ilgesniu galiojimo
laiku ir biity pagaminti be konservanty. Pieno riigstis laikoma potencialia alternatyva konservantams.
Ji yra nattirali medziaga, randama jvairiuose vaisiuose ir fermentuotuose produktuose, kuri nattraliai
slopina patenkancius } maistg patogenus. Be savo antimikrobinio aktyvumo, pieno riigstis veikia kaip
skonio stipriklis ir antioksidantas, apsaugantis organizmg nuo lipidy oksidacijos ir mazina
prooksidacinj NaCl poveikj [14].

Pieno ragsties molekulé turi du optiskai aktyvius izomerus: D(-) ir L(+). L(+) izomeras nattiraliai
gaminamas zinduoliy organizme ir jis daZniausiai naudojama maisto ir vaisty pramonéje.
Veiksmingiausias L(+) pieno rigsties sintezés budas yra mikrobiné fermentacija. Jos metu
dazniausiai gaunamas D(-) ir L(+) izomery miSinys, taciau kai kurios pieno riigsties bakterijos (PRB)
gamina tik L(+) pieno riigsties izomera (pvz., L. casei, L. rhamnosus) [15]. Sios bakterijos gali biti
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pritaikytos antriniy produkty fermentacijai, suteikiant jiems pridéting verte. Tokie antimikrobinémis
savybémis pasizymintys produktai $iuo metu buty populiartis farmacijos pramonéje [16].

1.2. Antriniy augaliniy produkty panaudojimas antimikrobiniy nutraceutiky vystymui
1.2.1. Bakterijy atsparumas antibiotikams

Praeitame amZiuje atradus antibiotikus, mir§tamumas ir sergamumas nuo infekciniy ligy sumaze¢jo,
taCiau netinkamas ir neracionalus jy vartojimas lémé¢ atspariy Siems junginiams bakterijy atsiradima.
Veikliosios medziagos pernasa j audinius — taikinius, jos biologinis patvarumas ir poveikio
mechanizmo iSaiSkinimas yra pagrindinés farmaciniy preparaty vystymo prie§ antibiotikams
atsparius patogenus strategijos [17].

DidZiausig grésme Zmogaus sveikatai Siuo metu kelia gramteigiami, antibiotikams atsparts
Staphylococcus aureus ir Enterococcus rasiy patogenai bei jy sukeliama pandemija. Mirtys nuo
MRSA (meticilinui atspariy bakterijy) Siuo metu nuzudo daugiau zmoniy nei HIV/AIDS, parkinsonas
ir emfizema kartu sudéjus.

Gramneigiami patogenai taip pat kelia didelj nerima, nes jie tampa atspariis beveik visiems galimiems
antibiotikams, sukurdami problemating situacijg visuomenés sveikatai, kuri buvo dar pies antibiotiky
iSradimg. Gramneigiamy bakterijy infekcijos dazniausiai atsiranda sveikatos prieziliros jstaigose ir
jas sukelia Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa ir Acinetobacter.
MDR patogenai (keliems antibiotikams atsparios bakterijos) pastaruoju metu vis labiau plinta
visuomengéje. Tarp jy yra B-laktamazes gaminanc¢ios Escherichia coli ir Neisseria gonorrhoeae [18].
Bakterijy atsparumas antibiotikams paskatino ieskoti naujy antimikrobiniy medziagy ir jy
imobilizavimo biidy. Tai lémé susidoméjimg naujomis veikliyjy medziagy pateikimo formomis
»hutraceutikais su placiu biologinio aktyvumo spektru. Jy ruoSimui galéty biiti naudojami natiiraliis
augalinés kilmés komponentai, pasiZymintys antimikrobiniu ir antioksidaciniu aktyvumu,
kombinacijoje su probiotinémis pieno rigsties bakterijomis [17].

1.2.2. Nauji veikliyjy medziagy preparatai

Nutraceutikai — biologiskai aktyviis maisto papildai, naudojami cheminés maisto sudéties korekcijai
(papildomy maistiniy medziagy: baltymy, amino rigsciy, riebaly, angliavandeniy, vitaminy,
mineraliniy medZiagy, maistiniy skaiduly). Funkciniais nutraceutikais siekiama:

e kompensuoti maistiniy medziagy tritkuma;

e atstatyti medziagy apykaitg (metabolizma);

e didinti nespecifinj organizmo atsparuma (stabilumg);

e apsaugoti nuo nepalankiy aplinkos veiksniy;

e siekti imunomoduliacinio poveikio;

o Salinti toksines medZiagas ir svetimas organizmui medziagas (ksenobiotikus);

e gydyti maistu.
Nutraceutikuose néra sintetiniy junginiy ir todél juos gali naudoti tiek suaugg, tiek ir vaikai. Budami
natiiralios prigimties jie vaidina svarby vaidmenj sveikos organizmo biisenos palaikymui.

Nutraceutikai pagal paskirtj, sudétj, veikimo mechanizmg ir kitus kriterijus klasifikuojami j 7 tipus
(zr. 1.2. pav.) [19].
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1.2. pav. Nutraceutiky klasifikacija [19]

Nutraceutikai gali biiti gaminami jvairiy formy: table¢iy, kapsuliy, milteliy, tinkttros, geliy ir kt.
Taciau nutraceutiky, teikian¢iy medicining nauda, veiksmingumas priklauso nuo jy biologinio
patvarumo ir pernasos j audinius — taikinius formos. Siems efektams pasickti labai svarbus yra
veikliyjy medziagy imobilizavimas nutraceutikuose [20].

Kai kuriais atvejais reikia pasiekti greitg ir staigy atpalaidavimo burnoje profilj, pavyzdZziui, eteriniai
aliejai, kuriais siekiama suteikti burnos gleivinéje antimikrobinj poveikj ir maloniai veikti burnos
juslinius receptorius. Dazniausiai pirmenybé teikiama atidétam veikliyjy medziagy atsipalaidavimui,
kuris priklauso nuo terpés pH. Tuo sieckiama, kad veikliosios medziagos pasiekty taikinius Zarnyne.
Norint reguliuoti veikliyjy medziagy nutraceutikuose atsipalaidavima, tinkamiausia jy ruoSimui yra
hidratuoty geliy forma [21].

Geliai, kaip vaistu perneSimo sistemos, turi tenkinti $iuos privalumus:

e galimai iSvengti virSkinimo trakto fermenty ir gelyje esanciy biologiskai aktyviy medziagy
saveikos;

e galimai iSvengti farmacinio preparato absorbcijos (priklausomai nuo pH) vir§kinamajame
trakte;

e geliy veikliosios medziagos neturi biiti deaktyvuojamos kepeny fermenty;

e geliai turi uZtikrinti veikliyjy medziagy pernasa j audinius — taikinius ir pasiZyméti mazu ar
visai nepasizymeéti Salutiniu poveikiu [20].

Siuo metu didelj susidoméjima turi geliai su apvalkalais, kurie baty efektyvis ir taikytini vaisty
pernesimo sistemoms. Geliai — koloidiné, dispersiné sistema, kuri paprastai yra drebuciy pavidalo.
Gelj sudaro maziausiai dvi fazés: viena fazé yra skysta (tirpiklis, paprastai — vanduo), kita —
disperguota medZiaga. Geliams formuoti naudojami jvairiis geliacijos agentai, nuo kuriy risies
priklauso galutinio produkto kokybé [22]. Geliy ruoSimui kuriamos receptiiros ir parenkami
technologiniai parametrai, jvertinant geliacijos agento savybes. Imobilizuojant veikligsias medziagas
1 gelius, papildomas démesys turi biiti skirtas jy biologiniam aktyvumui. Be to, geliy ruoSimui
naudojamos medziagos, suteikiancios nuraceutikui priimtinas vartotojui juslines savybes, tokias kaip:
kvapas, skonis ir spalva. Tokiu biidu, geliniy nutraceutiky ruosimui keliami kompleksiniai uzdaviniai,
skirti atrasti naujas veikliyjy medziagy perneSimo sistemas ir suteikti vartotojui priimtinus pojiicius.
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Nutraceutikai skiriasi nuo tradiciniy vaistiniy preparaty, nes jie turi maziau Salutiniy poveikiy ir jie
lengviau prieinami vartojimui. Jy panaudojimas yra platus: nuo imuniteto stimuliavimo iki daugelio
ligy prevencijos [23].

1.3. Antimikrobinés augalinés ir mikrobinés kilmés medziagos nutraceutiky gamyboje
1.3.1. Eteriniai aliejai ir jy antimikrobinés savybés

Eteriniai aliejai ir jy sudétiniai komponentai pasizymi placiu biologinio aktyvumo spektru, taip pat
biidami lakiis skleidzia malony kvapa ir gali suteikti gaminiui priimting skonj. Sios savybés daro
eterinius aliejus reikSmingus daugelyje sriciy, tokiose kaip maisto pramoné, farmakologija, farmacija
ir fitoterapija [24]. Eteriniai aliejai yra aromatiniai riebaliniai skys¢iai, gauti i§ augalinés kilmés
zaliavy (vaistiniy augaly, vaisiy, géliy, pumpury, sékly, lapy, Sakeliy, zieviy, medienos ar Sakny). Jie
gali buti gaunami fermentacijos procesy metu, taikant anflerazg (iSskyrimg riebalais) arba
ekstrahavima. Distiliacija vandens garais dazniausiai naudojama komercinei eteriniy aliejy gamybai.
Kai kurie eteriniai aliejai pasizymi antimikrobinémis savybémis. Sie poZzymiai gali bati susije su $iy
junginiy biologinémis funkcijomis augaluose [25].

Eteriniai aliejai susideda 1§ organiniy lakiyjy junginiy, kuriy molekuliné masé paprastai yra mazesné
nei 300 g/mol. Sie lakieji junginiai priklauso jvairioms cheminéms klaséms: alkoholiy, eteriy arba
oksidy, aldehidy, ketony, esteriy, aminy, amidy, fenoliy, heterocikly ir daugiausia jy priklauso
terpeny klasei [26].

Terpenai ir terpenoidai (deguonimi prisotinti terpeny dariniai) yra cheminiai junginiai, kuriy sudéciai
budingi izopreno molekulés fragmentai. Terpenai yra klasifikuoti pagal izopreno vienety skai¢iy jy
struktiiroje (pvz.: hemiterpenus sudaro vienas izopreno vienetas, monoterpenus sudaro du izopreno
vienetai ir t. t.). Literattroje paskelbti tyrimy rezultatai apie biologinj terpeny ir terpenoidy aktyvuma.
Kai kurie Sios klasés junginiai naudojami farmacijoje kaip terapiniai agentai, nes pasizymi
prieSuzdegiminiu poveikiu ir skatina zaizdy gijimga. [rodyta, kad terpeny junginiai skatina organizme
veikliyjy medziagy pernasa. Ivertinant §j biologinj efekta, jie naudojami kaip papildomos medziagos
nanostruktiirizuoty sistemy ruoSimui [27]. Septyni pagrindiniai, dazniausiai aptinkami terpenoidai —
a-pinenas, limonenas, myrcenas, geraniolis, linalolas, nerolis, terpineolis ir keturi jo izomerai: a, £,
y-terpineolis ir 4-terpinenolis. Sie terpenoidai daZniausiai randami citrusiniy vaisiy, notreliniu,
arbatmediniy Seimos augaly eteriniuose aliejuose [25].

Eteriniai aliejai, iSsiskiriantys savo sudétimi ir kai kuriy komponenty (pvz.: terpenoidais,
polifenoliais) gausa bei biologiniu aktyvumu, iki Siol pla¢iai naudojami antimikrobiniy preparaty
vystymui. Naudojant eterinius aliejus, galima kontroliuoti antibiotikams atsparius patogenus,
jskaitant meticilinui atspary Staphylococcus aureus (MRSA). Dél Sios prieZasties tyréjai raginami
pritaikyti vaistines formas platesniam eteriniy aliejy naudojimui ir antimikrobinio spektro plétimui.
Kitas eteriniy aliejy farmacinis potencialas apima neurodegeneracinés ligos, Sirdies ir plauciy ligy bei
véziniy susirgimy gydyma [28].

1.3.2. Probiotinés pieno riigsties bakterijos ir jy biologinis aktyvumas

Probiotikai yra perspektyvus mikrobinés kilmés maisto papildas, kuris turi teigiamg poveik]
Seimininkui dél antimikrobinio poveikio virSkinimo trakte. Probiotikai dazniausiai naudojami
fermentuojant pieno produktus, tokius kaip jogurtas. Vis dazniau galima pastebéti ir netradicinius

17



fermentuotus produktus: jvairts liofilizuoti vaisiai, darzovés, gridai, gérimai ir kt. Bakterijy gentys,
dazniausiai naudojamos kaip probiotikai, yra Lactobacillus ir Bifidobacterium. Praéj¢ pro skrandj,
plonojoje zarnoje, kai kurie probiotikai iSgyvena ir laikinai jsitvirtina storojoje zarnoje [29].

Bifidobakterijos yra anaerobinés, gramteigiamos, spory neformuojancios, lazdelés formos
probiotinés bakterijos. Bifidobacterium gentis gamina pieno ir acto ragstis kaip Salutinius gliukozés
metabolizmo produktus. Sios genties bakterijos kartu su Lactobacillus genties bakterijomis ir
probiotinémis mielémis Saccharomyces boulardii sumazina neigiama Helicobacter pylori sukeltos
infekcijos padarinius.

Lactobacillus yra gramteigiami, lazdelés formos, fakultatyviniai anaerobai aptinkami Zmogaus
virskinimo ir urogenitaliniame trakte. Pavadinimas Laktobacillus reiskia bakterijos geb¢jima gaminti
pieno riigitj, o ne gebéjimg fermentuoti laktoze. Sios bakterijos laikomos ,,draugiskos® organizmui
bakterijos ir naudojamos patogeny, Zmogaus Zarnyne, prevencijai, taip pat jos padidina mineraliniy
medziagy prieinamuma, stabilizuoja raumeny barjera ir sumazina zarnyno pralaidumg [ 30]. Laktozés
netoleravimo problemg patiria apie 70 % pasaulio gyventojy, kuriy zarnyne nustatytas mazas [3-
galaktozidazés aktyvumas ir todél laktozé yra nevirSkinama. Jrodyta, kad probiotikai pagerina
laktozés virskinimg, mazinant $io angliavandenio netoleravo simptomus [29].

Yra dvi pagrindinés probiotiniy mikroorganizmy vartojimo formos — fermentuoti maisto produktai ir
papildai. Fermentuoti maisto produktai gali buti tiek gyviininés, tiek augalinés kilmés. Probiotiniy
papildy ruosSimui naudojamos liofilizuotos bakterijos jvairiose formose — milteliy, kapsuliy ar tableciy
pavidalu. Siekiant klinikinio probiotiky veiksmingumo, probiotinés bakterijos turi islikti gyvybingos.
Probiotiniy papildy dozés nustatomos atsizvelgiant ] Zarnyno infekcijos pobiidj. Sékmingi rezultatai
buvo pasiekti klinikiniy tyrimy metu, naudojant tarp 107 iki 10** gyvybingy bakterijy per dieng [31].

Probiotinés bakterijoms turi biti atsparios skrandzio rtgSciai, kad galéty praeiti pro skrandj ir
jsitvirtinti zarnyne. Probiotiniy bakterijy pernasai j zarnyng buvo sukurta daugybé sistemy, apimanciy
augalinés ir gyvulinés kilmés produktus. Probiotikai ir prebiotikai gali biiti naudojami kombinacijose,
kad pagerinty medziagy apykaitg ir skatinty probiotiniy bakterijy augima dél jy sinergetinio poveikio.
Nepaisant to, buvo pastebéta, kad bakterijy gyvybingumas probiotinéje matricoje ir iSgyvenimas
zarnyne pernaSos metu daznai biina nepakankamai efektyvus dél jvairiy priezasCiy: bakterijos
skirtingai i§gyvena fizinius veiksnius technologiniy procesy metu ir besikeiciancias aplinkos salygas,
o patekusios j Zarnyng ne visos geba prisitvirtinti prie Zarnyno sieneliy [32].

Imobilizuojant bakterijas, kad Sios likty gyvybingos minéty procesy metu, turi buti tinkamai parinktas
substratas bei jo konsistencija. Augalinés kilmés produktai (prebiotikai) gali buti laikomi idealiais
probiotiky substratais, nes juose yra vitaminy, mineraly, angliavandeniy ir skaiduliniy medziagy.
Uogy ir vaisiy iSspaudos yra nebrangus antrinis produktas, kuriame yra didelis fenoliniy junginiy ir
sacharidy kiekis. ISspaudos yra universalus substratas mikroorganizmams. Funkciniai maisto
produktai, kuriuose yra probiotiniy bakterijy ir polifenoliniy antioksidanty, rinkoje jgyja vis didesne
paklausg [33].

Prebiotinis pluostas yra nesuvirSkinama maisto dalis, tokia kaip bananai, svogiinai, ¢esnakai, obuoliy
odelés, pupelés ir daugelis kity. Sis pluotas yra maistinés skaidulos, kurios patenka per plonaja zarng
nesuvirskintos ir yra fermentuojamos, kai pasiekia storgjg zarng. Skaidulinés medziagos gali biti
skirstomos pagal jy cheming sudétj bei fiziologinj veikimg Zmogaus organizme.
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Europos maisto saugos tarnybos (European Food Safety Authority) dietiniy produkty grupés
ekspertai skaidulines medziagas suskirsté j Sias grupes:
e nekrakmolingi polisacharidai — celiuliozé, hemiceliuliozé, pektinai, hidrokoloidai (pvz., B-
gliukanai);
e atspartis oligosacharidai — frukto-oligosacharidai, galakto-oligosacharidai, kiti atsparis
oligosacharidai;
e atsparts krakmolai — chemiskai arba fiziSkai apdoroti krakmolai;
e ligninas [34].

Prebiotikai padidina bifidobakterijy kiekj Zmogaus Zarnyne. Manoma, kad tai padeda sumazinti
patogeniniy bakterijy kiekj ir stimuliuoja imuning sistemg. Fruktany ir galaktany struktiira paaiSkina
ju bifidogeninj poveikj (gebéjimas stimuliuoti bifidobakterijy augima). Siuose angliavandeniuose yra
jungciy, kurios yra atitinkamai skaidomas fermenty p-fruktozidazés (gamina bifidobakterijos,
laktobacilos ir bakteroidai) ir B-galaktozidazés (gamina bifidobakterijos). Bifidobakterijos pirmiausia
metabolizuoja substratus, kurie yra oligosacharidy dydzio [35]. Prebiotikai taip ,,pamaitina“ Zarnyno
mikrobiota, o jy skilimo produktai yra trumpyjy grandiniy riebiosios rtgstys, kurios patenka
kraujotaka, taip teigiamai paveikdami ne tik vir§kinimo trakta, bet ir kitus organus [36].

Preparatai, kuriuose yra probiotiky ir prebiotiky yra vadinami sinbiotikai. Probiotiky ir prebiotiky
naudojimas kartu yra praktiskas biidas jveikti sunkumus, kuriuos gali patirti probiotikai, i§ pradziy
pateke 1 zarnyno aplinkg. I$Stikiai kuriant sinbiotikus yra tinkamas probiotiky ir prebiotiky derinio
parinkimas ir pakankamo jy kiekio uztikrinimas [37].

Stebint simbiotiky veikimg pastebétas pageréjimas probiotiniy bakterijy iSgyvenimas praeinant per
virSutinj zarnyno traktg. Organinés ragstys, pH, H202, deguonis, drégmés stresas ir kt., daro jtaka
probiotiky gyvybingumui, ypa¢ pieno produktuose (pvz., jogurtuose), nutraceutiky geliuose Sie
veiksniai daro mazesng jtakg probiotikams [38].

Vézio prevensija Imunomoduliacinis poveikis
Cholesterolio mazinimas, o o Kvépavimo ir slapimo taky
svorio metimas Nan??““l palvll\SCIll, vy, infekcijos prevencija
galvijy parasams ; -
oer S ..
. o o arnyno gerinimas t Vézio prevensija
Bakteriocino baltymas / Imunomoduliacija o
» Laisvinamieji
. . — |
zarnyno sveikatos palaikymas ™ Maisto priedas : " '
Padide - H1percholesterolemu95 v Priesuzdegiminis
adide)es mineraly prevencija Saiitviinis laktose poveikis
biologinis prieinamumas antykins laktozes
netoleravimas

|

Sveikatos privalumai
i$ gyvy mikrobuy
Padidéjes probiotiky
_» isliekamumas

Probiotiky auguimas skatinamas prebiotiky

1.3. pav. Sinbiotiky nauda kombinuojant probiotikus ir prebiotikus [31]
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Simbiotikai pasizymi visomis prebiotiky ir probiotiky teikiamomis naudingomis savybémis Zzmogaus
organizmui (zr. 1.3. pav.) [31]. Sie produktai yra labai svarbiis siekiant pateikti vartotojui naudingy
jo organizmui medziagy kombinacija, kuri ne tik pagerina organizmo veikla, bet ir uzkerta kelig
galimoms ligoms. Vartotojams taip pat labai svarbu, kad tokie produktai buity ne tik naudingi, bet ir
skaniis, kvapniis ir tokioje formoje, kuri biity patogi vartoti [38].

Su prebiotikais galima derinti ir antimikrobines medziagas tokias kaip eteriniai aliejai, siekiant dar
labiau patobulinti nutraceutikg. Bitina atsizvelgti, kad pridéjus papildomas medziagas produkto
skonis, tekstiira, galiojimo laikas ir veikimas gali pasikeisti, todél formuojant produkta reikia atkreipti
démesj j visus $iuos parametrus [39].

