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Santrauka

Dauguma per maistg plintan¢iy zarnyno infekcijy sukéléjy yra atspariis antibiotiky poveikiui. Todél
Siuo metu ypac truksta naujy nattralios kilmés preparaty antibiotikams atspariy patogeniniy bakterijy
sukeliamy infekcijy gydymui. Vienas i§ tokiy sprendimy yra jautriy zarnyno terpei hidrogeliniy
struktury kurimas, kartu imobilizuojant antimikrobinémis ir antioksidacinémis savybémis
pasizymincius eterinius aliejus bei pieno riigSties bakterijomis fermentuotg karvés prieSpienj. Be to,
hidrogeliy strukttiry vystymui $iuo metu atkreiptinas démesys j vaisiy perdirbimo antrinius produktus,
pasizymincius dideliu skaiduliniy medziagy kiekiu, kaip obuoliy i§spaudos.

Darbo tikslas — jvertinti obuoliy i$spaudy, kombinacijoje su atrinktais hidrokoloidais ir mazo
kaloringumo saldikliais, panaudojimo galimybes hidrogeliy struktiirinimui ir pritaikymui biologiSkai
aktyviy komponenty, tokiy kaip eteriniai aliejai ir pieno rugsties bakterijomis fermentuotas karvés
prie$pienis, imobilizavimui.

HPLC metodu nustatyta, kad obuoliy iSspaudos yra turtingos stipriu antioksidaciniu aktyvumu
pasizyminciais fenoliniais junginiais, kaip floridzinas (591,6 pg/g), chlorogeniné rugstis (482,1 pg/g)
ir hiperozidas (405,9 ug/g). Antioksidacinis obuoliy i$spaudy aktyvumas prie§ DPPH ir ABTS
radikalus nustatytas 63,19 = 0,35 % ir 77,81 £ 0,66 %, atitinkamai. IS tirty gvazdikéliy, ¢iobreliy ir
mandariny eteriniy aliejy, didZiausiu antibakteriniu aktyvumu prie§ indikatorinius mikroorganizmus
pasizyméjo Ciobreliy eterinis aliejus su minimalia 1 % veikligja koncentracija. Atlikus fermentuoto
Lactobacillus uvarium LUHS 245 karvés prieSpienio baltymy analize¢ SDS-PAGE metodu, nustatyta
tokia baltymy sudétis: laktoferinas, jau¢io serumo albuminas, a-S2 kazeinas, 3-kazeinas, k-kazeinas,
B-laktoglobulinas ir a-laktoglobulinas. Geriausia hidrogeliy su obuoliy milteliais teksttira i8siskyre
geliai su Zelatinos priedu. Be to, geliy tekstiirg gerino mazu kaloringumu pasizymintis sorbitolis.
Tiriant biologiskai aktyviy medziagy jmobilizavimo hidrogeliuose efektyvuma HPLC metodu,
nustatyta, kad daugiausiai ,,Eunutritech” eteriniy aliejy komponenty (12 karty) isliko, gaminant
sluoksniuotas strukttiras. Siekiant optimizuoti hidrogeliy gamyba su obuoliy i§spaudomis, optimalus
obuoliy i$spaudy kiekis jy sudétyje turéty bati 10 %, o prieSpienio 6 % nuo maseés. Atliekant in vitro
atpalaidavimo tyrimus, nustatyta, kad geriausiai fenoliniai junginiai atsipalaidavo pH 2 terpéje ir po
120 min. buvo pasiekta didZiausia jy koncentracija. Si tendencija buvo stebima analizuojant
hidrogelius, ruostus tiek su gvazdikéliy, tiek ir su Ciobreliy eteriniais aliejais. Pagal HPLC analizés
rezultatus, 1§ Siy struktiry pH 2 terpéje daugiausiai atsipalaiduoja procianidino B1. Fenoliniai
junginiai i§ sluoksniuoty hidrogeliy struktiiry su ,,Eunutritech® eteriniy aliejy misiniu atsipalaidavo
abiejose terpése (pH 2 ir pH 7,5) ir po 210 min. buvo pasiekta didziausia fenoliniy junginiy
koncentracija. Pagal HPLC rezultatus, pH 7,5 terpéje 1,2 karto daugiau atsipalaidavo procianidino
B1, katechino ir chlorogeninés riigsties nei pH 2 terpéje.
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Summary

Nowadays, emergence of antibiotic resistant food-borne pathogens inspired the development of
alternative therapies including nutraceuticals with selected natural antimicrobial compounds. One of
possible solutions would be the development of hydrogels that are enriched with compounds that
have antimicrobial and antioxidant properties such as essential oils and colostrum. These proposed
hydrogels should be sensitive to digestive tract pH shifts. Furthermore, exceptional attention has been
drawn to use of secondary waste from fruit processing that have high contents of dietary fibers. One
of the possible materials is apple pomace.