1.3.3. Nutraceutiky biologinio aktyvumo didinimas augalinémis i§spaudomis

Augaly antriniuose produktuose (iSspaudose) po sul¢iy spaudimo, augaliniy gérimy gamybos ar kito
apdorojimo yra like skaidulinés medziagos ir kt., kurios daZniausiai naudojamos gyviiny pasarams ir
kelia aplinkosaugos problemy. Literatiroje pateikiami tyrimy rezultatai, kad antriniai uogy
perdirbimo produktai galéty bati vertingi biologiskai aktyviy medziagy Saltiniai, tinkami naudoti
maisto praturtinimui. Siy produkty racionalus naudojimas sumazinty atlieky kiekius, leisty padidinti
produkty pridéting vertg ir sumazinti maisto kainas [40]. Uogy iSspaudos susideda i§ uogy odeliy ir
sékly, kuriose yra ne tik skaiduly, bet ir jvairiy biologiSkai aktyviy medziagy. Nustatyta, kad fenoliniy
junginiy, pasizymin¢iy antioksidacinémis savybémis, kiekis vaisiy ir uogy perdirbimo produktuose
yra didesnis nei sultyse. Epidemiologiniai tyrimai patvirtino, kad fenoliniy junginiy vartojimas
mazina $irdies ir kraujagysliy ligy, véZiniy susirgimy ir kity degeneraciniy ligy rizika. Sie junginiai
gali pasizymeéti ir antimikrobinémis savybémis, atveriant galimybes naudingam jy panaudojimui
pridétinés vertés produkty vystymui. Irodyta, kad erSkétiniy Seimos uogos pasizymi antimikrobinémis
savybémis, todél jy iSspaudy naudojimas produktuose biity ypac patrauklus [41].

Augaliniy zaliavy perdirbimo antriniai produktai pasizymi ne tik dideliais fenoliniy junginiy kiekiais,
bet jie turtingi baltymais. Augaliniy gérimy (pvz.: i§ rieSuty, migdoly, kokosy) gamybos metu
susidaro daug i§spaudy, kuriose lieka skaiduly ir baltymy, pasizyminc¢iy biologiniu aktyvumu. Pagal
P. Rodsamran‘a, ir kt. [42] biologiskai aktyviis augalinés kilmés peptidai naudojami Sirdies ligy
gydimui bei diabeto gydimui ir prevencijai [42].

Kokosy riesutai yra vieni i§ svarbiausiy pasaulyje aliejingy augaliniy zaliavy. Iki Siol kokosy riesutai
buvo naudojami aliejaus ekstrahavimui, tuo tarpu baltymy iSgavimui i§ jy buvo skiriamas
nepakankamas démesys. Siuolaikinés technologijos leidzia iSgauti aliejy i§ kokosy riesuty
maksimaliomis i§eigomis, gamybos metu susidarant kokosy i§spaudoms su 18 — 25 % baltymy kiekiu
[43]. Kokosy rieSuty perdirbimo metu susidaranc¢ios i$spaudos, kuriy pasauliné metiné produkcija
siekia 200 milijony tony, yra pagrindinis kokosy aliejaus ir pieno pramonés Salutinis produktas. Be
kokosy i8spaudy maistinés vertés, iSskirtinis démesys skiriamas baltymams, galintiems sumazinti
lipidy kiekj ziurkiy serume. Albuminas ir globulinas yra pagrindinés kokosy baltyminés medziagos.
Kokosy iSspaudos yra gausus ir potencialus augaliniy baltymy Saltinis, taciau iki Siol jie nebuvo
plac¢iai naudojami funkcionaliyjy maisto produkty vystymui. Siekiant skatinti jy naudojimg, buvo
tiriamas kokosy i$spaudy baltymy frakcijos (albumino, globulino, prolamino, glutelino — 1 ir
glutelino — 2), maistiné verté ir antioksidacinis aktyvumas. Paskelbti literattiroje tyrimai jrodé, kad
visos albuminy, globulino, glutelino — 1 ir glutelino — 2 frakcijos turi didele maisting vertg.
Prolaminas, glutelinas — 1 ir glutelinas — 2 pasizyméjo geru radikaly slopinimo aktyvumu, o
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globulinas ir prolaminas pasiZymejo chelaty sudarymo su metaly jonais geba. Be to, visos frakcijos,
i8skyrus gluteling — 2, galéty efektyviai apsaugoti DNR nuo oksidacijos. Naudojant LC — MS / MS,
globulino ir glutelino — 2 frakcijose buvo nustatyti keli peptidai, kuriy sudétyje esti nuo penkiy iki
aStuoniy amino rigsciy, pasizyminciy antioksidaciniu aktyvumu. Paskelbti rezultatai rodo, kad
kokosy i$spaudy baltymy frakcijas galima naudoti funkcionaliy maisto produkty ruoSimui [44].

Kitas potencialus biologiskai vertingy medziagy Saltinis galéty buti raudonosios avietés ir jy
perdirbimo antriniai produktai. Jose yra vitamino C, magnio, kalio, vitamino K, kalcio bei gelezies.
Raudonosiose avietése yra fitochemikaly, kurie pasizymi antioksidaciniu aktyvumu in vitro [45].
Didziausiu biologiniu aktyvumu iSsiskiria vitaminas C, antocianinai ir elagotaninai. Nustatyta, kad
elago rugstis, susidaranti elagotaniny riigSties hidrolizés metu, yra vyraujantis avietése fenolinis
junginys. Elago ruigstis, pasizyminti stipriu antioksidaciniu ir antivirusiniu poveikiu, sulauké naujy
panaudojimo galimybiy maistui ir farmakologijai. Be to, elago rugstis gali veikti kaip
chemoprevencinis agentas, skirtas jvairiy véziniy susirgimy prevencijai. Be jau minéty junginiy,
avie€iy sultyse ir minkStime, uogy séklose ir odeléje aptinkama ir kity antioksidanty bei zmogaus
sveikatai palankiy komponenty, taiau uogose jy pasiskirstymas yra netolygus. Pavyzdziui, elago
rugstis uogy séklose daugiausia randama elagotaniny pavidalu, o minkstime nustatytas tik nedidelis
elago rugsties/elagotaniny kiekis. Perdirbant avietes i sultis ir uogienes, séklos pasalinamos kaip
nepageidaujamas ingredientas (atliekos). Po sul¢iy spaudimo uogy iSspaudos sudaro mazdaug 36 %
bendros uogy zaliavos. Avieciy iSspaudos galéty biti toliau naudojamos kaip natiiraliy biologiskai
aktyviy medziagy Saltinis funkcionaliy maisto produkty vystymui. Pagal literatiira, avie€iy iSspaudy
ekstraktai pasizymi antimikrobiniu aktyvumu prie§ skirtingas gramteigiamas ir gramneigiamas
bakterijas, todél avieciy iSspaudos gali buti potencialiu natiiraliy antimikrobiniy komponenty Saltinis
[47].

1.4. Biologiskai aktyviy medziagy imobilizavimas j hidratuotus gelius
1.4.1. Nutraceutiky gamyboje naudojami geliacijos agentai ir baltyminés medziagos

Yra zinoma daugelis medziagy, kurios gali biiti naudojamos imobilizuoti kietas medziagos, skyscius
arba jvairiy tipy, kilmés ir savybiy dujas. Taciau i$ jy tik labai nedaug medziagy yra pripazintos kaip
saugios (GRAS) medziagos [47]. Dazniausiai maisto pramonéje naudojami stabilizatoriai yra agaras,
zelatina ir pektinas.

Agaras yra hidrofilinis polisacharidas, gaunamas i$ jiiros dumbliy, jo molekulé sudaryta i§ agarozés
ir agaropektino. Agarozé pasizymi stipriomis gelj formuojanciomis savybémis, o agaropektine Sios
savybés silpnesnés [48]. Pagrindiné agaro savybé yra suformuoti grjztamg gelj, gaunamg auSinant
kar$tag vandeninj jo tirpalg. Prie§ tai agaras turi bati pakaitinamas iki aukStesnés nei 80 °C
temperatiiros. Agaro koncentracijai tirpale esant 1,5 %, tipiné gelio formavimosi temperatiira yra 35—
45 °C. D¢l gebos susidaryti labai stiprius gelius, esant labai mazoms koncentracijoms agaras yra
placiai naudojamas kaip gelinimo agentas maisto pramonéje. Su juo pagaminti produktai tinka
naudoti veganams, nes jis yra augalinés kilmés. Agaro geliai gali stabilizuoti pléveles formuojancia
emulsija ir sukurti jose makrotinkla. Sis makrotinklas absorbuoja lipidus ir taip pagerinamos pléveliy
barjerines savybés. Agaro ir hidrinto augalinio aliejaus miSiniai emulsijy sudétyje leidzia pagerinti
polietileno pléveliy mechanines savybes ir jos pagal kokybe tampa panasios j mazo tankio polietileno
pléveles, ruostas is keleto baltymy kombinacijos [49].
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Zelatina gali bati skaidri, bespalvé arba gelsvoka, smulki, beveik beskoné medziaga, gaunama i3
gyviiny jungiamojo audinio baltymo kolageno. Vandenyje Zelatina formuoja pusiau kietg koloidinj
gelj. Geliacija vyksta sirupo ausinimo metu dé¢l dalinio kolageno triguby spiraliy persitvarkymo (Zr.
1.4. pav.). Pirmajame geliacijos etape polipeptidiné grandiné skyla j trumpus fragmentus. Po to,
vyksta grandiniy, kurios yra netoli reaktyviosios vietos (reaktyvaus centro), kondensacija ir tai sukelia
trigubos spiralés formavimasi [22]. Zelatina blogai tirpsta $altame vandenyje. Jos dariniai gali sukurti
stabilias emulsijas su kvapiosiomis medziagomis [47].
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1.4. pav. Zelatinos formavimosi procesas

Pektinas savo struktiira ir funkcijomis yra sudétingiausias polisacharidas, esantis kombinacijoje su
kitais augaly lasteliy sieneliy polisacharidais [50]. Pektinai maisto pramonéje yra naudojami kaip
stabilizatoriai, tirStikliai, kristalizacijos inhibitoriai, geliacijos ir hermetizacijos agentai. Jie
naudojami, ruo$iant gelius su mazomis pH vertémis ir esant dvivalen¢iam kalciui. Maisto pramonéje
pektinai naudojami dzemy, pieno deserty, ledy su vaisiy geliais, vaisiy ir darzoviy konservavimo bei
maisto dangy gamybai [51].

1.4.2. Biologiskai aktyviy medziagy imobilizavimo metodai jy funkcionalumo didinimui

Biotechnologijose imobilizacija leidzia apsaugoti lastele ar veikligja medziagag nuo nepalankiy
salygy, pasalinimo, Slyties ir imunologinio atmetimo. Imobilizacijos metodus galima suskirstyti j dvi
pagrindines grupes (zr. 1.5. pav.) priklausomai nuo to ar nesiklis yra suristas, ar jterptas. Pirmu atveju
lastelés ar aktyvioji medziaga suriSama su vandenyje netirpiu nesikliu fizinés adsorbcijos principu
arba joniniais ir (arba) kovalentiniais rysiais. Kitu atveju biologiskai aktyvi medziaga jterpiama |
polimering matricg arba j pusiau pralaidZia membrang. Imobilizuojant komponenty miSinius | gelj,
jie gali bati iSsilaisvinami vienu metu ar palaipsniui [52].

Nesiklio surisimas Iterpimas
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1.5. pav. Imobilizacijos metodai: a) adsorbcija ant neSiklio pavirSiaus; b) adsorbcija j nesiklio vidy; c)
jterpimas j gelj; d ir e) jterpimas | membrang ar tus¢iavidurj pluosta; f) inkapsuliacija [52]

Adsorbciné imobilizacija yra veikliosios medziagos adsorbcijg j gelj, siekiant iSlaikyti jos biologinj
aktyvumg galimai ilgesnj laikg. SuriS§imas ant pavirSiy gali buti vykdomas dvejopai — inicijuojant
sgveikas riSamosiomis medziagomis (metaly oksidais ar kovalentiniais riSikliais) arba nattiraliai,
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vykstant savaiminei adsorbcija ant jvairiy neikliy. Si imobilizacijos technika yra labai populiari, nes
ji paprasta ir greita [53].

Iterpimas i struktiiras yra placiausiai iStirtas imobilizacijos metodas. Jis pagristas medziagy jterpimu
] standy tinkla, j kurj jos uzdaromos pakankamai sandariai, kad biity i§vengta medziagy i$siskyrimo.
Toks bakterijy lasteliy ar aktyviy medziagy imobilizavimas yra vienas i§ saugiausiy, padedanciy
ilgiausiai i§laikyti lasteliy gyvybingumui ar medziagy aktyvumui [52].

Inkapsuliavimas gali biiti apibréziama kaip procesas, skirtas jterpti vieng medziagg kitoje, formuojant
daleles, kuriy skersmuo yra nuo keliy nanometry iki keliy milimetry. Jterpiama medziaga vadinama
pagrindine medziaga, veikliu agentu, uzpildu, vidine faze arba naudingosios fazés faze. Medziaga,
kuri inkapsuliuoja, vadinama danga, membrana, apvalkalu, nesiklio medziaga, sienelés medziaga,
iSorine faze ar matrica.

Kapsuliy nesiklio medziaga, naudojama maisto produktuose ar procesuose, turéty biiti maisting ir turi
sudaryti barjera tarp veiklaus agento ir jo aplinkos. Galima i$skirti du pagrindinius hermetizuojanciy
dangy tipus: rezervuaro tipg ir matricos tipg (Zr. 1.6. pav.). Paveikslélyje pateikta tik sferinés formos
kapsulés, taciau galimos ir kitokiy formy kapsulés. Baltos spalvos zona yra veiklusis agentas, o pilka
zona — apvalkalas.

Rezervuaro tipo  Matricos tipo  Padengtos matricos
tipo
1.6. pav. Inkapsuliavimo tipai, paskutinioji yra pirmyjy dviejy derinys [54]

Rezervuaro tipo kapsulés turi apvalkalg aplink aktyvyjj agentg. Sio tipo produktas gali biiti vadinamas
kapsule, vieno branduolio tipo ar branduolio su $erdimi tipo produktas. Sio tipo matricoje veiklioji
medZziaga yra labiau disperguota neSiklio medziagoje. Ji gali buti santykinai mazy laseliy formos arba
homogeniSkai paskirstyta kapsul¢je. Matricos tipo kapsuléje, skirtingai nei rezervuaro tipo,
aktyviosios medziagos taip pat gali buti ir pavirSiuje (nebent jie turi papildoma danga, zr. 1.5. pav.,
padengtos matricos tipas) [54].

1.5. Aktyviyjy medziagy atsipalaidavimo mechanizmas veikliyjy medziagy pernasos sistemose

Geliy tipo nutraceutikai Siuo metu kuriami, norint sukurti veikliyjy medziagy pernaSos sistemas,
lokalizuotas ] gaubting zarng, siekiant iSgydyti apatiniame virskinimo trakte kylancias ligas. Naujausi
preparatai, gaubtinés Zarnos medziagy apykaitos aktyvumo didinimu, gaminami i$ natiiraliy, yranc¢iy
polimery. Itin didelis démesys skiriamas veikliyjy medziagy pernasai polisacharidy geliuose, taikant
tik minimalias chemines modifikacijas. Manoma, kad S$ie polisacharidai su veikliosiomis
medZiagomis jsiskverbs j audinius — taikinius ir atliks savo funkcine paskirtj. Sio tipo pernasos turi
didelj potencialg vystant farmacijos produktus, kurie bus skirti storosios Zarnos ligoms gydyti,
iskaitant kolorektalinj vézj [20].

Kuriant hidrofiliniy geliy tipo nutraceutikus, jy matricg gali sudaryti anks¢iau aptarti geliacijos
agentai (stabilizatoriai) (Zr. 1.4.1. skyriy). Hidrofilines geliy matricas galima suskirstyti j dvi grupes:
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e klasikines hidrofilines matricas (budingas neribotas brinkimas);

e riboto brinkimo matricas.
Tarp Siy dviejy grupiy yra esminis skirtumas, sprendziant kontroliuojama veikliyjy medziagy
atpalaidavimo klausimg. I§ geliy, priklausanc¢iy neriboto brinkimo grupei, biologiSkai aktyviy
komponenty iSlaisvinimas vyksta difuzijos principu. Tuo tarpu i§ riboto brinkimo matricy
komponentai yra i§laisvinami tirpikliu.

Neriboto brinkimo hidrofiliniy geliy matricas gali sudaryti viena ar keletas zaliavy su veikliosiomis
medZiagomis ir hidrofiliniai polimerai. Gelio sglytyje su vandeniu ar biologiniais skys¢iais, nedidelé
aktyvaus agento dalis gali iStirpti, o po to — vandens absorbcija ir laipsniSka makromolekuliy geliacija
formuojant didelio klampumo sluoksnj, kuris laikui bégant storéja. Sis sluoksnis veikia kaip uztvara,
kuri kontroliuoja vandens skvarba gelio centro link. Taip sudaroma klititis greitai veikliosios
medziagos difuzijai j iSor¢. Procesas ir atpalaidavimo greitis priklauso nuo veikliosios medziagos,
gelio ir jo hidratacijos savybiy. Be to, hidrofilinés geliy matricos su neribotu brinkimu turi daugiau
privalumy:

e paprasta paruosimo technologija;

e naudojamos saugios medZiagas;

e galima pridéti didelj kiekj aktyviyjy medziagy;

e veikliosios medziagos iSsiskyrimas nepriklauso nuo fiziologiniy kintamyjy [55].

Riboto brinkimo matricose veikliosios medziagos i§siskyrimas aktyvinamos tirpikliu. Siuose geliuose
aktyvi vandenyje ir netirpi polimere medziaga turi neatsipalaiduoti kiino temperatiiroje. Struktiiros
atpalaidavimas molekuliniame lygmenyje vyksta salytyje su vandeniu, kad aktyvioji medziaga galéty
kiekybiskai pasiskirstyti per gelio sluoksnj. Kitos svarbios $io tipo geliy savybés yra polimero
brinkimas ir tirpumas vandenyje. Polimerai labai 1étai hidratuoja ir mazai brinksta (apie 100 % nuo
pradinio svorio), tadiau jie netirpsta vandenyje. Sias savybes lemia cheminés jungtys polimero
struktiiroje. Siuos gelius lengva pagaminti ir j juos galima pridéti aktyviyjy medziagy, kurios lengvai
skyla. Taciau Sie geliai turi maziau privalumy ir daugiau trikumy — aktyviosios medziagos gali skilti
gamybos metu nuo temperatiros ar sureaguoti su gelinimo agentu. Taip pat j Siuos gelius galima déti
tik ribotus kiekius aktyviyjy medziagy [56].

Kai gelis pasiekia kiino biologinj skystj (pvz., skrandzio ir zarnyno), iSoriniame sluoksnyje esanti
veiklioji medziaga pirmiausia iStirpinama, o po to ji iSsiskiria 1§ matricos. Tai yra testinis dinaminis
procesas, apimantis terpés tirpalo ir kietojo aktyviojo agento, sgveika. Taikant lipidy matricas,
hidrofilines neriboto brinkimo matricas ir kitas difuzija kontroliuojancias sistemas, veikliosios
medziagos tirpimo greitis matricoje turi biiti didesnis nei iStirpusios ir iSsiskirian¢ios 1§ matricos
veikliosios medziagos difuzijos greitis [57].

1.6. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Pasaulyje aktuali antibiotikams atspariy patogeny problema skatina ieskoti naujy, efektyviy
antimikrobiniy preparaty, kurie leisty uzkirsti kelig jy sukeliamy ligy plitimui. Pageidautina, kad jie
biity natiiralios prigimties, pasizyméty placiu antimikrobiniu spektru ir biity priimtini visy amziaus
grupiy vartotojui. Bitent dél $iy priezas¢iy nutraceutiky kiirimas tapo labai populiarus. Nutraceutiky
gamybai gali biiti naudojami jvairlis komponentai (probiotikai, prebiotikai, antioksidantai,
antimikrobiniai polifenoliai ir kt.) ir jy kombinacijos, leidZian€ios gauti aukstos pridétinés vertés
antimikrobinius preparatus. Pastaruoju metu atkreiptas démesys j pieno rugsties bakterijas, kurios turi
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GRAS statusg ir jy metabolizmo produktai pasiZymi antimikrobiniu poveikiu. Kaip prebiotikai gali
biti naudojami ne tik jvairts augalai, vaisiai ir darzovés, bet ir jy perdirbimo metu gaunami antriniai
produktai (pvz., iSspaudos), kurie neretai vertingi, kaip biologiskai aktyviy komponenty $altinis. Iki
Siol uogy iSspaudos nesulauké plataus pritaikymo, nes triksta racionaliy technologiniy sprendimy.
Tuo tarpu jos galéty biti panaudotos efektyviau, suteikiant vystomiems nutraceutikams pridétine
verte. ISspaudos gali buti funkcionalizuojamos, kad biity padidintas medziagy ekstraktyvumas ir
virskinamumas, o nutraceutiky su priedais, teksttira biity priimtina vartotojui.

Parinkti probiotikai ir prebiotikai ir jy kombinacijos (vadinami sinbiotikais) leisty padidinti
antimikrobiniy nutraceutiky efektyvuma, sudarant salygas bakterijoms islikti gyvybingesnéms ilgesnj
laikg. Nutraceutikai gali buti gaminami jvairiy formy (tableciy, kapsuliy, milteliy, geliy ir kt.) ir
struktiirizuoti priklausomai nuo norimo pasiekti organizme fiziologinio efekto. Hidratuoty geliy tipo
nutraceutikai skaitomi kaip vieni i§ potencialiy veikliyjy medziagy perneSimo sistemy, skirty
susirgimy gaubtin¢je zarnoje gydymui. Hidratuoti geliai gali biiti gaminami, naudojant skirtingus
stabilizatorius tokius kaip pektinas, agaras, Zelatina arba virSkinimui atsparus krakmolas
(modifikuotas stabilizatorius). Priklausomai nuo pasirinktos hidrofilinés matricos galimi jvairGs
junginiy atsipalaidavimo mechanizmai ir pasiekiamas jy efektyvumas.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tiriamieji objektai

Liofilizuotos avieciy isspaudos, gautos i§ LAMMC (Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centro).
Avieciy iSspaudy technologiniam funkcionalizavimui buvo naudota siety sistema Haver eml digital
plius, esanti KTU Cheminés technologijos fakultete, Silikaty technologijos katedroje. Gautos 4
i$spaudy frakcijos, kuriose vyrauja skirtingas daleliy dydis: I frakcijoje — d<0,315 mm; II — 0,315<d<
0,500 mm; Il — 0,500<d<1,000 mm; IV — 1,000<d<1,600 mm; kontrolei naudotos i$spaudos be
papildomo apdorojimo (zr. 2.1. pav.).

Avieciy iSspaudos
g - ; ""'..A i

. e gs Ut~ - &5 & A
B 7 - . - <
d : oS . s o TN

0,315<d<0,5 05<d<1,0 1,0<d<1,6

2.1. pav. Avieciy i$spaudy frakcijos (mm) ir kiekvienos jy kiekis procentais

Kokosy isspaudos, kurios lieka po augaliniy gérimy gamybos, gautos i§ AB ,,Berief* (Vokietija).
Siekiant padidinti baltymy ekstrakcijos laipsnj, kokosy i$spaudy vandeninés suspensijos (7 %)
apdorotos auksto daznio (850 kHz) ultragarsu, naudojant jvairius intensyvumus (0,9 W/cm? ir 2
W/cm?), zemoje temperatiiroje (50 °C), taikant skirtinga trukme (10 ar 30 min.). Sio eksperimento
metu buvo keistas pH (4; 7 ir 9), naudojant 1 M citriny riigstj ar 1 M natrio hidrokarbonato tirpala.

Kokosy iSspaudy fermentacijai pieno rtigsties bakterijomis (PRB) naudotos vandeninés iSspaudy
suspensijos (7 %), sonifikuotos 10 min. auksto daznio ultragarsu (850 kHz, 2 W/cm?) esant pH 7.
Méginiai buvo fermentuoti Lactobacilus paracasei NBRC 15889 (244), kuri buvo padauginta MRS
skystoje terpéje termostate (30 °C temperatiiroje). | apdorota ultragarsu kokosy suspensijg buvo
pridéta 2 % PRB bakterijy ir fermentacija vykdyta termostate 30 °C temperatiiroje, 36 val. [58].

Kvieciy natyvus sausas krakmolas, gautas i§ ,,Roquette Amilina“. Jo funkcionalizavimui ruosta 33 %
koncentracijos vandenin¢ suspensija, kuri apdorota aukSto daznio (850 kHz) ultragarsu
(intensyvumas — 2 W/cm?). Tiriamy krakmolo méginiy sonifikacija buvo atlikta 50 °C temperatiiroje,
taikant skirtingg trukme (15, 30 ar 45 min.) esant pH 3; 7 ir 9.

Eteriniai aliejai ar jy miSiniai (gauti i§ — LSMU, Farmacijos fakulteto): greipfruty, pipirméciy,
arbatmedziy eteriniai aliejai, kurie buvo naudoti tiek skysti, tiek imobilizuoti j paruosta OSA-
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krakmolo tirpala, padengti enterosoliubilia danga (,,Eudragit S100°) ir liofilizuoti (naudoti milteliy
pavidalu) bei ,,Eunutritech (eteriniy aliejy misinys) tabletés [59].

Papildomai tyrimuose naudotos medziagos:
e sacharozé (AB ,,Panevézio cukrus®);
e gliukozés sirupas (UAB ,,Mondelez Lietuva Production®);
o saldikliai: maltitolis, eritritolis, sorbitolis (UAB ,,Mondelez Lietuva Production®);
e agaras (UAB ,,Mondelez Licetuva Production®)
e pektinas (UAB ,,Delona®);
e 7Zelatina (UAB ,,Dr. Oatker Lietuva®).

Hidratuoty geliy ruosimas vykdytas 3 eksperimento etapais.

Pirmame etape buvo vykdoma geliy su funkcionalizuotomis avie¢iy frakcijomis gamyba (zr. 2.1
lentelg) laboratorinémis salygomis, iSbandant jvairius stabilizatorius (agara, Zelating ir pekting) ir
saldiklius (sorbitolj, maltitolj ir eritritolj). Kontrolei naudoti sacharozés ir gliukozés sirup0 misinys.

Geliy, su avieciy iSspaudomis ar jy frakcijomis, gamybai pirmiausiai buvo ruosiamos drebucius
sudarancios medziagos: agaras brinkintas Saltame vandenyje su cukrumi apie 1 val., 0 po to tirpalas
buvo Kaitintas kol viskas istirps. Zelatina ar pektinas buvo brinkinamas vandenyje ir tirpinamas
kaitinant. Tuo pac¢iu metu buvo ruoSiamas misinys pagal atitinkamg receptiirg (r. 2.1. lentelg) i§ kity
komponenty (avieCiy iSspaudy frakcijy, sorbitolio ar gliukozés sirupo kombinacijos su
sacharoze/maltitoliu/eritritoliu), homogenizuojant Zaliavas iki vienalytés konsistencijos, o po to
kaitinant turinj iki virimo. Po to, stabilizatoriy tirpalas buvo sumaiSomas su receptiiriniu misiniu,
gauta masé buvo atausinta iki 45-50 °C temperatiiros. Galiausiai | ja buvo jdéta citrinos riigstis ir
eteriniai aliejai ar PRB fermentuotos kokosy iSspaudos (priklausomai nuo receptiiros). Turinys buvo
sumaiSomas ir formuojamas iSpilstant j formas.

2.1. lentelé. Geliy (I-XIII variantai) su avieciy iSspaudy frakcijomis receptiiros

Geliy receptiiros
Geliy komponentai, % P v v vE VD VI X XXX | XTI
Funkcionalizuotos avie¢iy i8spaudos | 10 | 10 | 10 | 20 | 20 | 20 | 20 | 10 | 10 | 10 | 20 | 10 | 10
Funkcionalizuotos kokosy i§spaudos _ _ _ _ _ _ _ 20 _ _ _ _ _
Eteriniai aliejai (skysti) 03]03/03|03/03[03[03| - [03]03/03|03] 03
Agaro tirpalas 202020202020 20| 2 | - | - | - | - | -
Zelatina - == == =] =12|l2]2]2]| -
Pektinas _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 2
Sorbitolis ~ | - |45 |45 |45 | — | — | 40 |50 |40 |40 | - | -
Gliukozés sirupas 3013 | - | - | - |33 ]| - -] =212 | =
Sacharozé / maltitolis / eritritolis _l1wwol1wo! - l10! =110 _ —l10] = | 35| 60
Citriny ragstis 1 1 1 1 1 1 1 _ 1 1 1 1 _

27



Antrame etape iSbandytos funkcionalizuoty kokosy iSspaudy panaudojimo galimybés hidratuoty
geliy gamybai (Zr. 2.2. lentele).

Geliai su kokosy baltymais (zr. 2.2. lentele, XV variantas) buvo ruoSiami agarg sumaisant su vandeniu
ir maltitoliu, miSinj brinkinant kambario temperatiiroje (trukmé — 1 val.). Po brinkinimo, miSinys
buvo verdamas ir gautas agaro sirupas. Atskirai buvo ruo$tos vandeninés suspensijos: fermentuoty
kokosy iSspaudy (7 % koncentracijos) ir avie¢iy i§spaudy (su sorbitoliu), pastaroji buvo kaitinama iki
virimo. Po to, agaro sirupas buvo sumaiSytas su vandenine avie¢iy suspensija ir turinys atausintas iki
45-50 °C temperattros, buvo pridéta kokosy iSspaudy suspensija ir imobilizuoti OSA-krakmole
eteriniai aliejai. Turinys buvo gerai sumaiSomas ir iSpilstytas j formeles.

Papildomai Siame etape analizuotos eteriniy aliejy (skysty koncentruoty ir (ar) jy misiniy, milteliy,
tableCiy ar imobilizuoty krakmole ir aptraukty enterosoliubilia medziaga formoje) imobilizavimo
galimybés, agaro struktiirizuotuose geliuose: a) vieno sluoksnio geliuose, kurie buvo ruosti sumaisant
eterinius aliejus (milteliy pavidale) su avieCiy iSspaudomis, funkcionalizuotomis kokosy
baltyminémis medziagomis, saldikliy miSiniu ir agaro sirupu; b) trijy sluoksniy geliuose vidinis
sluoksnis — kokosy baltymingas gelis (be eteriniy aliejy), o iSoriniai sluoksniai buvo sudaryti i8 skysty
eteriniy aliejy ar jy miSiniy (,,Eunutritech® preparatas tableciy pavidale) kombinacijose su avieciy
iSspaudomis ir saldikliu (Zr. 2.2. lentele).

2.2. lentelé. Geriausios agaro geliy receptiiros Su eteriniais aliejais

Geliy receptiiros
Geliy komponentai, % v Vit WV Y
Funkcionalizuotos avieciy iSspaudos 20 10 20 20
Funkcionalizuotos kokosy i§spaudos _ 20 _ 20
Eteriniai aliejai (skysti/tabletés) 0,3 _ _ _
Eteriniai aliejai (milteliai) _ _ 0,3 0,3
Agaro tirpalas 20 20 20 20
Sorbitolis 45 40 45 35
Maltitolis 10 - 10 5
Citriny rugstis 1 _ 1 -

Pastaba. Geliy struktiirizavimui (trisluoksniuose geliuose) buvo pasirinkti V ir VIII variantai, i$§ kuriy
V variantas naudotas kaip iSorinis sluoksnis, o VIII — vidurinis. Geliai (vienasluoksniai) su eteriniu
aliejumi (imobilizuotu krakmole ir aptrauktu enterosoliubilia medziaga) ruosti pagal XV variantg
(XIV gelis naudotas kontrolei). Geliai buvo paruoSiami atskirai ir supilami j formeles anksciau
aprasSytu eiliSkumu.

Treciame etape buvo atlikta alternatyviy agarui stabilizatoriy paieSka. Jo metu tirtos kvie¢iy natyvaus
krakmolo modifikavimo ultragarsu galimybés, iSbandant sonifikuotas krakmolo suspensijas geliy
strukttirizavimui. Natyvinio krakmolo suspensija (33 %) geliy gaminimui buvo apdorota 850 kHz
ultragarsu (2 W/cm?), 15 min. Agaras geliy formuluotése buvo kei¢iamas ultrasonifikuotu krakmolu
(2r. 2.3. lentele).
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2.3. lentelé. Geliy receptiiros su sonifikuotu krakmolu, kaip stabilizatoriumi

Geliy receptiiros

) ) XVI | XVII | XVII XIX
Geliy komponentai, %
Funkcionalizuotos avie¢iy iSspaudos 111 111 9.09 10
Funkcionalizuotos kokosy i$spaudos _ _ 18.18 20
Eteriniai aliejai (milteliai) 0.1 0.1 0.1 0.1
NatyVlnlS krakmolas 2292 229 18.18 20
Sorbitolis _ 111 9.09 10

Pastaba. Tolesniuose tyrimuose buvo naudoti XVIII ir XIX geliy variantai. XIX gelis buvo
gaminamas, apdorojant auksto daznio ultragarsu visus komponentus (krakmola, avieciy iSspaudas ir
sorbitolj) (vienfazis gaminimo btidas). XVIII gelio ruoSimui buvo naudotas didesnis vandens kiekis,
nes krakmolas buvo veikiamas atskirai nuo funkcionalizuoty avie¢iy iSspaudy ir sorbitolio (dvifazis
ruos§imo btdas).

Geliai su sonifikuoto krakmolo priedais (avieciy i$spaudy ir krakmolo santykis 1:2) buvo gaminami
dviem budais, besiskirianéiais krakmolo apdorojimu — kartu su Kitais komponentais (vienfazis budas)
ar atskirai nuo kity komponenty (dvifazis): a) vienfaziu biidu - krakmolo vandeniné suspensija (33
%) apdorojama ultragarsu (zr. 2.1. skyriy, kvieciy natyvus sausas krakmolas) kartu su avieCiy
iSspaudomis ir sorbitoliu. Gauta masé buvo atausinta ir j ja buvo dedama PRB fermentuota kokosy
i$spaudy suspensija bei eteriniai aliejai (XIX variantas); b) dvifaziu biidu — krakmolo vandeniné
suspensija sonifikuojama atskirai nuo kity receptiiriniy komponenty, po to, antros operacijos metu, ji
sumaiSoma su pakaitinta iki virimo vandenine avieciy i§spaudy suspensija (kartu su sorbitoliu), gauta
masé buvo atausinta iki 50 °C temperatiiros ir sumaiSyta PRB fermentuotomis kokosy iSspaudomis
bei eteriniais aliejais (XVIII variantas).

2.2. Reagentai

Tiriamajame darbe naudoti Sie reagentai: 1 M citriny riigstis, 1 M natrio hidrokarbonatas, etanolis,
metanolis, jaucio serumo albuminas, Kumasi briliantinio mélio G250 daziklio tirpalas (50 mg Kumasi
briliantinio mélio G250 istirpinama 25 ml 95% etanolio ir jpilama 50 ml 85 % fosforo ragsties), 30
% akrilamidas, 0,8 % N,N’-metilenbisakrilamidas, TRIS, 10 % NDS, 1 N vandenilio chloridas,
glicinas, 10 % amonio persulfatas, tetrametiledilendiaminas, DPPH, DMSO, acto ragstis, 2-
merkaptoetanolis, koncentruota sieros riigstis, boro riigstis, tasyro indikatorius, trolokso roigstis, galo
ragstis, ABTS, 0,17 mM Kkalio persulfatas, 7 % natrio karbonatas, Folin — Ciocalteu reagentas,
acetonitrilas, buferinis tirpalas su D-glutamatu ir natrio azidu, NAD+ tirpalas, D-GPT tirpalas, D-
LDH tirpalas, L-LDH tirpalas, natrio chloridas.

2.3. Aparatiira

e Laminaras Telstar BV-100;

e clektroforezés jranga Cleaver Scientific Ltd;
e spektrofotometras Genesys 10 uv;

o liofilizatorius LyoQuest Telstar;

e pH matuoklis Sartorius;
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e centrifuga Microcen 23;

e centrifuga ,.epindorf* mégintuvéliams Neolab D-6015;
e termostatas Binder;

e termostatuojama vandens vonelé Biosam;

e frakcionavimo aparatas Haver EML Digital plus, Test Sieve Shaker, 59302 OELDE;
e vorteksas Biosan V-1;

e svarstyklés Vibra ATX84;

e autoklavas Certoclav;

e tekstiiros analizatorius TA XT plius;

e akustinis tekstiros analizatorius MATUOKLIS;

e frakcionavimo aparatas Haver eml digital plius;

e 3viesinis mikroskopas Nikon;

e magnetiné maiSykle MSH-300;

e laboratorinis grudy maltnélis 7YP w/-1;

e maisyklé Ultra Turrax;

e purtyklé KS 130 basic (IKA);

e distiliatoriaus Behr Distillation Unit S4, T-Optimus;

e auksto efektyvumo skys¢iy chromatografas.

2.4. Tyrimo metodai
2.4.1. Baltymy tyrimai

Baltymy kiekio nustatymas Bradford’o metodu. Baltymai jungési su Kumasi briliantinio mélio
dazikliu ir buvo matuojamas susidariusio komplekso spalvos intensyvumas. Spalvotas junginys
susidaré greitai ir buvo stabilus. Susidariusio komplekso spalvos rySkumas priklauso nuo baltymo
sudéties. Tyrimui buvo paruosta skirtingy koncentracijy jaucio serumo albumino kalibraciné kreive.
Naudotas 1 mg/ml (1000 pg/ml) koncentracijos tirpalas ir i§ jo buvo ruosti atitinkamai 5, 10, 15, 20,
30, 50, 100, 500 ir 1000 pg/ml tirpalai. | visus mégintuvélius buvo jpilta po 1,0 ml Kumasi briliantinio
meélio G 250 tirpalo ir sumaiSoma su 100 pl méginio. Supylus, méginiai buvo laikomi 2 min. kambario
temperatiiroje. Naudojantis spektrofotometru buvo matuota sugertis ties A = 595 nm ir braiZzoma

kalibravimo tiesé. Ant ordinaciy asies pazymima sugertis, o ant abscisiy — baltymo kiekis (pug) (zr.
2.2. pav.).
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2.2. pav. Bradford’o metodo kalibraciné kreivé pagal jaucio serumo albuming
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Tiriamieji méginiai buvo tirti taip pat, kaip jaucio serumo albumino baltymas. Tiriamyjy méginiy
koncentracijos buvo apskai¢iuojamos naudojant kalibracinés kreivés lygtj, kuri buvo gauta i$ jaucio
serumo albumino kalibracinés kreivés [60].

Baltymy identifikavimas SDS — PAGE elektroforezés metodu. Atlickant baltymy elektroforeze, kaip
molekulinis standartas naudotas baltymy miSinys: SIGMA colorburst ,,Electrophoresis marker. SDS
— PAGE buvo padarytas naudojant skiriamajj gelj, sudarytg i§ 12 % akrilamido, kurio pH 8,8 ir 4 %
koncentruojamojo gelio, kurio pH 6,8. Elektroforezés analizei naudoti tirpalai ir jy paruoSimas:

1. 30 % akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrilamido tirpalas. Tirpalas buvo gaminamas istirpinant
30 g akrilamido ir 0,8 g N,N’-metilenbisakrilamido bei pripildant kolbg vandeniu iki 100 ml.

2. 1,5 M TRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai pH 8,8. 36,4 g TRIS buvo istirpintas 110 ml vandens.
| gauta tirpalg buvo jpilta 8 ml 10 % NDS tirpalo. Tirpalo pH buvo sureguliuotas iki 8,8 su 1 N HCI.

3.1 M TRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai pH 6,8. 12,12 g TRIS buvo istirpintas 110 ml vandens.
I gautg tirpalg buvo jpilta 8 ml 10 % NDS tirpalo. Tirpalo pH buvo sureguliuotas iki 6,8 su 1 N HCI.

4. Elektroforezés TRIS — glicino buferinis tirpalas. 3 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS ir buvo pripilta
vandens iki 1000 ml.

5. 10 % amonio persulfato tirpalas. 0,1 g amonio persulfato buvo istirpintas 1 ml vandens. Tirpalas
buvo ruostas pries pat naudojima.

6. Tetrametiledilendiaminas (TEMED).

7. Spalvos pasalinimo buferis: 400 ml metanolio, 530 ml distiliuoto vandens ir 70 ml 10 % acto
rugsties.

8. 2 x baltymo denatiiravimo (pavyzdzio) buferinis tirpalas: 5 ml 4 x TRIS-HCI/NDS buferinis
tirpalas, kai pH 6,8, 4 ml glicerolio, 1,2 g NDS, 2 ml 2-merkaptoetanolio, 1 mg Kumasi mélynojo ir
buvo pripilta vandens iki 100 ml.

9. Dazo Kumasi mélio tirpalas: 10 % acto rugsties, 0,006 % Kumasi mélio G—-250, 90 % vandens.

Skiriamasis gelis buvo paruostas imant 3,2 ml distiliuoto vandens, 4 ml akrilamido tirpalo, 2,6 ml 1,5
M TRIS-HCI buferin;j tirpala (pH 8,8), 50 pul 10 % amonio persulfato tirpalas ir 10 ul TEMED.
Skiriamasis gelis buvo pilamas tarp elektroforezés prietaiso stiklo ploksteliy, likes virSus buvo
uzpilamas distiliuotu vandeniu, kad pavirSius susidaryty lygus. Gelis buvo paliktas stingti 30—40 min.
Koncentruojamasis gelis buvo ruostas naudojant 3,65 ml distiliuoto vandens, 0,625 ml akrilamido
tirpalo, 0,625 ml 1 M TRIS-HCI buferinio tirpalo (pH 6,8), 50 ul 10 % amonio persulfato tirpalas, 5
ul TEMED. Koncentruojamojo gelio tirpalas palengva buvo supilamas tarp prietaiso ploksteliy pries
tai nupylus vandenj ir nusausinus gelio pavirsiy su filtro popieriumi.

Tirty SDS — PAGE metodu méginiy ekstrakcijos buvo vykdomos su Tris — HCI buferiu santykiu 1:12.

Méginys elektroforezei buvo paruoSiamas imtant norimos koncentracijos, tiriamojo méginio 20 pl
kiekj ir supilant jj su 10 pl redukcinio buferio. ParuosStas miSinys buvo virinamas 5 minutes 95 °C
temperatiiroje.
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I gelyje esancius tarpus buvo jpilami méginiai. Elektroforezés prietaisas buvo prijungtas prie elektros
srovés Saltinio. Geliams buvo nustatoma 40 mA stiprumo srove ir 220 V jtampa.

Po elektroforezés poliakrilamido gelis buvo atsargiai atskiriamas nuo stiklo ploksteliy ir jdétas j
plastiking vonelg. Tuomet gelis buvo uzpiltas Kumasi mélio dazo tirpalu. Vonelé buvo létai purtoma
»KS 130 basic (IKA)“ purtykle kambario temperatiiroje, dazyta, kol baltymo juostelés nusidazé
norimo rySkumo spalva (1-2 val.). Baigus dazyti, dazai buvo nupilami ir uzpiltas dazo nuémimo
buferis. Vonelé buvo purtoma kambario temperatiiroje, kol i§ gelio iSsiplové nesusiris¢ su baltymais
dazai (10-12 val.). Gelis buvo laikomas dazo nuémimo buferyje kambario temperatiiroje [61].

Bendras baltymy kiekio nustatymas naudojant Kjeldalio metodg. Tyrimui atlikti buvo imta 1 g sausos
tiriamosios zaliavos (buvo vykdomi 3 pakartojimai ir iSvedamas vidurkis) ir jdéta i Kjeldalio kolbas.
Zaliava buvo uzpilta 20 ml koncentruota sieros riigitimi. ] kiekviena kolba buvo taip pat jdéta po
vieng Kjeldalio tablete. Kjeldalio kolbos buvo sudétos j stova ir mineralizavimo prietaise buvo létai
kaitinamos apie 90 minuciy. Kaitinimo procesas vyko tol, kol tirpalas kolboje tapo skaidrus ir
bespalvis. Atvésintas tirpalas buvo perpiltas j matavimo kolbg (100 ml) ir praskiestas distiliuotu
vandeniu iki zymos. Visos kolbos buvo atvésintos ir prijungiamos prie distiliatoriaus, naudotas boro
rugsties tirpalas. Kondensatoriaus i8¢jimo vamzdelio galiukas turéjo biiti pamerktas j kiiging 300 ml
talpos kolba distiliatui surinkti. | gautg distiliatg buvo jlaSinamas vienas lasas Tasiro indikatoriaus ir
titruojamas vandenilio chlorido tirpalu, kol distiliato spalva i$ Zzalios tapo rausva. Kontrolinis méginys
(distiliuotas vanduo) buvo distiliuotas ir titruotas tokiomis pat salygomis.