This work aims to evaluate the possibility of hydrogel development from apple pomace along with
low calorie sweeteners and selected hydrocolloids, which would be used for immobilization of
essential oils and lactic acid bacteria fermented cow colostrum.

The HPLC analysis showed that apple pomace is rich in antioxidants such as phloridzin (591,6 ug/g),
chlorogenic acid (482,1 ng/g) and hyperoside (405,9 ng/g). The apple pomace exhibited antioxidant
activity against DPPH and ABTS radicals with scavenging capacities 63,19 + 0,35 % and 77,81 +
0,66 %, respectively. Among investigated clove, thyme and tangerine essential oils, the most
significant antimicrobial activity showed thyme essential oil, which minimal inhibitory concentration
was 1 %. The SDS-PAGE analysis showed that Lactobacillus uvarium LUHS 245 fermented cow
colostrum contains proteins such as lactoferrin, BSA, a-S2 casein, f-casein, k-casein, 3-lactoglobulin
and a-lactoglobulin. The best hydrogels texture with apple powder was obtained with gelatin. In
addition, the hydrogels texture was improved when sorbitol was added into the composition. The
HPLC analysis of “Eunutritech” essential oils components showed that in multi-layered gels
structures about 12 times more components remained rather than single layered structures after
immobilization. To improve hydrogels structure with apple pomace, the optimal colostrum quantity
was 6 % and apple pomace 10 % in gels composition. In vitro phenolic compounds release studies
showed that from apple pomace hydrogels with clove and thyme essential oils, the majority of
phenolic compound from matrix was released at pH 2 after 120 min. According to the HPLC analysis,
procyanidin B1 is the mainly component released from these structures in pH 2 medium. Phenolic
compounds from multi-layered gel structure with “Eunutritech” essential oils mixture released in both
media (pH 2 and pH 7,5) and after 210 min was reached the highest phenolic compounds
concentration in pH 7,5 medium. According to HPLC results, procyanidin B1, catechin and
chlorogenic acid were detected 1,2 times more in pH 7,5 medium rather than in pH 2.



Santrumpy ir terminy sgrasas
Santrumpos:
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HPLC — auksto efektyvumo skys¢iy chromatografija;
JSA — jaucio serumo albuminas;
NDS — natrio dodecilsulfatas;
SDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforez¢;
TRIS — tris(hidroksimetil)aminoetanas;

TEMED - tetrametiletilendiaminas.



Ivadas

Siuo metu pasaulyje vis aktualesné tampa bakterijy atsparumo antibiotikams problema, kuri siejama
su gausiu antimikrobiniy medZiagy vartojimu tieck medicinoje, tiek ir veterinarijoje. Antibiotikams
atspariis stafilokokai, enterokokai, o kai kuriais atvejais ir zarnyno lazdelés, yra svarblis per maisto
gamybos granding plintantys patogenai, kurie gali patekti per vartojama maistg  zmogaus mikrobiota.
Bakterijos yra pasiskirsciusios visame virSkinimo trakte, taciau didziausias jy kiekis ir metabolinis
aktyvumas aptinkamas storojoje Zarnoje. Siuo metu ypaé triiksta naujy preparaty antibiotikams
atspariy bakterijy sukeliamy infekcijy gydymui.

Antibiotiky skyrimo mazinimas gali buti koreguojamas tokiais daugiafunkciniais preparatais, kurie
jvairiais poveikio mechanizmais sinergistiSkai slopina potencialy patogeny augima ir plitima.
Dauguma tyrimy yra skirti Storojo zarnyno susirgimy prevencijai, vystant hidrogelius, gebancius
pernesti ir atpalaiduoti veikligsias medziagas tikslingoje vietoje. Iprastai jy gamybai naudojamas
pektinas, chitinas ir kt. Siuo metu atkreiptas démesys j prebiotinémis savybémis pasizyminéias
skaidulines medziagas, kurios leisty optimizuoti inovatyvios sudéties hidrogeliy struktring formule
biologiskai aktyviy medziagy imobilizavimui ir geresniam jy prieinamumui bei stabilumo produkte
uztikrinimui.