Azoto kiekis (N) nustatomas procentais arba gramais — 100 gramy tiriamojo méginio. Skai¢iavimai
buvo atlikti atsizvelgiant ] tyrimui paimtos medziagos mase, titruojant sunaudota HCI kiekj, jos
koncentracija ir praskiedima [62]:

N (%)=0,014 - (V1—Vo)-B- 100 - m -b; (2.1)
¢ia:

0,014 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,01 N HCI, g;

V1—-0,01 M HCI kiekis, sunaudotas i§ distiliuojamo mineralizato i§siskyrusiam amoniakui sujungti,
ml;

Vo - 0,01 M HCI kiekis, sunaudotas tus¢iajam méginiui nutitruoti, ml;
B — méginio, mineralizuoto Kjeldalio kolboje, praskiedimo tiiris, ml (B = 100);

b — distiliuoti paimtas mineralizato kiekis, ml (jeigu distiliuojamas visas mineralizuotas méginys (B
=b), sis dydis lygus m;

m — pasvertas analizei medziagos kiekis, g;
100 — daugiklis perskaiciuoti azotui, nustatytame méginyje, 1 100 g produkto.
Baltymy kiekis apskaiciuojamas pagal formule:

Bpr =N - k; (22)

32



v

cia:
N — azoto kiekis;

k — atitinkamas koeficientas perskai¢iuoti azoto kiekj j baltymy kiekj, k = 6,25 [63] (koeficientas
naudojamas bendru atveju)

2.4.2. Antimikrobiniy savybiy tyrimai

Skysty eteriniy aliejy antimikrobinés savybés buvo tirtos naudojant jvairias koncentracijas: 100, 50,
10, 1, 0,3, 0,1 % (naudojant abu antibakterinio aktyvumo metodus). Vertinant didesniy koncentracijy
eteriniy aliejy tirpalus (100, 50, 10 %), patogeniniy bakterijy slopinimas buvo per didelis, naudojant
abu antibakterinio aktyvumo metodus, todél visiems eteriniams aliejams tirti buvo naudota ta pati 1
% konc. Kieti eteriniai aliejai buvo tirti naudojant tg pacig koncentracijg, kuri naudojama geliy
gamyboje — 0,03 %. Atlikus tyrimg agaro difuziniu ir Sulinéliy metodais nustatyta, kad DMSO,
kuriame buvo tirpinami eteriniai aliejai, antibakteriniu aktyvumu nepasizyméjo.

Antibakterinio aktyvumo nustatymas Sulinéliy agaro difuziniu metodu. Tiriamy medziagy
antibakterinis aktyvumas buvo nustatinéjamas prie§ patogenines bakterijas: Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa.
Bakterijy skiedimui buvo gaminamas fiziologinis tirpalas: buvo istirpinta 9 g natrio chlorido viename
litre distiliuoto vandens. Sterilizuojama 15 min. 121 °C temperatiiroje autoklave ir po to tirpalas buvo
atvésintas. Bakterijos buvo atgaivinamos s¢jant jas ant standzios ,,Nutrient* agaro terpés. Bakterijos
buvo augintos termostate 37 °C temperatiiroje. Po 24 valandy atgaivintos bakterijos buvo perkeliamos
i fiziologinj skystj ir ruo§iamos pagal McFarland’o standartg Nr. 1 (1,5 - 108 KSV/ ml) t. y. buvo
stebéta ar paruostos bakterijy suspensijos drumstumas atitinka McFarland’o suspensijos drumstuma.

Metodui buvo naudota standi ,,Nutrient agaro terpé, kuri buvo sterilizuojama 15 min. 121 °C
temperatiiroje autoklave ir po to atvésinama. Ant sustingusios terpés pavirSiaus buvo pas€jama
atitinkamos rasies 100 pl, paruosty pagal anksCiau aprasyta metodika, patogeniniy bakterijy ir su
skleistuvu jos buvo ijtrinamos ] terpg. Paséjus patogenines bakterijas su steriliu cilindru buvo
iSpjaunamos SeSios 6 mm skersmens skyl€s ir agaras paSalinamas. | Sulinélius buvo dozuojama po
100 ul tiriamyjy reikiamos koncentracijos tirpaly. Petri 1ékstelés buvo laikomos termostate 37 °C
temperatiiroje. Antimikrobinis poveikis pries patogenines bakterijas buvo vertinamas po 24 valandy.
Vertinama skaidri zona aplink jdubg, iSmatuojant skersmenj horizontalia ir vertikalia kryptimi. I§
gauty duomeny buvo iSvestas vidurkis ir apskai¢iuotas slopinimo zonos skersmuo [64].

Antibakterinio aktyvumo nustatymas diskeliy agaro difuziniu metodu. Tiriamy medziagy
antibakterinis aktyvumas buvo nustatinéjamas prie§ patogenines bakterijas: Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa.

Metodui buvo naudota standi ,,Nutrient agaro terpé, kuri buvo sterilizuojama 15 min. 121 °C
temperatiiroje autoklave ir po to buvo atvésinta. Ant sustingusios terpés pavirSiaus buvo pasé¢jama
atitinkamos rusies 100 pl, patogeniniy bakterijy ir su skleistuvu jos buvo jtrinamos j terpe. Ant terpés
buvo i8déliojami 6 sterildis popieriniai diskai. Diskai buvo suvilgyti 10 pl tiriamojo tirpalo. Petri
lekstelés buvo sudétos j termostatg 37 "C. Po 1-2 pary stebétas antibakterinis poveikis. Slopinimo
zonos matuotos su liniuote ir atimta popieriniy disky plotis (0,6 cm) [65].
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2.3. pav. Agaro difuzinis metodas [65]
2.4.3. Fenoliniy junginiy tyrimai

Kiekybinis fenoliniy junginiy kiekio nustatymas Folin — Ciocalteu metodu. Suminiam fenoliniy
junginiy kiekio nustatymui buvo naudojamas Folin — Ciocalteu metodas. Buvo paruostas 7,5 % natrio
karbonato tirpalas: 100 ml matavimo kolboje distiliuotame vandenyje istirpinta 7,5 g natrio
karbonato. Gautas tirpalas buvo praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki zymos.

Darbinio Folin — Ciocalteu reagento paruosimas: Folin — Ciocalteu reagentas buvo praskiedziamas
distiliuotu vandeniu santykiu 1:9. Tiriamajam tirpalui paruosti buvo imta 0,5 ml tiriamo ekstrakto,
kuris buvo sumaiSomas su 2,5 ml darbinio Folin — Ciocalteu reagento ir pridéta 2 ml natrio karbonato
tirpalo. Gautas mi$inys buvo laikomas tamsoje, kambario temperattroje 1 val. Spektrofotometru buvo
1Smatuota miSinio absorbcija esant 765 nm bangos ilgiui. Esant didesnei absorbcijai nei etaloniniy
galo rhgsties tirpaly kalibracinio grafiko absorbcijos reikSméms, ekstraktai buvo skiesti.
Palyginamasis tirpalas ruos$iamas taip pat, taciau vietoje tiriamo ekstrakto buvo dedama parinktos
koncentracijos metanolio arba eteriniy aliejy tyrimo atveju su DMSO.

Etaloninis galo riigsties tirpalas buvo ruoSiamas 0,025 g elago riigsties tirpinant 25 ml kolbutéje su
distiliuotu vandeniu iki Zymés. RuoSiami 5 galo rugsties tirpalai 10 ml kolbutése: 0,1 ml, 0,25 ml, 0,5
ml, 0,75 ml, ir 1 ml etaloninio tirpalo iki Zymés. Tiek tiriamasis, tiek ir palyginamasis galo rtigsties
tirpalai buvo paruos$ti tomis paciomis sglygomis kaip ir tiriamojo augalinio ekstrakto tirpalas. Tik
vietoje 0,5 ml tiriamojo ekstrakto imta 0,5 ml Zinomos koncentracijos (0,01 mg/ml, 0,025 mg/ml,
0,05 mg/ml, 0,075 mg/ml ir 0,1 mg/ml) galo rigsties tirpaly. ISmatavus absorbcijg buvo sudaroma
galo rugsties kalibraciné kreivé (zr. 2.4. pav.).

Suminis fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas galo rugsties gramui zaliavos. Jis apskai¢iuojamas
pagal formule [66]:

galo rugsties ekvivalentas (mg/g)=c -V /m; (2.3)
Cia:
¢ — galo riigsSties koncentracija mg/ml nustatyta i§ kalibracinés kreives;

V — ekstrakto tiiris ml;

m — atsvertas zaliavos kiekis, g.
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2.4. pav. Folin — Ciocalteu metodo kalibraciné kreivé pagal galo ragstj

Kokybinis fenoliniy junginiy kiekio nustatymas auksto efektyvumo skysciy chromatografija.
Tiriamojoje Zaliavoje esantys fenoliniai junginiai kokybiskai buvo nustatinéjami HPLC metodu
LSMU FF. Fenoliniy junginiy chromatografinis atskyrimas buvo atliktas naudojant ACE C18
kolonélg (250 mm x 4,6 mm, 5,0 um; Pensilvanija, JAV). Eliuavimas buvo atliktas 1 ml/min. srauto
grei¢iu. Judanciosios fazés binariné tirpikliy sistema susideda i§ tirpiklio A (0,1 % acto rugsties
vandenyje) ir tirpiklio B (acetonitrilo). Po ultragarsinio degazavimo visi tirpikliai buvo filtruojami
per 0,23 um membraninj filtrg. Taikyta linijiné gradiento programa: 0—8 min., 5-15 % B; 8-30 min.,
15-20 % B; 3048 min., 2040 % B; 48-58 min., 40-50% B; 58-65 min., 50 %; 65-66 min., 50-95
% B. Kolonélés temperatiira buvo pastovi 25 °C. Méginio tirpalo injekcijos ttris buvo 20 pl [67].

2.4.4. Antioksidacinio aktyvumo tyrimai

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu. Fenoliniai junginiai pasizymi antioksidaciniu
aktyvumu, nes geba iSaktyvinti laisvuosius radikalus. Reakcijos metu, antioksidantas atiduoda
vandenilj ir iSlaisvina laisvuosius radikalus. Violetinis DPPH tampa stabiliu junginiu, kuris yra
geltonos spalvos DPPH-H.

Tyrimui atlikti buvo paimta susmulkintos i§dziovintos medziagos, kuri buvo uzpilta 10 ml metanolio
ir homogenizuota 10 min. Homogenatas buvo centrifuguojamas 9000 aps./min. 10 min. ir
supernatantas surenkamas. Tiriant eterinius aliejus, buvo imtas norimas eterinio aliejaus kiekis ir
maiSomas su DMSO. Tiriamasis tirpalas buvo ruostas j mégintuvélj jpilant 0,5 ml paruosto ekstrakto,
0,5 ml DPPH etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaisytas ir po 15 min. laikymo tamsoje buvo
pamatuotas tirpalo optinis tankis prie 515 nm bangos ilgio. Palyginamasis tirpalas ruoStas i
mégintuvelj jpilant 0,5 ml metanolio, 0,5 ml DPPH etaloninio tirpalo. Etaloninis DPPH tirpalas
ruostas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos matavimo kolboje. Tiriamo
méginio radikalo slopinimas buvo isskaic¢iuojamas i§ kalibracinés kreivés.

Trolokso kalibracinés kreivés ruosimas. Buvo imti jvairiy koncentracijy trolokso tirpalai (0,01; 0,02;
0,04; 0,08; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg/ml). Trolokso méginiai buvo paruosti matavimams lygiai taip
pat, kaip prie§ tai apraSyti méginiai. Panaudojus formul¢ (Zr. 2.4. formule) buvo apskaiciuotas
skirtingy koncentracijy trolokso tirpaly DPPH radikalo slopinimas. Panaudojus rezultatus buvo
bréziama kalibracing kreive (Zr. 2.5. pav.): ant ordinaciy aSies buvo pazymeéta sugertis, o ant abscisiy
— DPPH radikalo slopinimas (%) [68].
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slopinimas (%) = [(As— Aa) / Ag] - 100; (2.4.)

Ve

Cia:
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
Ana — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
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2.5. pav. DPPH radikalo slopinimo kalibraciné kreivé pagal trolokso rtigstj

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS metodu. 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoninés
rugsties) 2,45 mM tirpalas buvo ruosiamas ABTS istirpinant distiliuotame vandenyje. Po to, gautas
tirpalas santykiu 1:1 buvo sumaiSomas su 0,17 mM kalio persulfatu ir paliktas stovéti tamsoje 16 val.
Darbinis tirpalas buvo ruoSiamas pradinj ABTS tirpalg skiedziant iki 0,80 absorbcijos vienety su
metanoliu, nustatant 734 nm bangos ilgj. Buvo paimta 2 ml darbinio ABTS tirpalo ir jpilta 20 pg
tiriamojo ekstrakto. Gautas misinys buvo laikomas tamsoje, po 1 val. spektrofotometru iSmatuotas jo
absorbcijos pokytis, nustacius 734 nm bangos ilgj. Pagal trolokso kalibracijos kreive buvo
apskaiéiuojami gauti absorbcijos dydziai, atitinkantys trolokso koncentracijas (mg/ml).

Trolokso kalibracinés kreivés ruoSimas. Buvo imti jvairiy koncentracijy trolokso tirpalai (0,01; 0,02;
0,04; 0,08; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg/ml). Trolokso méginiai buvo paruosti matavimams lygiai taip
pat kaip pries tai aprasSyti méginiai DPPH metodu. Panaudojus formule (Zr. 2.5. formule), buvo
apskaiciuotas trolokso skirtingy koncentracijy tirpaly ABTS radikalo slopinimas. Panaudojus
rezultatus buvo bréziama kalibraciné kreivé (Zr. 2.6. pav.): ant ordina¢iy aSies buvo pazyméta
sugertis, o ant abscisiy — ABTS radikalo slopinimas (%) [69].

slopinimas (%) =c -V /m; (2.5))
Cia:
¢ — trolokso koncentracija pagal kalibracijos kreive (mg/ml);

V — paruosto ekstrakto turis, ml;

m — zaliavos kiekis, g.
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2.6. pav. ABTS radikalo slopinimo kalibraciné kreivé pagal trolokso riigstj
2.4.5. Fermentacijos proceso vertinimas

PRB bakterijy dauginimasis fermentacijos metu. Fermentacijos metu imti méginiai PRB kiekio
jvertinimui. PRB kolonijy, iSauginty standZioje terpéje aerobinémis salygomis 30 °C temperatiiroje,
skaicius nustatytas taikant bendrg skaiCiavimo metodg. Méginys analizuotas giluminio séjimo MRS
agare budu.

Fermentacija vyko ant tiriamosios Zaliavos anks¢iau aprasyty tirpaly pridéjus 2 % LAB. Méginiai,
pieno rugsties izomery nustatymui ir bakterijy skai¢iui nustatyti, buvo imami kas 6 valandas ir
fermentacija buvo vykdoma tol, kol pH terpé nebekito. Fermentuojami méginiai buvo laikomi
termostate 30 °C temperaturoje.

PRB procesas buvo vertintas tiriant: pH pokyc¢ius, PRB dauginimasi ir susidariusius pieno ragsties
D(-) ir L(+) izomerus. Analizuojamo méginio pH matuojamas pH metru. PRB kolonijy, iSauginty
standZioje terpéje aerobinémis sglygomis 30 °C temperaturoje, skai¢ius buvo nustatytas taikant
bendrg skai¢iavimo metodg. Méginiai buvo analizuojami pavir§inio sé¢jimo MRS agare budu.
Pagaminamas PRB skaiciaus analizei reikiamas kiekis fiziologinio tirpalo (0,9 % natrio chlorido
tirpalas) ir MRS agaro terpés. Terpé buvo supilta j Petri lékstes ir jai sustingus dedamas 1 ml
tiriamosios medziagos, su skleistuvu méginys jtrinamas j terpg. LékStelés apverciamos ir laikomos
30 = 1 °C temperatiros termostate. Pasibaigus inkubavimo laikui, skai¢iavimui buvo atrenkamos
1ékstelés, kuriose iSaugo maziausiai 15 ir ne daugiau kaip 300 bakterijy kolonijy. Suskai¢iuotos
iSaugusios kolonijos ir apskaiciuotas jy kiekis 1 g tiriamojo méginio pagal $ig formule [70]:
N=YC-V-(m+(0,1-n))-d; (2.6.)

cla:

>C — suma kolonijy, suskaiciuoty visose neatmestose 1€kstelése i§ dviejy vienas po kito einanciy
skiediniy, kai bent vienoje 1¢ksteléje yra 15-300 kolonijy;

V —uZsétos medZiagos ar skiedinio turis leksteleje (ml);
Ny — pirmojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius;

Nz — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius;
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d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas.
Pieno rigsties D(-) ir L(+) izomery kiekio jvertinimas

Pieno rigsties D(-) ir L(+) izomery kiekiai buvo jvertinti taikant fermentinj Megazyme analizés testq.
K-DLATE 08/18 (Megazyme International, Airija). Skirtingais fermentacijos proceso momentais
paimti méginiai buvo centrifuguojami 10 min., 8000 aps./min. centrifugoje. Supernatantas buvo
surenkamas tyrimui atlikti. ] mégintuvelj jpilama 1,5 ml distiliuoto vandens, 0,1 ml tiriamojo
méginio, 0,5 ml buferio, 0,1 ml NAD+ ir 0,02 ml D-GPT tirpalo. Reakcijos misinys buvo laikomas 3
min. ir matuota méginio absorbcija (A1). ISmatavus absorbcijg A1, j tg patj miSinj buvo jpilama 0,02
ml D-LDH. Méginys buvo iSmaiSomas ir laikomas 5 — 10 min., po to matuojama méginio absorbcija
(A2). Ismatavus absorbcija Az, | ta pati misinj buvo jpilama 0,02 ml L-LDH. Méginys buvo iSmaiSytas
ir laikytas 10-15 min., matuota absorbcija (As). Ruosiant tus¢ig méginj tyrimo eiga buvo tokia pat,
taciau j jj vietoje méginio jpiltas toks pat kiekis distiliuoto vandens. Pieno riigsties D(-) ir L(+)
izomery kiekis apskaiciuotas pagal Sias formules:

AAD-pieno rugstis = A2 — Au; (27)
AAprieno rigstis = Az — Az, (28)

D(-) ir L(+) izomery koncentracijos méginyje apskai¢iuotos naudojantis $ias formules:

vV -MW

CD—pieno rigstis — * AADp-pieno rugstis ; (29)
e-d-v
V-MwW

ClL—pieno rugstis = m * AAL-pieno ragstis ; (2.10.)

¢ia:

V — reakcijos miSinio tiiris (ml);

MW — pieno rugsties molekuliné masé (g/mol);

& — NADH ekstinkcijos koeficientas (esant 340 nm bangos ilgiui lygus 6300 I-mol™ - cm™);
d — kiuvetés ilgis (cm);

2.4.6. Funkciniy savybiy tyrimai

Vandens jgerties ir tirpiyjy medziagy nustatymas. | pasvertus 250 ml centrifugos indelius buvo
pasverti 5 g méginio ir 30 ml distiliuoto vandens. Indeliai su méginiais buvo Sildyti 30 min. 30 °C
vandens vonioje maiSant. Po inkubavimo, méginiai jdéti j centrifugag 20 min., 4000 aps./min. Po
centrifugavimo skystis susidargs virSuje buvo iSpilamas j stiklinius indelius, kurie prie§ tai buvo
i8kaitinti iki pastovios mases. Indeliai su nuosédomis pasveriami.

Vandens jdérimo indeksas = sedimento svoris / sauso meéginio mase (5 g); (2.11)
Tirpiy medZziagy kiekis (%) = sauso supernatanto mas¢ / sauso méginio mase (5 g); (2.12)

Medziagos vandens jgérimo galia = sedimento svoris / (sauso méginio svoris (1— Netirpiy medziagy
kiekis (%)/100)) (2.13)
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2.4.7. Hidratuoty geliy tekstiiros, struktiiros ir stabilumo analizé

Pagaminti geliai buvo analizuojami tekstiiros analizatoriumi ,,TAXT plus Texture Analyser®.
Analizei buvo naudota po 30-50 g geliy. Matavimo kiinas 20 mm skersmens aliuminis cilindras,
matavimo greitis 1 mm/s. Kai matavimo cilindras pasiekia méginio pavirSiy matavimo geometrijoje
sminga 5 mm. Maksimalios jégos pikas (N) parodo gelio tvirtumg — kuo didesné jéga, tuo méginys
tvirtesnis. Kreivés teigiama sritis po $iuo taSku nusako gelio konsistencija (g - s) — kuo didesné vert¢,
tuo konsistencija tirStesné, tvirtesné. Kreivés neigiama sritis, kuri gaunama zondui griztant atgal,
parodo méginio risluma/kohezija (cohesiveness) (N) ir klampuma (g - s) — kuo didesné minusiné
verte, tuo méginys rislesnis ir klampesnis. Pagaminti geliai buvo analizuojami iskart po atauSinimo
(1 val.) ir po 24 val.

Geliy klampumas buvo matuotas naudojant akustinj lygio matavimo aparatg ,,MATUOKLIS*.
Analizei naudojama 30-50 g gelio. Matavimo kiinas sminga j gelj ir taip nustatomas gelio kietumas.
Rezultatai gaunami naudojantis ,, MATUOKLIO* programa.

Hidratuoty geliy struktiira buvo analizuota optiniu mikroskopu Nikon.
2.4.8. Biologiskai aktyviy medziagy in vitro atsipalaidavimo testas

Simuliuotos skrandzio sultys buvo sudarytos i§ 9 g/l natrio chlorido ir 3 g/l pepsino. Tirpalo pH buvo
nustatytas iki 2 su 1 M druskos ragsties tirpalu (pH reguliuojamas prie§ dedant fermentg). ] 50 ml
terpe buvo jdéta apie 1 g tiriamosios medziagos. Pagamintos skrandzio sultys buvo laikomos 37 °C
temperatiroje. Méginiai atpalaidavo tyrimui buvo imti po 5, 30, 60 ir 120 min. Buvo imta po 5 ml
méginio tolesniam tyrimui. Praé¢jus 120 min. buvo paimama skrandzio sul¢iy pH buvo nustatytas iki
7,5 su 0,2 M natrio karbonatu siekiant inaktyvuoti pepsina.

Simuliuotos Zarnyno sultys buvo gamintos i§ 1,670 g/l kalio chlorido, 0,44 g/l kalcio chlorido, ir
2,772 g/l natrio hidrokarbonato. Pagamintos zarnyno sultys buvo laikomos 37 °C temperatiroje. Po
skrandzio sulCiy tyrimo, buvo imta 25 ml skrandzio sul¢iy ir maisyta su tokiu paciu kiekiu zarnyno
sul¢iy. Méginiai atpalaidavimo tyrimui imti po 60, 90 ir 150 min. Buvo imta po 5 ml méginio
tolesniam tyrimui. In vitro atpalaidavimo tyrimui buvo atlickamas bendras fenoliniy junginiy kiekio
nustatymas Folin — Ciocalteu metodu (Zr. 2.4.3. skyriy) [71, 72].