Obuoliy i8spaudos — tai antrinis obuoliy perdirbimo produktas, turtingas pektininémis medziagomis
bei sveikatai naudingais fenoliniais junginiais. Kasmet susidaro didziuliai kiekiai obuoliy iSspaudy
(~ 10-12 mln. tony), i$ kuriy tik mazoji dalis yra perdirbama j pridétinés vertés produktus, o visa kita
tampa atliekomis. Vis didesnis démesys yra skiriamas obuoliy i$spaudy panaudojimo galimybiy
didinimui ir funkciniy maisto produkty kiirimui. Vienas i§ tokiy produkty biity antimikrobiniy
hidrogeliy i§ obuoliy iSspaudy kiirimas, imobilizuojant i jas antioksidacinémis bei antimikrobinémis
savybémis pasiZymincias medziagas, kaip eteriniai aliejai ir fermentuotas pieno riigSties bakterijomis
karveés prieSpienis.

Gvazdikéliy bei Ciobreliy eteriniy aliejai, dél juose esanciy terpenoidy ir fenilpropanoidy, yra
efektyviis antimikrobiniai komponentai prie§ maisto gamybos granding plintancius patogeninius
mikroorganizmus. Be to, eteriniai aliejai pasiZymi antioksidaciniy savybiy gausa prie§ laisvuosius
radikalus, kas yra svarbu apsaugant organizmo lgstelés nuo oksidacinio streso sukeliamos Zalos, dél
kurios did¢ja veéziniy susirgimy rizika. Eteriniy aliejy antimikrobinis aktyvumas siejamas su jy
chemine sudétimi.

Kitas vertingas komponentas, kurio panaudojimas visame pasaulyje nepakankamai efektyvus, tai
priespienis. Jame gausu biologiSkai aktyviy molekuliy, kurios atsakingos uz imuninio atsako veikima,
virSkinamojo trakto mikrofloros atkiirimg bei audiniy lasteliy regeneracija. PrieSpienio komponentai,
veikdami sinergistiS$kai, mazina jvairiy patogeneziy klinikinius simptomus ir kai kuriy vaisty Salutinj
poveikj. PrieSpienio apdorojimui tikslinga pritaikyti biotechnologinius sprendimus — fermentacija
antimikrobinémis pieno rtgsties bakterijomis, kurie padidins Zaliavos biosaugg ir leis padidinti
vystomo hidrogelio pridéting verte. Fermentuotame karvés prieSpienyje esancios pieno rigsties
bakterijos yra ypa¢ naudingos sveikai zarnyno mikroflorai palaikyti.

Taigi, imobilizuojant Siuos komponentus j hidrogelines obuoliy iSspaudy struktiiras buty galima
vystyti funkcinémis savybémis pasizyminc¢ius produktus. Geliy struktiirinimui galéty biiti efektyviai
iSnaudotos obuoliy i§spaudose esancios pektininés medziagos kombinuojant su mazo kaloringumo



saldikliais. Tokiy nutraceutiky ktrimas galéty buti efektyvi priemoné Zarnyno ligy prevencijai bei
kontrolei.

Darbo tikslas — jvertinti obuoliy iSspaudy, kombinacijoje su atrinktais hidrokoloidais ir mazo
kaloringumo saldikliais, panaudojimo galimybes hidrogeliy strukttrinimui ir pritaikymui biologiskai
aktyviy komponenty, tokiy kaip eteriniai aliejai ir pieno rigsties bakterijomis fermentuotas karvés
priespienis, imobilizavimui.

Darbo uzdaviniai:

1. jvertinti obuoliy produkty (iSspaudy ir milteliy) panaudojimo galimybes hidratuoty geliy

gamybai;

2. nustatyti gvazdikeliy, Ciobreliy ir mandariny eteriniy aliejy biologinj aktyvuma ir palyginti jy
savybes;

3. nustatyti Lactobacillus uvarium fermentuoto karvés prieSpienio baltymy sudétj ir biologinj
aktyvuma;

4. jvertinti biologiskai aktyviy komponenty imobilizavimo efektyvuma hidrogeliuose;
5. atlikti fenoliniy junginiy atpalaidavimo in virto tyrima.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Natiaralios kilmés antimikrobinés ir antioksidacinés medZziagos