2.5. Matemating statistiné duomeny analizé

Eksperimentai kartoti tris kartus. Rezultaty vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai apskaiciuoti
naudojant Microsoft Excel programinj paketa.
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3. Tyrimy rezultatai ir ju aptarimas

3.1. Technologinis augalinés zaliavos funkcionalizavimas biologiskai aktyviy medziagy
imobilizavimui

3.1.1. Sausojo separavimo taikymas avieciy antriniy perdirbimo produkty pridétinés vertés
didinimui

Avie¢iy iSspaudoms buvo taikomas sausas separavimas, leidziantis jas frakcionuoti pagal
granuliometring sudétj. Gautos frakcijos ir jose vyraujanciy daleliy dydziai pateikti 3.1. paveiksle.

30,00 46,40
45,00 42,70 7

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00 6.50
5,00 .
0,00

Frakcijos kiekis, %

4,40

1,0-1.6 0,5-1,0 0,315-0,5 <0.,315

Avieciy i1$spaudy frakcija (mm)

3.1. pav. Granuliometriné avie¢iy iSspaudy frakcijy sudétis

Avieciy iSspaudose daugiausiai gauta frakcijos, Kurioje vyraujanciy daleliy dydis buvo 0,5-1,0 mm
(46,40 %), maziausiai buvo aptikta smulkiausios frakcijos (4,40 %).

3.1.1.1. Fenoliniy junginiy avieciy i§spaudy frakcijose kokybiné ir kiekybiné sudétis

Siame skyriuje pateikti fenoliniy junginiy kokybinés ir kiekybinés sudéties aviediy isspaudy
frakcijose tyrimo rezultatai.

HPLC metodu tirtuose méginiuose buvo identifikuoti du fenoliniai junginiai — elago rugstis ir
hiperozidas. Avieciy i$spaudy frakcijos, gautos sausojo separavimo budu, skyrési pagal gautas
fenoliniy junginiy koncentracijas. Daugiausiai elago riigSties ir hiperozido buvo nustatyta vidutinéje
pagal stambuma avieciy i$spaudy frakcijoje (atitinkamai 26,90 ir 6,23 ng/ml), kurioje daleliy dydis
buvo 0,5-1,0 mm. Maziausiai fenoliniy junginiy aptikta stambiausioje frakcijoje (3,03 ir 0,73 pg/ml),
kurioje vyraujantis daleliy dydis — 1,0—1,6 mm. Vizualiai apzitrint stambiausig frakcija, joje vyravo
avieCiy séklos (zr. 3.2. pav.).
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3.2. pav. Identifikuoty fenoliniy junginiy kiekiai avieciy iSspaudy frakcijose

Bendro fenoliniy junginiy kiekio tyrimui avieCiy iSspaudy frakcijose buvo naudotas Fiolin —
Ciocalteu metodas (Zr. 3.1. lentele).

3.1. lentelé. Bendras fenoliniy junginiy kiekis avieciy iSspaudy frakcijose

Vidutinis daleliy dydis frakcijose, mm Femfliniq Junginiy kiekis (galo riggties
ekvivalentas), mg/g sausos medZiagos
<0,315 5,82 +0,00
0,315-0,5 16,87 £ 0,39
0,5-1,0 17,10 £ 0,39
1,0-1,6 19,16 £ 0,01
Avieciy isspaudos (nefrakcionuota kontrol¢) 15,60 = 0,03

Didziausias bendras fenoliniy junginiy Kiekis aptiktas frakcijose, kuriose daleliy dydis buvo 0,5-1,0
mm ir 1,0-1,6 mm (atitinkamai 17,10 mg/g ir 19,16 mg/g). Pastebéta, kad mazéjant frakcijos
stambumui, bendras fenoliniy junginiy kiekis mazéja. Sio eksperimento metu mazZiausias fenoliniy
junginiy kiekis (5,83 mg/g) aptiktas smulkiausioje frakcijoje (<0,315). Kontroliniame méginyje
(nefrakcionuotose avie€iy iSspaudose) bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas vidutiniskai 11 %
mazesnis nei gautose frakcijose (0,315-0,5; 0,5-1,0; 1,0-1,6 mm) po separavimo. Lyginant Siame
eksperimente gautus tyrimy rezultatus su literatiira, tirtose liofilizuoty avie¢iy iSspaudose bendras
fenoliniy junginiy kiekis nustatytas apie 2 kartus mazesnis nei J. J. Vuli¢ ir kt. [73] darbe tirtose
Svieziai skintose ir liofilizuotose avietése [73]. Tokie, nustatyti fenoliniy junginiy skirtumai tarp
iSspaudy ir $vieziy uogy, rodo, kad ~ 66 % fenoliniy junginiy patenka i sultis ir ~ 34 % j iSspaudas.

3.1.1.2. Biologinis avieciy iSspaudy aktyvumas ir jam jtakos turintys veiksniai

Avieciy antioksidacinis aktyvumas tirtas DPPH ir ABTS radikaly slopinimo metodais. Tyrimy
rezultatai pateikti 3.2. lentel¢je. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu abiem metodais pasizyméjo
smulkiausia frakcija (<0,315 mm) ir vidutiné pagal stambumga (0,5-1 mm) frakcijos (zr. 3.2. lentele).
Tiriant antioksidacinj aktyvumg pagal ABTS radikaly slopinima, buvo stebima, kad didéjant frakcijy
stambumui méginiy antioksidaciné geba mazéja. Tuo tarpu, tyrimy rezultatai, gauti DPPH metodu,
neparod¢ statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp meéginiy.
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3.2. lentelé. Avieciy frakcijy antioksidaciniy tyrimy pagal DPPH ir ABTS vertés

Vidutinis daleliy dydis frakcijose, mm DPPH (trolokso ekvivalentas | ABTS (trolokso ekvivalentas
’ mg/g ekstrakto) mg/g ekstrakto)
<0,315 47,07+£0,18 41,2 + 0,55
0,315-0,5 41,58 £ 0,36 39,91 £ 0,55
0,5-1,0 44,52 + 0,54 39,77 £ 0,11
1,0-1,6 41,97 £ 0,18 40,12 + 1,45
Aviediy i$spaudos (nefrakcionuota kontrol¢) 47,07 £0,18 36,22 £ 0,36

Lyginant gautus avie¢iy iSspaudy tyrimy rezultatus su literatiiroje pateiktais avie¢iy antioksidacinio
aktyvumo rezultatais, jvertinta, kad avieCiy iSspaudos pasizyméjo apie 2—3 kartus mazesniu
antioksidaciniu aktyvumu nei avietés. Tode¢l galima daryti prielaida, kad j sultis pereina dauguma
tirpiy antioksidacinémis savybémis pasizyminc¢iy junginiy. Be to, sul¢iy iSgavimo procesas galéjo
turéti jtakos antioksidacinio aktyvumo pokyc¢iams [74].

Antibakterinis avieciy aktyvumas buvo nustatytas prie§ antibiotikams atsparius patogenus Sulineliy
metodu (Zr. 3.3. pav.). Avieéiy iSspaudy ekstraktas stipriausiai slopino S. typhimurium gramneigiama
bakterija, o maziausiai — B. cereus (metanolio kontrol¢ patogeny neslopino). Lyginant Siame
eksperimente gautus liofilizuoty avieCiy iSspaudy tyrimy rezultatus su literatiroje pateiktais
liofilizuoty avieCiy tyrimais, abiem atvejais stebimos antimikrobinio aktyvumo tendencijos, taciau
avietés daugiausia slopino S. aureus ir B. cereus gramteigiamas bakterijas nei i$spaudos [73].

. * ’
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. U L),
>
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@ @ .
. K ) > i -
S._aureus 0,48 £ 0,02 mm } E.coli 0,35 + 0,00 mm
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R // ’
: é - s "j .

*’{( o ' ) )

3.3. pav. Avieciy iSspaudy ekstrakto (metanolyje) antibakterinis slopinimas pries$ patogenines bakterijas

Avie¢iy antimikrobinio aktyvumo mechanizmas néra visiskai iSaiSkintas, bet manoma, kad jis
priklauso nuo avie¢iy sudétyje esandiy elagotaniny, antociany ir organiniy rigiéiy. Siy junginiy
kiekiai avietése priklauso nuo augimo salygy, genotipo, laikymo ir ekstrahavimo budo [75].
Antimikrobiniu aktyvumu pasizymintys antiocianinai suteikia avietéms ryskiai raudona spalva. Sie
junginiai yra stabilesni rugstinéje terpéje, taciau didéjant pH antocianinai skyla ir avieciy spalva
keiciasi j tamsiai mélyng. D¢l Sios priezasties tyrimuose su avieciy produktais negali biiti naudojami
stipriai baziniai junginiai (pH 9), galintys turéti neigiamos jtakos aviec¢iy spalvai [76].

3.1.1.3. Avieciy iSspaudy frakcijy baltyminés medziagos ir technologinés savybés

Tiriant avie€iy iSspaudy pritaikymo galimybes hidratuoty geliy gamybai, §io eksperimento metu
vertintas jose esanciy baltymy kiekis (bendras kiekis ir tirpiyjy baltymy kiekis) bei funkcinés savybés
(2r. 3.4. pav. ir 3.3. lentelg).
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Kjeldalio metodu nustatytas vidutinis baltymy kiekis liofilizuotose avie¢iy iSspaudose buvo 9,54 +
0,09 %.

4,00 3,76
3,50
<
£ 3,00
=11}
w250
< o
& £2.00
g5 1.63
2 g 3 =
= .21.50 1,34
[
= 1,00 0,76
E‘ -
= 050
= 0,04
m B
0,00 -
1-1.6 0,5-1 0,315-05 <0315 Nefrakcionuota
Aviediy i$spaudy frakcija (mm) kontrole

3.4. pav. Bradford’o metodu nustatytas baltymy kiekis avieciy iSspaudy frakcijose

Daugiausiai tirpiyjy baltymy Bradford’o metodu buvo nustatyta kontroliniame méginyje —
nefrakcionuotose avietése (3,76 mg/g). Atlikus avieCiy iSspaudy separavimg, daugiausiai tirpiyjy
baltymy buvo nustatyta avieciy frakcijose, kuriose daleliy dydis buvo 0,315-0,5 mm (1,63 mg/g —
tirpiis baltymai 1,63 % nuo bendro baltymy kiekio) ir 0,5—-1 mm (1,34 mg/g — tirpas baltymai 1,34 %
nuo bendro baltymy kiekio), (Zr. 3.4. pav.). Maziausiai baltyminiy medziagy aptikta smulkiausioje ir
stambiausioje frakcijose (<0,315 ir 1-1,6) — atitinkamai 0,76 mg/g ir 0,04 mg/g.

Avieciy iSspaudy frakcijy funkcines savybes buvo sprendziama pagal vandens jgertj ir medziagy
ekstraktyvuma (zr. 3.3. lentelg).

3.3. lentelé. Tirpiy medziagy kiekis ir vandens absorbcija avieciy iSspaudose

. . . . Vidutinis medzia Vidutiné vandens
Vidutinis daleliy dydis frakcijose, mm ekstraktyvumas, %/l; jgertis, %
<0,315 13,60 + 0,85 404,9 + 0,61
0,315-0,5 14,20 £ 2,83 434,9 £ 0,90
0,5-1,0 12,60 + 0,85 387,0 £ 0,53
1,0-1,6 7,50 £ 0,71 236,9+1,14
Avieéiy i8spaudos (nefrakcionuota kontrolé) 11,30 £ 0,99 327,1+1,10

Didziausias medziagy ekstraktyvumas ir didZiausios vandens jgerties vertés tyrimo metu nustatytos
<0,315 mm (13,6 % ir 404,9 %) ir 0,315-0,5 mm (14,2 % ir 434,9 %) daleliy dydzio frakcijose.
Didé¢jant frakcijy stambumui, stebimas tieck medziagy ekstraktyvumo, tiek vandens jgerties verciy
maz¢jimas. MaZiausiai tirpiy medziagy ir maziausia vandens jgertis aptikta 1,0—1,6 mm frakcijoje
(atitinkamai 7,5 % ir 236,9 %). Nefrakcionuoty avieciy iSspaudy méginys pagal funkcines savybes
buvo artimos vidutinei pagal stambuma avie¢iy idspaudy frakcijai 0,51 mm. Siy i$spaudy vidutinis
medziagy ekstraktyvumas buvo 12,6 %, o vandens jgertis — 387 %. Medziagy ekstraktyvuma ir
vandens jgertj reikia jvertinti sudarant hidratuoty geliy receptiras.

Pagal X. Zhang‘g ir kt. [77], bendras baltymy kiekis liofilizuotose avietése sudaro ~ 10-11 % ir jam
jtakos turi auginimo salygos [77]. Sio tyrimo metu avie¢iy i¥spaudose aptiktas bendras tirpiy baltymy
kiekis frakcijose buvo labai nedidelis. Tai rodo, kad didzioji dalis tirpiyjy baltymy avieciy perdirbimo
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metu patenka ] sultis. ISspaudose tirpiyjy baltymy lieka ~ 4 % ir didZiausia baltymy dalj sudaro
netirpas baltymai.

3.1.2. Sonifikacijos jtaka kokosy iSspaudy baltyminiy medziagy pokyciams

Kokosy i§spaudos, gaunamos augaliniy gérimy gamybos metu, yra sudétingos struktiiros, sudarytos
i§ polisacharidy (lignino ir celiuliozés), lipidy ir baltymy. Kokosy i$spaudy apdorojimu auksto daznio
ultragarsu buvo siekta padidinti baltyminiy medziagy ekstraktyvuma ir tokias iSspaudas panaudoti
fermentacijos procesuose [78].

3.1.2.1. Kokosy i$spaudy sudéties ir savybiy charakteristika

Pradiniame etape buvo tirta kokosy i8spaudy sudéties pokyciai esant jvairiems terpés pH ir skiriant
démesj skaiduliniy medziagy sudétyje asocijuotiems fenoliniams junginiams, jy biologiniam
aktyvumui, ir kokosy isspaudy baltyminéms medziagoms. Atlikus fenoliniy junginiy kokosy
iSspaudose nustatymg HPLC ir Fiolin — Ciocalteu metodais, fenoliniy junginiy nebuvo aptikta. Visi
liofilizuoty kokosy iSspaudy méginiai, nepriklausomai nuo ekstrakto pH, pasizyméjo panasiu
antioksidaciniu aktyvumu (zr. 3.4. lentele).

3.4. lentelé. Kokosy i§spaudy DPPH ir ABTS radikaly slopinimas

Méginiai DPPH (trolokso ekvivalentas uM/g) ABTS (trolokso ekvivalentas uM/g )
Kokosy i§spaudos pH 4 0,0591 + 0,011 0,065 + 0,012
Kokosy i§spaudos pH 7 0,0599 + 0,007 0,0677 + 0,004
Kokosy i§spaudos pH 9 0,0616 £ 0,009 0,069 + 0,007

Lyginant gautus kokosy i$spaudy antioksidacinio aktyvumo rezultatus su kokosy riesuty
antioksidaciniu aktyvumu (pateiktu literatiiroje), nustatyta, kad kokosy riesSuty aktyvumas pagal
DPPH ir ABTS radikalo slopinimo metoda yra apie 100 karty didesnis nei i$spaudy [79].

Kito etapo metu buvo analizuotas bendras baltymy kiekis ir tirpts baltymai kokosy i$spaudose,
kei¢iant pH vertes.

Kokosy i$spaudose bendras baltymy kiekis Kjeldalio metodu nustatytas 24,68 + 0,31 % . Tirpiyjy
baltymy kiekybiniai pokyc¢iai kokosy iSspaudose, esant skirtingiems pH (4; 7 ir 9) pateikti 3.5.
paveikslélyje.
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Nustatyta, kad daugiausiai tirpiyjy baltymy buvo gauta kokosy iSspaudy suspensijoje esant pH 9 —
24,66 mg/g (zr. 3.5. pav.). Maziausiai tirpiyjy baltymy aptikta, kai terpés pH 4 — 1,12 mg/g.

Vidutiniskai kokosy iSspaudose yra randama 10—16 % baltymy. Pagal Y. Li ir kt. [44], pagrindiniai
baltymai kokosy rieSutuose yra tirpis ir juos sudaro albuminai ir globulinai, aptinkami 21 ir 40 %
nuo bendro baltyminiy medziagy kiekio [44].

Sio eksperimento tyrimy rezultatai rodo, kad kokosy iSspaudose po vandeninés ekstrakcijos
(augaliniy gérimy gamybos metu) daugiausiai lieka netirpiy baltymy. Baltymy ekstraktyvumas
kokosy iSspaudose didéja kei¢iant terpés pH.

3.1.2.2. Ultragarsinio apdorojimo jtaka Kokosy baltyminiy medziagy poky¢iams

Siekiant padidinti tirpiyjy baltymy kokosy iSspaudose ekstraktyvumg, kokosy suspensijos (7 %
koncentracijos) skirtinguose pH (4; 7 ir 9) buvo apdorotos auksto daznio (850 kHz) ultragarsu esant
0,9 ir 2 W/cm? intensyvumams, trukmé — 10 ir 30 min. Apdorotos kokosy suspensijos buvo
centrifuguotos ir supernatantas surinktas ir tiriamas.

Bradford’o metodu buvo analizuotas apdoroty ultragarsu tirpiyjy baltymy kiekis kokosy iSspaudy
supernatantuose. Lyginant apdoroty ultragarsu kokosy i§spaudy suspensijy supernatantuose aptiktus
tirpiy baltymy kiekius (zr. 3.5. lentele) su kontroliniais méginiais (zr. 3.5. pav.), nustatyta, kad
sonifikacija padidina tirpiyjy baltymy ekstraktyvumg. Visuose tiriamuose sonifikuotose kokosy
18spaudy meéginiuose jvertintas didesnis tirpiyjy baltymy kiekis nei kontroliniuose méginiuose (be
apdorojimo). Ultragarso intensyvumas taip pat turéjo reikSmingos jtakos baltymy tirpumo
padidéjimui. Kokosy iSspaudy suspensijos, apdorotos ultragarsu prie didziausio intensyvumo (2
W/cm?), issiskyré vidutiniskai 12 % didesniu tirpiyjy baltymy kiekiu nei suspensijos, kurios buvo
sonifikuojamos esant mazesniam intensyvumui (0,9 W/cm?).

3.5. lentelé. Auksto daznio ultragarsinio apdorojimo jtaka kokosy i§spaudy tirpiesiems baltymams

.. o L. Baltymy koncentracija, mg/

Intensyvumas, W/cm? Suspensijos pH Poveikio trukmé, min. 4 Blé A ekvivale tho g8
10 7,60 + 0,001
4 30 4,98 + 0,003
09 ; 10 24,58 + 0,002
30 24,58 + 0,002
10 27,08 + 0,001
S 30 22,16 £ 0,005
4 10 7,60 £ 0,003
30 9,59 £ 0,002
9 ; 10 28,72 + 0,001
30 27,28 + 0,003
10 31,10 £ 0,001
) 30 26,27 £ 0,001

Tirpieji baltymai buvo analizuoti SDS — PAGE elektroforezés metodu (zr. 3.6. pav.). Visos kokosy
suspensijos buvo apdorotos auksto daznio ultragarsu (850 kHz; intensyvumas 2 W/cm?) kei¢iant
terpés pH (4; 7; 9) ir apdorojimo trukme (10; 30 min.). Daugiausiai skirtingy baltyminiy medziagy ir
didZiausios jy koncentracijos nustatytos kokosy iSspaudy supernatante (pH 9), sonifikuotame 10 min.
(zr. 3.6. pav., Nr. 6). Ilginant kokosy suspensijos (pH 9) sonifikacijos trukme iki 30 min, buvo
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stebimas baltymy koncentracijos maz¢&jimas. Kokosy iSspaudy supernatanto (pH 7) po 10 min.
apdorojimo (Zr. 3.6. pav., Nr. 8) baltymy koncentracijos nustatytos mazesnés nei pH 9 (po 10 min.
apdorojimo) (zr. 3.6. pav., Nr. 6). Ilginant kokosy suspensijy (pH 7) sonifikacijos trukme nuo 10 min.
iki 30 min., skirtingai nei supernatante, kurio pH buvo 9, baltymy koncentracijos Siuose méginiuose
nepasikeité (Zr. 3.6. pav., Nr. 7 ir 8). Maziausiai tirpiyjy baltymy nustatyta supernatantuose, kuriy pH
4 (zr. 3.6. pav., Nr. 9 ir 10).

3.6. pav. Ultragarsinio poveikio (850 kHz, intensyvumas 2 W/cm?) jtaka kokosy i$spaudy (KI) baltyminéms
medZziagoms (7 % koncentracija), 50 °C temperatiiroje (poveikio trukmé —10 ir 30 min.): 1 — baltymo
standartas SIGMA colorburst ,,Electrophoresis marker*; 2 — pH 9 neapdorotos Kl; 3 — pH 7 neapdorotos KI;
4 — pH 4 neapdorotos KI; 5 — pH 9 apdorotos ultragarsu Kl (30 min.); 6 — pH 9 apdorotos ultragarsu Kl (10
min.); 7 — pH 7 suspensija apdorotos Kl ultragarsu (30 min.); 8 — pH 7 apdorotos Kl ultragarsu (10 min.); 9 —
pH 4 apdorotos Kl ultragarsu (30 min.); 10 — pH 4 apdorotos K1 ultragarsu (10 min.)

Pagal N. Tangsuphoom<g ir kt. [80] bei J. Huang‘g ir kt. [81], pagrindinis kokosy baltymas yra 11S
globulinas, Zinomas kaip kokosinas, 55 kDa heksameras, kurio kiekviename subvienete yra riigstiniy
(3234 kDa) ir baziniy (2224 kDa) polipeptidy, sujungty disulfidiniais rysiais. 11S globulino
molekuliné masé yra 326 kDa ir jis sudaro 86 % visy globuliny. Kitas kokosy rieSutuose aptinkamas
baltymas yra 7S globulinas, kurio molekuliné masé yra 156 kDa. Sis baltymas gelio elektroforezés
metu iSsiskiria atskiromis 16, 22 ir 24 kDa frakcijomis [80, 81]. Pagal literatiirg, eksperimento metu
gautame SDS — PAGE gelyje esantys baltymy fragmentai ties 35 kDa ir 24 kDa atitinka 11S
globuliny, o fragmentai ties 24, 22 ir 16 kDa priklauso 7S globuliny polipeptidams.

3.1.2.3. Kokosy i$spaudy ultragarsinio apdorojimo jtaka PRB fermentacijai

Tiriant kokosy iSspaudy ultragarsinio apdorojimo ijtaka PRB fermentacijos procesui, 7 %
koncentracijos i$spaudy suspensija buvo veikiama auk$to daznio ultragarsu (trukmé — 10 min.),
naudojant didZiausia intensyvuma — 2 W/cm? (pH 7). Sis méginys pasirinktas fermentavimui, nes
jame nustatytas didelis tirpiyjy baltymy kiekis, kuris priklausomai nuo apdorojimo trukmés nepakito
ir pH — palankus PRB dauginimuisi [82]. Kokosy i$spaudos buvo fermentuotos 36 valandas, kol
nusistovéjo pastovus pH (Zr. 3.7. pav., I).
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3.7. pav. pH (1) ir PRB dauginimosi (II) poky¢iai fermentacijos metu grafikai

Tyrimai rodo, kad kokosy iSspaudy suspensija apdorota ultragarsu buvo palanki terpé L. paracasei
dauginimuisi, tai rodo eksponentiskai didéjantis bakterijy dauginimasis iki 9,097 log KSV/ml (Zr. 3.7.
pav., I). D¢l susidariusiy organiniy riig8¢iy fermentacijos terpé pasieké stabilias pH vertes (4,66) po
25 val. fermentacijos.

Papildomai analizuotas fermentacijos metu pieno rtigsties ir jos izomery (L(+) ir D(-)) susidarymas
(Zr. 3.6. lentele)

3.6. lentelé. Fermentacijos metu susidariusios pieno riigsties kiekis

Fermenta\cllélltl) s trukmé, L(+) pieno rugstis, mg/l D(-) pieno ragstis, mg/l | Bendras kiekis, mg/ |
6 90,353 136,06 226,416
12 318,478 547,99 866,468
24 718,016 731,69 1449,703
30 726,347 823,32 1549,668
36 757,105 816,70 1573,805

Ilgéjant fermentacijos trukmei nuo 6 iki 12 val. buvo stebimas intensyviausias pieno rugsties
susidarymas (L(+) — 318,478 mg/l; D(-) 547,99 mg/l ), tatiau po 30 valandy D(-) izomero
susidarymas pradéjo mazéti (iki 816,70 mg/l), nors L(+) izomero toliau didéjo (iki 757,105 mg/l).
Literatiiroje pateikta, kad fermentais apdorotose Zzaliavose, susidarius junginiams prieinamiems
bakterijoms, pieno riigsties gamyba (ypa¢ L(+) pieno riigsties izomero) yra intensyvesné [83]. Pagal
A. Matthews ir kt. [84], fermentacijos metu didéjant terpés ragstingumui intensyviau vyksta PRB
fermenty sintezé ir tuo paciu angliavandeniy ir baltymy hidrolizés procesai, kuriy mety susidaro
daugiau fermentuojamy sacharidy ir terpé praturtinama baltymy skylimo produktais [84].

Sio eksperimento tyrimy rezultatai rodo, kad naudojama fermentacijai funkcionalizuota ultragarsu
terp¢ (kokosy iSspaudos), turtingesné tirpiaisiais baltymais, turéjo teigiamg jtaka pieno rigsties
bakterijy dauginimuisi ir organiniy rugs¢iy susidarymui. Sonifikuotose kokosy isspaudose po 12 val.
fermentacijos metu susikaupé 8,293 log KSV/ml probiotiniy bakterijy. Kokosy iSspaudy
fermentacijos metu pieno ragsties susidarymo greitis — 43,7 mg/l/val.

Taigi, funkcionalizuotos terpés yra priimtinesnés norint pasiekti reikalingg probiotikams PRB skaiciy
ir intensyvesnj pieno rigsties susidaryma.
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3.1.3. Sonifikacijos jtaka krakmolo funkcinéms savybéms
3.1.3.1. Krakmolo suspensijy tekstiiros pokyciai

Sio eksperimento metu analizuota ultragarsinio poveikio jtaka natyvinio krakmolo suspensijy
klampos poky¢iams. Tiriamieji méginiai apdoroti auksto daznio ultragarsu (850 kHz, intensyvumas
2,0 W/cm?), 50 °C temperatiiroje, naudojant skirtingg terpés pH (4; 7; 9) ir poveikio trukme (15; 30
ir 45 min.). Krakmolo suspensijos iSkart po apdorojimo buvo tiriamos akustiniu tekstiiros
analizatoriumi (Zr. 3.8. pav.). Krakmolo méginiai su didziausiais klampos poky¢iais buvo iSbandyti,
kaip alternatyva agarui, geliy teksttros stabilizavimui.
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3.8. pav. Krakmolo modifikacijos ultragarsu jtaka geliy klampai (I —pH 3; Il —pH 7 ir Il1 — pH 9)

Nustatyta, kad ultragarsinis krakmolo suspensijy apdorojimas auk$to daznio ultragarsu turéjo
reik§mingg jtaka jy klampai. Ilgéjant tiriamy méginiy apdorojimui trukmei nuo 15 iki 45 min, visais
atvejais buvo stebimas didesnis sonifikacijos efektas (klampa vidutiniskai sumazéjo 3,5 mm). Be to,
eksperimento metu iSrySkéjo reikSminga pH faktorius jtaka geliy klampai. KieCiausia geliy
konsistencija buvo gauta, kai terpés pH 3, o méginiai buvo apdorojami 30 ir 45 min. (Zr. 3.8. pav., I).
Maziausias ultragarsinio poveikio efektas nustatytas, ruosiant gelius prie pH 9, kai jie buvo veikiami
15 ir 45 min. (zr. 3.8. pav., I1I).

Atliktas eksperimentas rodo, kad sonifikuojant ir kei¢iant technologinius parametrus, galima daryti
jtaka natyvinio krakmolo savybéms. Kito eksperimento metu tirti jvairiai apdoroty krakmolo geliy
mikrobiologiniai pokyc¢iai laikymo metu.

3.1.3.2. Krakmolo geliy stabilumo poky¢iai laikymo metu

Tiriami méginiai, apdoroti jvairiais rezimais (zr. 3.1.3.1. skyriy), buvo laikomi 1 ménesj termostate
37 °C temperatiiroje ir periodiskai buvo vizualiai stebimi ar ant jy pavirSiy nesusidaro mikromicety
kolonijos (zr. 3.9. pav., a; b ir c atvejai).
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3.9. pav. Sonifikuoti skirtingg laiko trukmg (I — 15 min; Il — 30 min; 111 — 45 min.) krakmolo geliai (a — pH
3;b—pH7irc—pHY9)

Tyrimais pastebéta, kad mikrobiologiniam stabilumui jtakos turé¢jo naudota terpés pH. Sonifikuoti
krakmolo geliai (pH 3) pasidengé mikromicety kolonijomis grei€iausiai — po 1 savaités laikymo.
Geliai, ruosti pH 9 terpéje, iSliko mikrobiologisSkai stabilis viso tyrimo metu (vieng ménesj),
nepasireiskiant gedimo pozymiams. Mikrobiologiniai geliy poky¢iai esant terpés pH 7 (Zr. 3.9. pav.,
b) buvo nevienareikSmiski: sonifikuojant tiriamos méginius trumpesnj laika (15 min.), buvo gautos
stabilesnés mikrobiologiniam gedimui geliy struktairos ir jos nepasidengé mikromicety kolonijomis
viso testuojamo periodo metu; skirtingai, apdorojant méginius ilgesnj laikg (45 min.), geliai pradéjo
pelyti po 1 savaités laikymo. Tai reiSkia, kad mikrobiologiniam geliy stabilumo uztikrinimui svarbus
geliy ruosimui naudojamas pH. Pagal F., R. Passaman‘g ir kt. [85], palankiausia terpé mikromicety
kolonijy formavimuisi yra pH 3—6 ir tai patvirtino Sio eksperimento metu gauti tyrimy rezultatai. Be
to, tyrimo metu buvo stebima geliy sonifikacijos trukmés jtaka mikrobiologiniam gedimui. Manoma,
kad prailginus sonifikacijos trukme, prasideda krakmolo hidrolizés procesas ir jos metu susidarg
produktai gali buti palanki terpé mikromicety vystymuisi [85, 86].

3.2. Eteriniy aliejy biologinis aktyvumas ir jam jtakos turintys veiksniali
3.2.1. Skirtingos kilmés eteriniy aliejy antimikrobinio aktyvumo ir sudéties savitumai

Arbatmedziy eteriniai aliejai, tiriami agaro difuziniu metodu, daugiausiai slopino S. typhimurium
augimg (0,47 cm). Labai panasus slopinimas buvo stebimas ir prie§ B. cereus (0,45 cm) (Zr. 3.10.
pav.). Maziausias slopinimas buvo nustatytas pries S. aureus (0,19 mm). Sie rezultatai sutapo su
paskelbtais literatiiroje, kur $is eterinis aliejus labiau slopino gramneigiamas bakterijas (E. coli, S.
typhimurium, P. aeruginosa) nei gramteigiamas (S. aureus, B. cereus) [87].
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3.10. pav. Arbatmedziy eterinio aliejaus (1 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis slopinimas agaro
difuziniu metodu

Panasus arbatmedziy eterinio aliejaus antimikrobinis efektas buvo stebimas vertinant jj Sulinéliy
metodu. Stipriausiai arbatmedZiy eterinio aliejaus tirpalas slopino B. cereus (0,39 cm), o maziausiai
— S. aureus (0,10 cm) (2r. 3.11. pav.). Taip pat, Siuo metodu buvo stebimas mazesnis eteriniy aliejy
antimikrobinis efektas pries S. typhimurium nei agaro difuziniu metodu. Pagal C. F. Carson‘g ir kt.
[88], nustatyta, kad 4-terpinenolis yra pagrindinis junginys, sudarantis 30 % arbatmedziy eterinio
aliejaus ir suteikia jam antibakterines savybes [88]. Sis terpenoidas sinergetiskai veikia su
monoterpenoidu linalolu. Manoma, kad nuo $iy junginiy koncentracijos priklauso arbatmedziy
eterinio aliejaus antibakterinés savybés [89].
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3.11. pav. Arbatmedziy eterinio aliejaus (1 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis slopinimas Sulinéliy
metodu

Imobilizuotas OSA-krakmole ir aptrauktas enterosoliubilia medziaga arbatmedziy eterinis aliejus
pasizyméjo geresniu antimikrobiniu aktyvumu prie§ S. typhimurium ir P. aeruginosa Sulinéliy
metodu, nei skystas eterinis aliejus (1 %) tirtas tuo pa¢iu metodu. Siuo atveju, didziausias slopinimas
buvo stebimas pries S. typhimurium ir B. cereus (atitinkamai 0,26 ir 0,25 cm), maziausias slopinimas
nustatytas prie§ S. aureus bakterijg (0,06 cm) (Zr. 3.12. pav.).
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3.12. pav. Imobilizuoto (12 %) arbatmedziy eterinio aliejaus (0,03 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis
slopinimas Sulinéliy metodu.

Pipirméciy eterinio aliejaus antibakterinis aktyvumas. Pipirméciy eterinis aliejus, tirtas agaro
difuziniu metodu, pasizyméjo tokiu pat antimikrobiniu aktyvumu pries S. aureus, kaip ir arbatmedziy
eterinis aliejus. Sis eterinis alicjus buvo aktyvesnis slopinant gramneigiamas bakterijas nei
gramteigiamas. DidZiausias §io eterinio aliejaus antimikrobinis aktyvumas buvo nustatytas pries E.
coli (0,26 cm) ir S. typhimurium (0,25 cm), o maziausias prie§ P. aeruginosa ir B. cereus (0,18 cm)
(zr. 3.13. pav.). Pagal Z. H. Sun ir kt. [90], mentolis sudaro iki 75 % pipirméciy eterinio aliejaus,
mentonas — nuo 10 iki 30 %, todél Sie junginiai gali turéti didZiausig jtaka pipirméciy eteriniy aliejy
antibakteriniam aktyvumui [90].
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3.13. pav. Pipirméciy eterinio aliejaus (1 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis slopinimas agaro
difuziniu metodu

Antimikrobinio aktyvumo rezultatai skyrési priklausomai nuo jo vertinimui naudoto metodo
(Sulinéliy metodo ar agaro difuzinio). Tiriant antimikrobinj aktyvuma Sulinéliy metodu, beveik visais
atvejais buvo stebimas didesnis antibakterinis efektas nei analizuojant Sulinéliy metodu, iSskyrus
prie§ E. coli ir S. aureus. Pipirméciy eterinis aliejus labiausiai slopino S. typhimurium (0,51 cm)
augima, o maziausiai — S. aureus (0,12 cm) (Zr. 3.14. pav.).
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3.14. pav. Pipirméciy eterinio aliejaus (1 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis slopinimas Sulinéliy
metodu.

Imobilizuotas pipirméciy eterinis aliejus, kaip ir skystasis eterinis aliejus, vertinant Sulin¢liy metodu,
blogiausiai slopino S. aureus augimg (0,09 cm). Efektyviausias §io eterinio aliejaus poveikis
pasireiské pries E. coli ir P. aeruginosa (po 0,18 cm) (zr. 3.15. pav.).
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3.15. pav. Imobilizuoto (12 %) pipirméciy eterinio aliejaus (0,03 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis
slopinimas Sulinéliy metodu.

Greipfruty eterinio aliejaus antibakterinis aktyvumas. Greipfruty eterinis aliejus, vertinant agaro
difuziniu metodu, pras¢iausiai slopino E. coli ir S. aureus augima (atitinkamai 0,08 ir 0,04 cm).
Stipriausiai buvo slopinami P. aeruginosa ir S. typhimurium patogenai (zr. 3.16. pav.). Pagal W.
Okunow‘g ir kt. [91], citrusiniy vaisiy eteriniy aliejy sudétyje monoterpenas limonenas sudaro nuo
80 iki 90 %. Manoma, kad $is junginys yra vienas i§ pagrindiniy, galinciy turéti jtakos greipfruty
eterinio aliejaus antibakterinéms savybéms [91].
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3.16. pav. Greipfruty eterinio aliejaus (1 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis slopinimas agaro difuziniu
metodu

Greipfruty eterinis aliejus (1 %) neslopino E. coli ir beveik neslopino S. aureus (0,02 cm), tai buvo
fiksuota tiek agaro difuziniu metodu, tiek ir Sulinéliy metodu. Pakankamai stiprus antimikrobinis $io
eterinio aliejaus efektas pasireiské pries S. typhimurium ir P. aeruginosa (po 0,43 cm) (Zr. 3.17. pav.).
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3.17. pav. Greipfruty eterinio aliejaus (1 % konc. DMSO tirpiklyje) antibakterinis slopinimas Sulinéliy
metodu

Kadangi greipfruty eterinis aliejus, naudojamas mazesnémis nei 1 % koncentracijomis nepasizyméjo
antibakteriniu aktyvumu, todé¢l jis nebuvo atrinktas imobilizavimui j krakmolg ir tolesniam geliy
ruosimui.

3.2.2. Antioksidacinis eteriniy aliejy aktyvumas ir jo rySys su cheminés sudéties komponentais

Didziausias fenoliniy junginiy kiekis buvo aptiktas arbatmedziy eteriniame aliejuje — 14,839 mg/g
galo rugsties ekvivalento. MaZiausias fenoliniy junginiy kiekis nustatytas pipirméciy eteriniame
aliejuje — 8,549 mg/g galo riigsties ekvivalento (zr. 3.7. lentelg).

3.7. lentelé. Bendras fenoliniy junginiy Kiekis eteriniuose aliejuose

Eteriniai aliejai Fenoliniy junginiy Kiekis (galo rugsties ekvivalentas),
mg/g
Arbatmedziy 14,839 + 0,033
Greipfruty 12,288 + 0,022
Pipirméciy 8,549 + 0,038
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Pagal C. Vasile‘j ir kt. [92], pastebima, kad eteriniuose aliejuose fenoliniy junginiy kiekiai yra
nedideli. Siy eteriniy aliejy sudétyse dominuoja terpenoidai ir terpenai [92]. Literatiiroje pateikiama,
kad terpenai ir jy dariniai terpenoidai yra pagrindiniai arbatmedziy, pipirméciy ir greipfruty eteriniy
aliejy komponentai, suteikiantys antimikrobines ir antioksidacines savybes [93, 94, 95].

Didziausiu ABTS radikalo slopinimu, kai eteriniy aliejy koncentracija buvo 0,01 ml/ml (zr. 3.18.
pav.), pasizyméjo pipirméciy eterinis aliejus — 25,66 %. Greipfruty eterinis aliejus pasizyméjo
daugiau nei du kartus mazesniu radikalo slopinimu nei pipirméciy eterinis aliejus (10,19 %).

Arbatmedzio 1 18,12

Pipirméciy 125,66

Eterinis aliejus, 0.01 ml/ml

Greipfruty 110,19

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
ABTS radikalo slopinimas, %

3.18. pav. Eteriniy aliejy ABTS radikalo slopinimas, procentais

DPPH radikalg stipriausiai slopino arbatmedziy eterinis aliejus (37,37 %) (zr. 3.19. pav.). Tuo tarpu,
tiek pipirméciy, tiek greipfruty eteriniai aliejai DPPH radikala slopino silpnai (atitinkamai 10,53 ir
9,85 %.).

Pagal gautus tyrimy rezultatus DPPH radikalg arbatmedziy eterinis aliejus slopino labiau nei ABTS
radikalg, tokios tendencijos sutampa su literatira [96]. Lyginant tarpusavyje eteriniy aliejy
antioksidacinio aktyvumo vertinimo metodus (ABTS radikalo slopinimo ir DPPH radikalo
slopinimo), privalumas suteikiamas DPPH radikalo slopinimo metodui, kuris buvo stabilesnis ir
patikimesnis [97].

_ Arbatmedzio =+ 3737
=
S
(=]
a Pipirme¢iy ——13,53
2
I
.4
p=}
' Greipfruty F+ 985
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

DPPH radikalo slopinimas, %

3.19. pav. Eteriniy aliejy DPPH radikalo slopinimas, procentais

Visy tirty eteriniy aliejy sudétyje dominuoja monoterpenoidai ir monoterpenai. 4-terpinenolis yra
arbatmedziy pagrindinis monoterpenoidas, o mentonas — pipirméciy eterinio aliejaus. Greipfruty
eterinio aliejaus sudéties pagrindg sudaro monoterpenas limonenas. Literatiiroje iSskiriama, kad
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monoterpeny ir monoterpenoidy, kuriy struktiroje yra metileno fragmentas ir struktiira primena
fenolius, antioksidacinis aktyvumas yra didZiausias i$ terpeny ir jy dariniy [98].

3.3. Hidratuoty geliy su funkcionalizuoty komponenty priedais strukttirizavimas, antimikrobiniy
komponenty imobilizavimo efektyvumo didinimui

3.3.1. Geliy sudéties optimizavimas parenkant stabilizatoriy

Siame eksperimento etape buvo vystomos hidratuoty geliy receptiiros (. 2.1., 2.2. ir 2.3. lenteles),
1Sbandant jy ruo$imui funkcionalizuotus komponentus: a) avie¢iy iSspaudy produktus, b) baltymines
medziagas ir c¢) stabilizatorius. Tiriamy geliy ruo$imui iSbandyti jvairtis nefunkcionalizuoti
stabilizatoriai (agaras, pektinas ir zelatina), dazniausiai naudojami S§ios riiSies produkty
struktirizavimui ir biologiskai aktyviy medZziagy imobilizavimui. Kaloringumo mazinimui tirtos
saldikliy (sorbitolio ir gliukozés sirupo kombinacijos su sacharoze, maltitoliu ir eritritoliu)
panaudojimo galimybés geliy ruosimui, parenkant jy rasj ir kiekj. Kontrolei buvo naudojamos
tradiciniy zaliavy kombinacija — sacharoz¢ ir gliukozés sirupas. Geliy kokybé buvo jvertinta po
visiS§ko sustingimo ir po 24 val. laikymo akustiniu teksttiros analizatoriumi.

Hidratuoty geliy su avieciy iSspaudy priedais formuluotése buvo keiciamas avieciy iSspaudy priedy
kiekis (10 % ir 20 %) kombinacijose su jvairiais stabilizatoriais ir saldikliais.

Tiriant geliy, ruosty su 10 % avieCiy iSspaudy priedu, tekstira, nustatyta (Zr. 3.20. pav.), kad
kieCiausios konsistencijos buvo tiriamieji meéginiai, kuriy formuluotése sorbitolis buvo
kombinuojamas su maltitoliu. Siuose geliuose buvo stebimas greitesnis struktiirizavimosi procesas ir
geliai po ausinimo (24 val.) iSsiskyré kieciausia teksttira. Minks¢iausios konsistencijos geliai buvo
gauti, naudojant eritritolj, taciau jis kristalizavosi, todél Sio gelio rezultatas néra tikslus.

0.4 o
Agaras su sorbitoliu
0,35 ir maltitoliu
0.3 —— Agaras susorbitoliu
g ir maltitoliu po 24 val
g
'?L 0.25 Agaras su sorbitoliu
.lo" 0.2 ir eritritoliu
g —— Acar bitoli
B 0,15 Aga?asi“ su sorbitoliu
g ir eritritoliu po 24 val
A
0.1 —— Agaras su sorbitolin
0.0 ir sacharoze
—— Agaras su sorbitolin
0 ir sacharoze po 24 val
0 50 100 150 200 250 300 350

Trukmé, s

3.20. pav. Sorbitolio geliy su jvairiais saldikliais klampos tyrimo akustiniu tekstiiros prietaisu rezultatai

Kristalizacijos procesui sumazinti, saldikliai (sacharozé, maltitolis ir eritritolis) geliy formuluotése
naudoti kombinacijoje su gliukozés sirupu, zinomu konditerijos pramongje antikristalizatoriumi.
Naudojant gliukozés sirupg su skirtingy cukry kombinacijomis ir 10 % avieciy iSspaudy priedu,
nustatyta (Zr. 3.21. pav.), kad kieCiausia tekstiira i$siskyré geliai, ruosti su eritritoliu ir sacharoze.
Ruosiant gelius su eritritoliu ir gliukozés sirupo priedu, nepavyko visiskai i1Svengti kristalizacijos
reiSkinio, geliy struktiira isliko netolygi. Be to, po 24 valandy laikymo buvo stebimas visy geliy,
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ruosty su gliukozés sirupo priedu, konsistencijos minkstéjimas. Sio reiskinio buvo i$vengta,
naudojant geliy formuluotése sacharoze.

0.2 Agaras su gliukozés
0.18 sirupu ir maltitolin
0.16 —— Agaras su gliukozés
’ sirupu ir maltitoliu po 24
g 014 val . .
E —— Agaras su gliukozés
'E; 0,12 sirupu ir eritritoliu
S
P 0.1 —— Agaras su gliukozés
B 0.08 il;‘{.lpu ir eritritoliu po 24
& 0,06 Agaras su gliukozés
sirupu ir sacharoze
0,04
——— Agaras su gliukozés
0,02 sirupu ir sacharoze po 24
0 val
0 50 100 150 200 250 300 350
Trukmeé, s

3.21. pav. Gliukozeés sirupo geliy su jvairiais saldikliais klampos tyrimo akustiniu tekstiiros prietaisu
rezultatai

Geliai su sorbitolio (Zr. 3.22. pav., a) ir sacharozés (I), maltitolio (II) ar eritritolio (1)
kombinacijomis pagal struktiirg vizualiai nesiskyré. Be to, néra skirtumy tarp tiriamy geliy, ruosty su
gliukozés sirupu kombinacijose su anks$¢iau paminétais saldikliais, i§vaizdos (Zr. 3.22. pav., b).
Pazymeétina, kad gliukozés sirupas geliams suteikia rySkesng ir priimtinesn¢ vartotojui spalva.

3.22. pav. Sorbitolio (a) ir gliukozés sirupo (b) kombinacijose su sacharoze (1), maltitoliu (I1) ir eritritoliu
(I11) jtaka geliy, ruosty su 10 % avieciy iSspaudy priedu, strukttrai

Papildomai, geliy su 10 % avieciy iSspaudy priedu struktiirizavimui be agaro buvo iSbandytas ir
pektinas bei Zelatina (Zr. 2.1. lentele). Pektino geliai gauti skystos konsistencijos ir tamsios i$vaizdos
(zr. 3.23. pav., a). Tiriamieji méginiai, ruosti su eritritoliu, i§siskyré savo spalva ir kieta konsistencija,
taCiau dél kristalizacijos proceso struktiira buvo nevienalyté.

56



3.23. pav. Pektino (a) ir Zelatinos (b) geliy, ruosty 10 % avie€iy iSspaudy priedu ir saldikliais ( | — sacharozé;
Il — maltitolis; 11l — eritritolis), struktiiros

Geliai (su 10 % avieciy iSspaudy priedu) ir zelatina, ruosti su gliukozés sirupu ir sacharoze bei
gliukozés sirupu kombinacijoje su maltitoliu, struktiira tarpusavyje beveik nesiskyré (zr. 3.23. pav.,
b), tatiau buvo tamsiis ir nepriimtini vartotojui. Geliai su eritritoliu ir gliukozés sirupu kristalizavosi
ir labai greitai kietéjo, taciau buvo nevienalytés struktiiros.

Tekstliros tyrimy rezultatai patvirtino, kad kieiausi geliai buvo gaunami, jy ruo$imui naudojant
eritritol] (Zr. 3.24. pav.). Minksc¢iausios konsistencijos buvo geliai, ruosti su maltitoliu ir Sie méginiai
laikymo metu (24 val.) nesuformavo tvirtos struktiiros.

5
Zelatinos gelis su gliukozés
4.5 . - o
sirupu ir maltitolin
4
3 Zelatinos gelis su gliukozés
: sirupu ir maltitoliu po 24
val

Zelatinos gelis su gliukozés
sirupu ir eritritoliu

Zelatinos gelis su gliukozés
sirupu ir eritritoliu po 24

val
—— Zelatinos gelis su gliukozés
sirupu ir sacharoze

0 100 200 300
Trukmé, s

-

Smigimo lygis, mm
[
— th 2 L b Lh

=
[

o

3.24. pav. Geliy, ruosty 10 % avieciy iSspaudy priedu ir strukttrizuoty su Zelatina, tekstiiros tyrimo rezultatai

Geliy su avieciy i$spaudy priedu ruoSimui nepasiteisino nei pektinas, nei Zelatina. Geriausi pagal
kokybe (tekstiirg ir méginiy iSvaizdg) buvo gauti méginiai, kuriy ruoS§imui buvo naudojamas agaras,
gliukozés sirupas ar sorbitolis kombinacijose su saldikliais. Jie tolesnio eksperimento metu bus
naudojami formuluociy su padidinty avieciy i$spaudy kiekiu (20 %) vystymui.

Geliy, ruosty su 20 % avieciy iSspaudy priedu ir skirtingais saldikliais buvo stebimi tekstiiros
poky¢iai (zr. 3.25., 3.26., 3.27. pav.). Naudojant sorbitolj kombinacijoje su sacharoze (zr. 3.25. pav.),
po 24 valandy laikymo buvo fiksuota kieciausia geliy teksttra. Minkstesné struktiira buvo sorbitolio
gelio, ruosto kombinacijoje su maltitoliu. Pazymétina, kad geliai ruoSiami su padidintu avieciy
iSspaudy kiekiu (20 %) ir eritritoliu nesikristalizavo, ta¢iau buvo minkstos konsistencijos.
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3.25. pav. Sorbitolio geliy su jvairiais saldikliais klampos tyrimo akustiniu tekstiiros prietaisu rezultatai

Tiriant gelius (20 % avie€iy iSspaudy priedu) su sorbitoliu (nenaudojant papildomo cukraus) (zZr. 3.26.
pav.), stebima, kad eritritolis (formuluotése) minkstina geliy konsistencija, o maltitolis ir sacharoze
— kietina.

0,18
0,16
el T

0,14 Lou - .
Y o — Ag‘allas su
g o2 sorbitoliu be
= | cukraus
s 0,1
= r | Agaras su
2 0.08 sorbitoliu be
o f cukraus po 24 val
5 0.06
[#2]

0,04

0,02

0
0 100 200 300
Trukme, s

3.26. pav. Sorbitolio geliy be cukry klampos tyrimo akustiniu tekstiiros prietaisu rezultatai

Naudojant saldiklius kombinacijose su gliukozes sirupu, geliy, su 20 % avieciy iSspaudy priedu,
ruoSimui (Zr. 3.27. pav.), kie€iausia tekstiira po pagaminimo iSsiskyre geliai, ruosti su maltitoliu, tuo
tarpu po 24 val. laikymo jie tapo minksStesni. Gliukozés sirupo priedai, ruoSiant gelius tiek su
padidintu avie¢iy i$spaudy (20 %), tiek ir su maZesniu kiekiu (10 %), skystino konsistencija. Sis
efektas geliy, ruoSiamy su didesniu avieiy iSspaudy kiekiu (20 %), buvo didesnis nei su mazesniu
Sio priedo kiekiu (10 %).
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3.27. pav. Gliukozeés sirupo geliy su skirtingais cukrais klampos tyrimo akustiniu tekstiiros prietaisu
rezultatai

Nustatyta, kad avie€iy iSspaudy kiekis tur¢jo reikSmingos jtakos geliy (su agaru) tekstiirai: geliy,
ruosty su 10 % iSspaudy priedu, kietumas fiksuotas vidutinisSkai 10 % didesnis nei geliy, ruosty su 20
% $io priedo kiekiu. Geliy su agaru tekstiirg galima modifikuoti, parenkant saldikliy rusj. Tokios
technologinés galimybés buvo stebimos, ruosiant gelius tiek su mazesniu (10 %), tiek su didesniu
avieciy i§spaudy kiekiu (20 %). Agaro geliy ruoSimui su eteriniais aliejais ir PRB fermentuotomis
kokosy i§spaudomis buvo pasirinkta sorbitolio su maltitoliu kombinacija ir 20 % aviec€iy iSspaudy

priedu.

3.3.2. Funkcionalizuoty kokosy baltyminiy medziagy jtaka geliy teksturai ir strukttrai

Geliai su imobilizuotais krakmole eteriniais aliejais ir PRB fermentuotomis kokosy iSspaudomis buvo
tvirtesni nei kontroliniai méginiai, ruosti be Siy priedy (zr. 3.8. lentele). Po 24 valandy buvo stebimas
kontroliniy geliy tvirtumo didéjimas. Siy geliy konsistencija taip pat padidéjo po 24 val. laikymo.

Geliy kohezija (riSlumas) ir klampa laikymo metu reikSmingai nekito visuose geliuose.

3.8. lentelé. Agaro geliy tekstiiros analizatoriaus rezultatai

. Tvirtumas, | Konsistencija, | Kohezija, Klampa,
Meéginiai
N g:s N g-s
Kontrolé (be kokosy ir eteriniy aliejy) 14,25 67,08 -0,28 -0,77
Kontrolé po 24 val. 16,33 68,1 -0,28 -0,76
Su arbatmedziy eterlmu' Vahejuml 1r. fermentuotomis 43,66 76.4 0.23 146
kokosy i§spaudomis
Su arbatmedziy etirlmu ahe]l.lml ir fermentuotomis 33.83 80.6 0.28 157
kokosy i$spaudomis po 24 val.
Pipirméciy eteriniu alllvejuml ir férmentuotomls kokosy 42,67 75,65 0.25 17
i$spaudomis
Pipirméciy eterl.rjlu ahejuny ir fermentuotomis kokosy 3218 79,12 0.26 168
i§spaudomis po 24 val.

Nustatyta, kad eterinio aliejaus riisis neturéjo reikSmingos jtakos geliy teksttrai. Geliy su skirtingais
eteriniais aliejais (arbatmedziy ir pipirmééiy) iSvaizda taip pat nesiskyré (Zr. 3.28. pav.). Lyginant
tiriamus gelius, ruostus su skirtingais eteriniais aliejais ir PRB fermentuotomis kokosy iSspaudomis,
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su kontroliniu méginiu (be kokosy i$spaudy), pastebéta, kad fermentuoty kokosy iSspaudy priedai
kietina geliy tekstiirg, taciau po 24 valandy méginiy laikymo buvo stebimas jy tvirtumo mazéjimas.

3.28. pav. Agaro geliai su imobilizuotais krakmole eteriniais aliejais | — arbatmedziy eteriniu aliejumi; Il —
pipirméciy eteriniu aliejumi ir PRB fermentuotomis kokosy iSspaudomis

Agaro geliai su imobilizuotais krakmole eteriniais aliejais (arbatmedziy ir pipirméciy) ir PRB
fermentuotomis kokosy iSspaudomis pasizyméjo tolygia struktira (Zr. 3.29. pav.).

3.29. pav. Agaro geliy su imobilizuotais eteriniais aliejais ir PRB fermentuotomis kokosy i§spaudomis
struktiira: I — gelis su arbatmedziy eteriniu aliejumi, didinimas 4 kartai; II — gelis su arbatmedziy eteriniu
aliejumi didinimas 10 karty; III — gelis su pipirméciy eteriniu aliejumi, didinimas 4 kartai; I1T — gelis su
pipirméciy eteriniu aliejumi, didinimas 10 karty

Optimizuojant geliy receptiiras didziausias démesys buvo teiktas jy iSvaizdai ir savybéms, kurios biity
priimtinos vartotojui. Geliy spalva reikSmingai pagerino padidintas avie€iy iSspaudy priedo kiekis
nuo 10 % iki 20 %. Saldikliai naudoti geliy gamyboje keité geliy struktiiros savitumus. Su sorbitoliu
naudoti saldikliai pasizyméjo skirtingomis savybémis. Geriausias savybes suteiké sorbitolis
kombinacijoje su maltitoliu, geliai su $iais saldikliais buvo kieciausi. Kokosy i§spaudos ir parinktos
teisingos cukry kombinacijos suteikia geliui tvirtg strukttrg ir uztikrina, kad galutiniame produkte
nebus deformacijy.

3.3.3. Funkcionalizuoto krakmolo panaudojimo galimybés geliy struktiirizavimui

Krakmolo geliy, kurie buvo gaminami naudojant vienfazj gaminimo biida, tvirtumas bei konsistencija
didéjo po 24 val. (zr. 3.9. lentele). Krakmolo geliai, kur krakmolas buvo veiktas auksto daznio
ultragarsu (850 kHz, intensyvumas 2 W/cm?, 15 min., pH 7) atskirai nuo aviegiy ir sorbitolio (dvifazis
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ruoSimo biidas), po paros prarado savo tvirtuma, nors konsistencijos vertés didéjo. Visy krakmolo
geliy kohezija (riSlumas) ir klampa, kaip ir agaro geliy atveju, buvo panasi.

Geriausi krakmolo geliai buvo geliai su krakmole imobilizuotu eteriniu aliejumi (arbatmedziy ar
pipirméciy) ir su PRB fermentuotais kokosais, kurie buvo gaminami naudojant vienfazj gaminimo
budg. Kontrolei méginiai, kurie buvo gaminti dvifaziu badu be eteriniy aliejy ir fermentuoty kokosy
i$spaudy, buvo stipresni nei naudojant eterinius aliejus ir fermentuotg produkta.

Lyginant geriausius rezultatus turincius agaro ir krakmolo gelius, nustatyta, kad agaro geliai buvo
tvirtesni, nors geresne konsistencija pasizymeéjo krakmolo geliai. Abiejy tipy gelivose struktiira
kietéjo po 24 valandy. Nors visy geliy kohezija buvo panasi, bet didesne klampa pasizyméjo agaro
geliai.

3.9. lentelé. Geliy su sonifikuoto krakmolo priedais tekstiiros tyrimo rezultatai

. Tvirtumas, | Konsistencija, | Kohezija, | Klampa,
Meéginiai
N g-s N g:s
Kontrol¢ (be kokosy ir eteriniy aliejy), veikta atskirai 33,72 65,02 -0,62 -0,82
Kontrolé, veikta atskirai, po 24 val. 25,47 86,74 -0,25 -0,66
Kontrol¢, veikta kartu 4,66 6,09 -0,26 -0,64
Kontrol¢, veikta kartu, po 24 val. 6,43 20,45 -0,28 -0,71
Su arbatmedziy Sterlmu ah'ejum‘l ir ferm'ent.uotomls 8.75 2831 0,54 06
kokosy i§spaudomis, veikta atskirai
Su arbatme.:fizwt eterlr.nu ah.e]uml 1r.fel.rmentuot0m1s 5.94 30,08 0.28 074
kokosy i§spaudomis, veikta atskirai po 24 val.
Su arbatmedziy e'tverlmu aheljuml .1r fermentuotomis 19.96 59,81 0,23 0,55
kokosy i§spaudomis, veikta kartu
Su arbatmefivzu; eterln%u alle_Juml ir fermentuotomis 25.45 101,98 0.26 0,67
kokosy i$spaudomis, veikta kartu, po 24 val.
Su pipirméciy f.::cerlmu ahf.:Juml. ir ferme.nu.lotomls 16,25 10,94 023 0,04
kokosy i§spaudomis, veikta atskirai
Su plplrm?cm eterm.lu ah'ejuml ir .fer'mentuotomls 472 21.84 0.34 0,66
kokosy i$spaudomis, veikta atskirai, po 24 val.
Su pipirméciy etfrmlu ahejluml 1.r fermentuotomis 17,06 573 0,27 07
kokosy i§spaudomis, veikta kartu
Su pipirméciy eteriniu aliejumi ir fermentuotomis
. . . 19,63 99,43 -0,23 -0,83
kokosy iSspaudomis, veikta kartu, po 24 val.

Krakmolo geliuose su imobilizuotais krakmole eteriniais aliejais (arbatmedziy ir pipirméciy) ir
fermentuotomis kokosy iSspaudomis nebuvo tolygios struktiiros. Stebint pro mikroskopa krakmolo
gelius su arbatmedziy ar pipirméciy eteriniy aliejumi, kurie buvo pagaminti skirtingais budais
(vienfaziu ir dvifaziu btidu) buvo pastebéta krakmolo griideliy (Zr. 3.30. pav., a ir b). Vadinasi, kad
1vyko ne visy krakmolo grudeliy zelatinacija.
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Veikiant krakmolg kartu su avieéiy iSspaudomis ir sorbitoliu auksto daznio ultragarsu, skiriasi gelio
spalva — ji yra Siek tiek intensyvesné (Zr. 3.30. pav., Il ir IV) nei sonifikuoty krakmolo geliy (be
priedy) (zr. 3.30. pav., | ir Il). Krakmolo geliuose su pipirméciy ar arbatmedziy eteriniais aliejais
buvo fiksuotos tos pacios tendencijos

a)

3.30. pav. Krakmolo geliy su imobilizuotu arbatmedziy eteriniais aliejumi (&) ar pipirméciy eteriniu aliejumi
(b) bei PRB fermentuotomis kokosy i§spaudomis (abiem atvejais) struktiros: | — gelis gamintas veikiant
krakmolg ultragarsu atskirai nuo avieciy ir sorbitolio, didinimas 4 kartai; IT — gelis gamintas veikiant
krakmolg ultragarsu atskirai nuo avieéiy ir sorbitolio, didinimas 10 karty; III — gelis gamintas veikiant
krakmolg ultragarsu kartu su avieéiy i8spaudomis ir sorbitoliu, didinimas 4 kartai; IV — gelis gamintas
veikiant krakmolg ultragarsu kartu su avie¢iy iSspaudomis ir sorbitoliu, didinimas 10 karty

Lyginant agaro ir krakmolo gelius, agaro geliai buvo daug tolygesnés struktiiros ir rySkesnés
patrauklesnés spalvos.

Agaras yra placiai naudojamas maisto pramong¢je, taciau yra importiné brangi zaliava, kuriai buty
tikslinga ieskoti alternatyvy i§ vietiniy augaliniy resursy. Pastaruoju metu vis didesnis démesys
skiriamas prebiotinémis savybémis pasizyminé¢iam virskinimui atspariam krakmolui. Sio tyrimo metu
iSbandytas ultragarsas krakmolo modifikavimui ir jrodyta galimybé keisti krakmolo funkcines
savybes. Geliai su modifikuotu krakmolu gali biiti gaminami panaSiai kaip ir su agaru, kaitinamas
krakmolas kleisterizuojasi, o po to kietéja virsdama j gelj. Tadiau geliai, ruosti su fermentuoty kokosy
iSspaudy priedais ir modifikuotu krakmolu buvo minkstesnés konsistencijos nei ruosiant juos su
agaru. Manoma, kad parinkus tinkamg krakmolo sonifikacijos buida (vienfazj — kartu su kitais
receptiriniais komponentais) geliy gamybai, galima biity sumazinti neigiamg PRB fermentuoty
kokosy i8spaudy poveik] ir sustiprinti teksttrg.

3.4. Geliy su imobilizuotais funkcionalizuotais komponentais antibakterinis aktyvumas
3.4.1. Antimikrobinés funkcionalizuoty geliy savybés

Siekiant patikrinti antimikrobinémis savybémis pasizymin¢iy eteriniy aliejy imobilizavimo
struktiirizuotose geliuose efektyvuma, buvo atlikti hidratuoty geliy su veikliosiomis medziagomis
antimikrobinio aktyvumo tyrimai Sulinéliy metodu.

Agaro geliai su imobilizuotais arbatmedziy eteriniais aliejais ir PRB fermentuotais kokosy isspaudy
priedais pasizyméjo stipriu antimikrobiniu poveikiu (Zr. 3.31. pav., I). Tiriami méginiai geriausiai
veiké prie$ S. typhimurium (1,42 cm) ir S. aureus (1,43 cm). Maziausiai Sie geliai slopino E. coli —
0,35 cm.
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3.31. pav. Agaro gelio (100 mg/ml), su imobilizuotu arbatmedziy () ar pipirméciy (I1) eteriniu aliejumi ir
fermentuotomis kokosy isspaudomis (1 ir 1), antibakterinis aktyvumas

Geliai su pipirmeciy eteriniu aliejumi, kaip ir geliai su arbatmedZiy eteriniu aliejumi, pakankamai
stipriai slopino patogenus: S. typhimurium (1,15 cm) ir S. aureus (1,28 cm) (zr. 3.31. pav., II).
Silpniausiai slopino — E. coli (0,25 cm). Lyginant agaro gelius ruostus su skirtingais eteriniais aliejais,
méginiai, kuriy ruoSimui buvo naudoti arbatmedziy eteriniai aliejai, pasizyméjo didesniu
antimikrobiniu aktyvumu nei geliai su pipirméciy eteriniu aliejumi.

Krakmolo geliai su arbatmedziy eteriniais aliejais ir PRB fermentuotomis kokosy iSspaudomis
geriausiai slopino S. aureus ir B. cereus (zr. 3.32. pav., | ir l11). Maziausias §iy méginiy antimikrobinis
aktyvumas, kaip ir agaro geliy atveju, buvo pastebétas prie$ E. coli.
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3.32. pav. Krakmolo geliy, (100 mg/ml) su imobilizuotais arbatmedziy (I; IIT) ar pipirméciy (IT; TV)
eteriniais aliejais bei PRB fermentuoty kokosy i$spaudy priedais, antibakterinis aktyvumas, kai méginiai su
atitinkamais eteriniais aliejais buvo gaminami sonifikuojant krakmolg kartu su kitomis zaliavomis (I; I1) ir
atskirai be jy (l11; 1V)
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Krakmolo geliai su pipirméciy eteriniu aliejumi ir PRB fermentuoty kokosy i§spaudy priedais, kaip
ir méginiai su arbatmedziy eteriniu aliejumi, geriausiai slopino S. aureus ir S. typhimurium.
Maziausias slopinimas buvo prie$ E. coli (zr. 3.32. pav., Il ir 1V). Lyginant tarpusavyje méginiy,
ruosty su skirtingais eteriniais aliejais, antimikrobinj aktyvumga, krakmolo geliai su arbatmedziy
eteriniu aliejumi pasizyméjo didesniu antibakteriniu aktyvumu nei su pipirméciy (Zr. 3.32. pav.).

Nustatyta, kad krakmolo geliy gamybos biidas t. y. ar krakmolas bus apdorojamas ultragarsu kartu su
kitomis Zaliavos (vienfazis) ar atskirai (dvifazis) neturéjo didelés jtakos méginiy antimikrobiniam
aktyvumui. Si tendencija buvo pastebéta tick krakmolo geliuose su arbatmedziy eteriniu aliejumi (7.
3.32. pav., | ir 111), tiek su pipirmééiy eteriniu aliejumi (zr. 3.32. pav., Il ir IV).

Nustatyta, kad krakmolo geliai su arbatmedziy bei pipirméciy eteriniais aliejais ir fermentuotomis

kokosy i$spaudomis pasizyméjo mazesniu antibakteriniu aktyvumu pries patogenines bakterijas nei
agaro geliai.

3.4.2. PRB aktyvumas hidratuotose geliuose
Tiriant pieno rtgsties bakterijy panaudojimo galimybes antimikrobinémis savybémis pasizyminciy

geliy ruoSimui, Siame tyrimy etape vertintas PRB gyvybingumas jvairiai struktiirizuotuose ir
skirtingos formuluotés méginiuose (Zr. 3.33. pav.).
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3.33. pav. PRB gyvybingumas agaro geliuose (1) ir krakmolo geliuose (I1) su krakmole imobilizuotais

eteriniais aliejais
Tyrimy rezultatai rodo, kad PRB gyvybingumas pagamintuose geliuose sumazéjo (nuo 9,097 log
KSV/ml (zr. 3.7. pav., I)): agaro geliuose iki 6,768 log KSV/ml (su arbatmedziy eteriniu aliejumi) ir
7,807 log KSV/ml (su pipirméciy eteriniu aliejumi), o krakmolo geliuose vidutiniskai iki 6,393 log
KSV/ml (su arbatmedziy eteriniu alicjumi) ir KSV/ml 6,764 log KSV/ml (su pipirméciy eteriniu
aliejumi). Agaro geliuose su pipirméciy eteriniu aliejumi PRB gyvybingumas buvo didesnis nei
geliuose, ruostuose su arbatmedziy eteriniu aliejumi (zr. 3.33. pav., 1). Krakmolo geliuose taip pat
daugiau PRB bakterijy isliko geliuose, kurie buvo ruosti su pipirméciy eteriniu aliejumi (Zr. 3.33.
pav., II).

Krakmolo geliy gamybos biidas, sonifikuojant krakmolg kartu ar atskirai su kitais receptiiriniais
komponentais, netur¢jo reikSmingos jtakos PRB gyvybingumui. Lyginant iSlikusiy PRB skai¢iy
agaro geliuose su krakmolo geliais, nustatyta, kad agaro geliuose PRB i$liko daugiau.
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3.5. Biologiskai aktyviy komponenty struktirizuotuose geliuose atsipalaidavimo in vitro savitumai

Fiziologinio geliy aktyvumo jvertinimui atlikti fenoliniy junginiy atsipalaidavimo i§ skirtingai
strukttirizuoty geliy in vitro tyrimai. Analizei méginiai buvo ruosti su skirtingais stabilizatoriais
(agaru ir funkcionalizuotu krakmolu), taip pat, iSbandant jvairius krakmolo geliy ruo$imo budus
(vienfazj ir dvifazj). Agaro geliai buvo ruoSiami jvairiai iSdéstant veikliasias medziagas (eterinius
aliejus, PRB fermentuotas baltymines medziagas): vienasluoksnése struktiirose ir trisluoksnése.

3.5.1. Fenoliniy junginiy atsipalaidavimo in vitro i§ skirtingos struktiiros agaro geliy vertinimas

Vienasluoksniai agaro geliai buvo ruosti su imobilizuotais OSA-krakmole arbatmedziy ir pipirméciy
eteriniais aliejais. Fenoliniai junginiai, atsipalaidave in vitro analizés metu i§ modeliniy geliy
struktiiry, vertinti Fiolin — Ciocalteu metodu (Zr. 3.34. pav.).
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3.34. pav. Fenoliniy junginiy atsipalaidavimas in vitro agaro gelivose su arbatmedziy () ar pipirméciy (II)
eteriniu aliejumi ir PRB fermentuotomis kokosy i§spaudy priedais (I; II)

Tyrimai rodo, kad fenoliniai junginiai skrandzio terpéje (pH 2) i$ vienasluoksniy agaro geliy su
arbatmedziy eteriniu aliejumi iki 60 min. neatsipalaiduoja ir reikSmingas jy padidéjimas stebimas tik
po 120 min (1,031 mg/ml). Fenoliniai junginiai efektyviau pradéjo atsipalaiduoti nestipriai bazinéje
terpéje (pH 7,5), budingai zarnynui. Daugiausiai fenoliniy junginiy Zarnyno terpéje nustatyta po 180
min. (1,300 mg/ml) (zr. 3.34. pav., 1). Tolesnio méginiy laikymo bazinéje terpéje metu stebimas
fenoliniy junginiy iSsiskyrimo maz¢jimo tendencija. Minimali fenoliniy junginiy verté fiksuota po
270 min. méginiy iSlaikymo Zarnyno terpéje (0,928 mg/ml).

Tiriant agaro gelius su imobilizuotu pipirméciy eteriniu aliejumi ir PRB fermentuotomis kokosy
iSspaudomis, buvo stebimas didesnis fenoliniy junginiy atsipalaidavimas ragstinéje terpéje po 60 min.
nei i§ méginiy, ruosty su arbatmedziy eteriniu aliejumi (Zr. 3.34. pav., Il). Perkélus méginius i§ pH 2
terpés 1 pH 7,5, buvo stebimas efektyvus fenoliniy junginiy atsipalaidavimas. Didziausias fenoliniy
junginiy kiekis nustatytas zarnyno terpéje po 180 min. laikymo (1,331 mg/ml). Tolesnio $iy méginiy
laikymo metu stebimas fenoliniy junginiy koncentracijos maz¢jimas po 270 min. pasiekiant 0,964
mg/ml.

Taigi, geliy su pipirméciy eteriniu aliejumi fiziologinis aktyvumas didesnis bazinéje terpéje nei geliy,
ruosty su arbatmedziy eteriniu aliejumi. Tuo tarpu geliy su arbatmedziy eteriniu aliejumi fiziologinis
poveikis geriau pasireiskia rigstingje skrandzio terpéje.
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Trisluoksniuose agaro geliuose isoriniai gelio sluoksniai gaminti su ,,Eunutritech eteriniy aliejy
preparatu, o vidurinis sluoksnis — su PRB fermentuotomis baltyminémis medziagomis (Zr. 2.2.
lentele, V ir VIII receptiiros).

Eksperimento metu analizuotas atskiry sluoksniy ir viso trisluoksnio gelio fiziologinis poveikis (zr.
3.35. pav.).

Vertinant fenoliniy junginiy kiekius, iSsiskyrusius i§ geliy iSorinio sluoksnio su eteriniy aliejy
misiniu, (7. 3.35. pav., |) buvo stebimas jy koncentracijos didé¢jimas laikymo metu abiejuose terpése
(pH 2 ir pH 7,5). Rugstinéje skrandzio terpéje fenoliniy junginiy atsipalaidavimas buvo maZesnis nei
bazinéje Zarnyno terpéje. Zarnyno terpéje (pH 7,5), viso tyrimo metu buvo stebimas pastovus
fenoliniy junginiy koncentracijos didéjimas, pasiekiant maksimalig vertg po 270 min. (0,958 mg/ml).
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3.35. pav. Fenoliniy junginiy atsipalaidavimas in vitro trisluoksniuose geliuose: virsutinio ir apatinio
sluoksnio su eteriniais aliejais (1), vidurinio baltyminio sluoksnio (1) ir viso trisluoksnio gelio (I11)

Tiriant fenoliniy junginiy atsipalaidavima 1§ vidiniy baltyminiy sluoksniy, riigStin¢je terpéje buvo
fiksuojama jy atsipalaidavimo did¢jimo tendencija (Zr. 3.35. pav., Il). Kuo ilgiau Sios riiS§ies méginiai
buvo riigstinéje terpéje, tuo daugiau atsipalaidavo fenoliniy junginiy. Perkélus Sios riiS§ies méginius
i§ pH 2 terpés i pH 7,5, buvo pastebétas reikSmingas fenoliniy junginiy atsipalaidavimo padidéjimas.
Daugiausiai fenoliniy junginiy atsipalaidavo zarnyno terpéje po 270 min (1,252 mg/ml). Pazymétinas
stabilus susidariusiy fenoliniy junginiy koncentracijos bazinéje terpé¢je iSsilaikymas viso testavimo
metu.

Sluoksniuotose geliuose, ruostuose su eteriniais aliejais ir baltyminémis medZiagomis (Zr. 3.35. pav.,
II) fenoliniy junginiy atsipalaidavimas nebuvo tolygus (pH 7,5), fiksuojant didZiausig fenoliniy
junginiy koncentracijg po 180 min. (1,254 mg/ml) ir tolesn] jy maz¢jimg iki 0,900 mg/ml (po 270
min.).
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Naudojant ,,Eunutritech® preparata kartu su PRB fermentuotais produktais (vienasluoksnéje
struktiiroje) buvo pastebéta, kad jie turi neigiamos jtakos PRB gyvybingumui. HPLC analizés metu
jrodyta, kad ,,Eunutritech® preparatas islieka gelyje aktyvus ilgesnj laika nei skysti eteriniai aliejai.
Taigi, ,,Eunutritech eteriniy aliejy misiniai (tableciy formoje) gali bati naudojami kaip alternatyva
sluoksniuotos strukttiros geliy gamybai.

3.5.2. Fenoliniy junginiy atsipalaidavimo in vitro i§ krakmolo geliy vertinimas

Krakmolo geliy su jvairiais imobilizuotais eteriniai aliejais (arbatmedziy ir pipirméciy) ir PRB
fermentuotomis iSspaudomis ruosimo metu buvo varijuojamas technologinis procesas, apdorojant
ultragarsu krakmolg kartu su avieciy iSspaudomis ir sorbitoliu (vienfazis), o kitu atveju — ultragarsu
veikiant tik krakmola (dvifazis). Fenoliniy junginiy atsipalaidavimo in vitro tyrimo metu rezultatai
pateikti 3.36. paveikslélyje.
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3.36. pav. Fenoliniy junginiy atsipalaidavimas in vitro i§ krakmolo geliy, ruosty su imobilizuotu arbatmedziy
(I; ) ar pipirmé¢iy eteriniu aliejumi (IIT; 1V) ir PRB fermentuoty kokosy i$spaudy priedais, kai krakmolas,
geliy su atitinkamais eteriniais aliejais ruoSimui, buvo apdorojamas ultragarsu atskirai nuo avieciy iSspaudy

(I; 1) ar kartu (11; 1V)

Tyrimai rodo, kad geliai, kurie buvo gaminami veikiant tik krakmolg (be kity zaliavy) auks$to daznio
ultragarsu, atpalaidavo didesnj kiekj fenoliniy junginiy. Si tendencija buvo stebima Zarnyno terpéje
(pH 7,5) ir vienareikSmé buvo tiek tiriant méginius su arbatmedziy, tiek ir su pipirméciy (zZr. 3.36.
pav., I ir 111') eteriniu aliejumi. I$ krakmolo geliy su arbatmedZiy ir pipirméciy eteriniais aliejais bei
PRB fermentuotomis kokosy iSspaudomis (auksto daznio ultragarsu veikiant tik krakmolg) (zr. 3.36.
pav., | ir 1) daugiausiai fenoliniy junginiy atsipalaidavo pH 7,5 terpéje po 180 min. geliy su
arbatmedziy eteriniais aliejais atveju (1,300 mg/ml) ir po 210 min geliuose su pipirméciy eteriniais
aliejais (1,255 mg/ml). Po to, atsipalaidavusiy junginiy kiekis mazéjo. Intensyvesnis fenoliniy
junginiy kiekio mazéjimas buvo stebimas tiriant gelius, ruoStus su arbatmedziy eteriniu aliejumi.
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Tiriamuose méginiuose, kai krakmolas buvo veikiamas ultragarsu kartu su avieciy i§spaudomis ir
sorbitoliu, fiksuotas vidutiniSkai ~ 13 % mazesnis fenoliniy junginiy i§siskyrimas Zarnyno terpéje nei
sonifikuojant krakmolg atskirai. Krakmolo geliuose su arbatmedziy eteriniu aliejumi daugiausiai
fenoliniy junginiy atsipalaidavo po 180 min. — 1,300 mg/ml ir 1,182 mg/ml (Zr. 3.36. pav., | ir 1I).
Krakmolo geliuose su pipirmeciy eteriniu aliegjumi (kai tik krakmolas veiktas auk$to daZnio
ultragarsu), daugiausiai fenoliniy junginiy atsipalaidavo po 210 minuciy — 1,255 mg/ml (Zr. 3.36.
pav., ).

Pazymétina, kad riigstinéje terpéje visais atvejais buvo stebimas tolygus fenoliniy junginiy
koncentracijos did¢jimas, taciau jam netur¢jo reikSmingos jtakos geliy gamybos biidas (vienfazis ar
dvifazis).

Tokiu budu, naudojant funkcionalizuotg krakmolg geliy stabilizavimui reikSmingg jtaka turi
pasirinkti technologiniai sprendimai. Sio tyrimo metu isryskéjo teigiama funkcionalizuoto krakmolo,
nepriklausomai nuo eterinio aliejaus riiSies, jtaka fenoliniy junginiy atsipalaidavimo efektyvumui
zarnyno terpéje.

Agaro ir krakmolo geliai pasizyméjo antimikrobinémis savybémis, kurias suteiké OSA-krakmole
imobilizuoti arbatmedziy ar pipirmé¢iy eteriniai aliejai. Nors arbatmedziy eterinis aliejus pasizyméjo
didesniu antibakteriniu poveikiu nei pipirméciy, taciau jis slopino PRB gyvybinguma geliuose. Toks
reiSkinys buvo stebimas tiek agaro, tiek krakmolo geliuose. Fenoliniy junginiy i$ eteriniy aliejy
atsipalaidavimui turi jtakos geliy raiSis: i§ agaro geliy didesnis efektas gautas su imobilizuotu
arbatmedziy eteriniu aliejumi, o krakmolo geliy atveju — su pipirméciy eteriniu aliejumi. Lyginant
agaro gelius pagal fiziologines ir tekstiiros savybes (didesnis antibakterinis aktyvumas, PRB
iSlickamumas, fenoliniy junginiy atpalaidavimas, kietesnés konsistencijos) su funkcionalizuoto
krakmolo geliais, nebuvo nustatyty reikSmingy skirtumy. Tai reiskia, kad modifikuotg krakmola,
pasiZymint] prebiotinémis savybémis, biity galima sékmingai naudoti kaip alternatyva agarui geliy
struktiiros stabilizavimui.
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4. Rekomendacijy dalis

Gaminant augalinés kilmés gérimus, kokosy produkty ekstrakcijos metu susidaro dideli antriniy
produkty (iSspaudy) kiekiai, kurie iki $iol neturi plataus pritaikymo ir kelia maisto pramonéje
aplinkosaugos problema. Kokosy isspaudose licka didelis baltyminiy medziagy kiekis ~ 20 % [44].
Pagal literatiirg, ultragarsinis baltymais turtingy antriniy produkty apdorojimas Zzematemperattriniu
rezimu leidzia padidinti tirpiyjy baltymy kiekj ir jy biopasisavinamuma [99]. Siame darbe buvo
ieSkoma biotechnologiniy sprendimy, siekiant funkcionalizuoti kokosy i$spaudas ultragarsu ir jas
pritaikyti antimikrobiniams bioproduktams gaminti.

Kokosy isspaudy funkcionalizavimui taikytas apdorojimas auks$to daznio ultragarsu (850 kHz;
intensyvumas 2 W/cm?) ir fermentacija antimikrobinémis savybémis pasizymingiomis pieno riigsties
bakterijomis — L. paracasei. Siekiant prailginti gauto bioprodukto realizacijos trukme, numatytas jy
liofilizavimas.

Kokosy iSspaudy funkcionalizavimo principiné aparattiriné schema pavaizduota 4.1. pav.

5

Kokosy isspaudos po
debakterizacijos

Vanduo

{5

' gl N w L

L ST “‘ \
PRB suspensija l =il e | ;-—0 Ausinimas ir liofilizacija

|

S1
4.1. pav. Kokosy iSspaudy funkcionalizavimo principiné aparattiriné schema

Aparatiira:
1 — autoklavas; S1 — siurblys; 2 — bioreaktorius mikroorganizmy dauginimui; V1-3 — voZtuvas; V4
— trijy keliy voZtuvas; 3 — ultragarsiné jranga; 4 — bioreaktorius (kietafazés fermentacijos).

Pirmiausiai vykdomas kokosy iSspaudy debakterizavimas, naudojant infraraudongja spinduliuote.
Kokosy i$spaudos sietiniu transporteriu tiekiamos j infraraudonyjy spinduliy poveikio zona, kurioje
apdorojamos iki kontroliuojamo mikrobiologinio tar$os lygio (pagal BMS tyrimy rezultatus).
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Debakterizuotos kokosy iSspaudos tiekiamos sonifikacijai, kuri vykdoma ultragarsinéje jrangoje (3)
zematemperatiiriniu rezimu (temperatira <50 °C), naudojant 850 kHz daznj, intensyvumas — 2
W/cm?. Ultragarso vonioje kokosy i§spaudos sumaisomos su vandeniu (santykiu 1:14) ir veikiamos.
Po sonifikacijos kokosy i§spaudos tiekiamos kietafazei fermentacijai (4).

Tuo paciu metu ruosiama PRB biomasé, skirta kokosy iS§spaudy fermentacijai. Biomasé gausinama
su pamaitinimu, j bioreaktoriy (2) periodiskai tiekiant mitybing terpe (MRS). Mitybiné terpé (MRS)
sterilizuojama autoklave (1) 121 °C temperatiiroje (trukmé —15 min). I$ autoklavo, sterili, atausinta
terpé tiekiama j bioreaktoriy (2) L. paracasei pagausinimui. Bioreaktoriuje (2) PRB dauginamos
30 °C temperatiiroje 48 val. iki nustatyto optinio tankio (0,7 abs prie 590 nm bangos ilgio). Pagausinta
PRB biomasé (2 % nuo iSspaudy masés) i bioreaktoriaus (2) nukreipiama sonifikuoty kokosy
iSspaudy bioapdorojimui, kuris vykdomas bioreaktoriuje (4) kietafazés fermentacijos salygose
(drégmés kiekis mazesnis nei 50 %). Bioreaktoriuje (4) masé maiSoma ir vykdomas fermentacijos
procesas 30 °C temperatiroje (trukmé — 36 val.). Pagamintas bioproduktas iSkraunamas ir
nukreipiamas liofilizavimui.
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ISvados

. IStyrus sausojo separavimo panaudojimo galimybes avie¢iy iSspaudy pridétinés vertés didinimui,
nustatyta:

didziausig antioksidacinj aktyvumg parodé smulkiausia (<0,315 mm) ir vidutiné pagal stambuma
(0,5-1 mm) avie¢iy i$spaudy frakcijos;

avieCiy iSspaudy frakcijose identifikuoti fenoliniai junginiai buvo elago riigStis ir hiperozidas,
kuriy daugiausiai buvo 0,5-1 mm dydzio frakcijoje (atitinkamai 26,90 pg/ml ir 6,23 pg/ml);
didZiausias bendras fenoliniy junginiy kiekis buvo 1,0—1,6 mm dydZio frakcijoje (19,163 mg/g), o
maziausias — <0,315 mm dydzio frakcijoje (5,829 mg/g);

avieCiy iSspaudos pasizymi antimikrobiniu aktyvumu prie§ patogenines bakterijas: E. coli, S.
typhimurium, S. aureus, B. cereus ir P. aeruginosa.

. Jvertinus sonifikacijos aukSto daznio ultragarsu jtaka augalinés zaliavos funkcionalizavimui,
jrodyta, kad didziausias tirpiy baltymy kiekis ir koncentracijos atsipalaiduoja kokosy iSspaudas
veikiant auksto daznio ultragarsu (850 kHz, intensyvumas 2 W/cm?), 10 min., esant pH 9.

. Nustatyta, kad sonifikuota kokosy i$spaudy suspensija (pH 7) buvo palanki terpé L. paracasei
dauginimuisi, nustatytas bakterijy skai¢ius po fermentacijos buvo 9,097 log KSV/ml.

. I8tirta, kad ultragarsinis krakmolo suspensijy apdorojimas auk$to daznio ultragarsu, reikSmingai
mazino suspensijy klampa ir §is efektas priklausé nuo pH. Prailginus sonifikacijos trukme (iki 45
min.) rigstinéje terpéje (pH 3), mazéjo mikrobiologinis krakmolo stabilumas laikymo metu.

. Nustatyta, kad didZiausiu antibakteriniu poveikiu pasiZymeéjo arbatmedziy eterinis aliejus, o
eteriniai aliejai imobilizuoti ] OSA-krakmolg buvo tinkamiausi hidrogeliy ruo$imui.

. Atlikus agaro hidrogeliy strukttirizavima antimikrobiniy komponenty imobilizavimui, nustatyta:

e 20 % avieciy iSspaudy priedas vienasluoksniuose ir trisluoksniuose geliuose (su atrinktu

efektyviausiu stabilizatoriumi — agaru) minkstino struktiira, bet sorbitolio ir maltitolio kombinacija
ja stabilizavo;

didZiausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo vienasluoksniai agaro geliai su imobilizuotu
OSA-krakmole arbatmedziy eteriniu aliejumi;

didziausias PRB gyvybingumas buvo jvertintas vienasluoksniuose agaro geliuose su imobilizuotu
pipirméciy eteriniu aliejumi;

daugiausia fenoliniy junginiy atpalaiduota in vitro skrandzio terpéje (pH 2) i§ agaro geliy su
imobilizuotu arbatmedziy eteriniu aliejumi, o zarnyno terpéje (pH 7,5) 1§ geliy su pipirméciy
eteriniu aliejumi (vienasluoksniai agaro geliai).

. Jvykdzius krakmolo hidrogeliy struktiirizavimg antimikrobiniy komponenty imobilizavimui,
nustatyta:

didziausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo krakmolo geliai, ruosti su imobilizuotu
arbatmedziy eteriniu aliejumi;

didziausias PRB gyvybingumas buvo jvertintas geliuose su imobilizuotu pipirméciy eteriniu
aliejumi;

daugiausiai fenoliniy junginiy in vitro skrandzio terpéje (pH 2) ir Zarnyno terpéje (pH 7.5)
atsipalaidavo geliuose su imobilizuotu arbatmedziy eteriniu aliejumi.
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