Siuo metu dauguma patogeniniy mikroorganizmuy, sukeliandiy visuomenéje plintanéias ligas, tapo
atsparts antibiotikams, todél vis didesnis démesys skiriamas natiiraliy antimikrobiniu aktyvumu
pasizyminciy medziagy vystymui [1]. Prie tokiy zmogaus sveikatai pavojingiausiy ligy platintojy Siuo
metu priskiriami: B. cereus, C. jejuni, C. botulinum, C. Perfringens, C. sakazakii, E. coli, L.
monocytogenes, Salmonella spp., Y. enterocolitica, Vibrio spp. ir S. aureus. Per maisto gamybos
granding plintancios ligos yra skirstomos j: a) infekcijas, kai j Zmogaus organizma patogenai patenka
kartu su maistu, b) intoksikacijas, kada uzsikre¢iama patogeny gaminamais toksinais ir c)
intoksikacines infekcijas, kai suvartojamas maistas kartu su patogenais ir jy iSskirtais toksinais.
Suvartojus uzkrésto maisto, mikroorganizmai pirmiausia pereina riugsting skrandzio terpe, kol
pasiekia zarnyng. Patogenai yra iSvyste jvairius kolonizacijos Zarnyne mechanizmus, tokius kaip
patogeno adhezija prie Zarnyno epitelio (ziuzeliais ar pilémis), adhezija prie epitelio naudojant
metabolitus, pvz., baltymus, ir biopléveliy formavimasis ant Zarnyno sieneliy. Be to, dalis patogeny
gali pereiti Zarnyno barjerg per aktyviosios ir pasyviosios medziagy perna$os mechanizmus, ir
pasklisti j kitus organus, kaip plaucius, kepenis, bluznj ar smegenis [2]. Priklausomai nuo
apsinuodijimo btido, inkubacinis periodas, per kurj pasireiskia simptomai, gali varijuoti nuo keliy
valandy ar dieny iki keliy ménesiy. Pagrindiniai pozymiai biidingi patogenezei yra pykinimas,
vémimas, viduriavimas, pilvo skausmas ir karS¢iavimas. Itin sunkiais atvejais gali iSsivystyti organy
nepakankamumas ar net mirtis [3].

Siekiant iSvengti maisto uzterStumo patogenais, maisto pramonéje laikomasi jvairiy prevencijos
priemoniy, pvz.: terminio produkty apdorojimo, vandens aktyvumo sumazinimo, jvairy pakavimo
metody, cheminiy konservanty naudojimo (BHT, BHA, apsauginés dujos ir kt.) [4, 5]. Taliau,
mokslininkai siekia pateisinti ir vartotojy likesc¢ius, kuriy neigiamas poziliris ] maisto pramongje
naudojamus sintetinius konservantus ir noras propaguoti sveikg gyvenseng, vercia ieSkoti naujy
natralios kilmés alternatyviy sprendimy [6, 7]. Todél vis intensyviau yra ieSkoma augalinés,
gyvininés ir mikrobinés kilmés maisto priedy, kurie pasizyméty placiu antimikrobiniy ir
antioksidaciniy savybiy spektru [6]. Be to, antibiotikams atspariy mikroorganizmy problema vercia
atsigrezti ne tik ] natiiraliy maisto priedy paieska, taCiau ir | naujy, terapiniams tikslams kuriamuy,
preparaty kurimg [1]. Vienas i§ tokiy pavyzdziy yra nutraceutiky (angl. nutraceutics) kirimas.
Nutraceutikai — tai bioaktyvios medziagos, kurios bidamos maisto sudedamoji dalis, teikia nauda
sveikatai arba gerina sveikatos biikle t. y. naudojami ligy prevencijai ar gydymui [8, 9]. Nutraceutiky,
kaip produkty, forma gali varijuoti nuo atskiry junginiy (pvz., eugenolis, kurkurminas), augaliniy
preparaty (pvz., eteriniai aliejai), probiotiky iki maisto produkty, kaip dribsniai, sriubos ar gérimai
[9]. Todél tolimesnéje literatiros apzvalgoje pateikta detalesné augalinés (eteriniy aliejy ir obuoliy
iSspaudy), gyvininés (karvés prieSpienio) ir mikrobinés kilmés (probiotiky) bioaktyviy medziagy ir
komponenty, naudojamy tiek natiiraliy maisto priedy vystymui, tiek nutraceutiky gamybai, apzvalga.

1.1.1. Biologiskai aktyviis komponentai eteriniuose aliejuose ir juy savybés

Eteriniai aliejai (toliau — EA) — tai lakts, skleidziantys aromata, kompleksinés sudéties produktai,
gaunami i$ augalinés zaliavos. EA yra antriniai augaly metabolitai, i$siskiriantys augale, kaip atsakas
j aplinkos sukeltg stresg arba siekiant apsisaugoti nuo aplinkos poveikio [10]. EA yra hidrofobinés
kilmés medZiagos, kurios tirpsta organiniuose tirpikliuose, ta¢iau nesimaiso su vandeniu. EA sudaro
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daugiau nei 300 skirtingy mazos molekulinés masés junginiy (< 1000 Da). Sie junginiai skirstomi j
tokias klases, kaip terpenai, terpenoidai ir fenilpropanoidai [11]. EA kiekybiné ir kokybiné cheminé
sudétis skiriasi priklausomai nuo augalo augimo salygy (sezoniskumo, geografinés padéties) ir
naudojamo ekstrakcijos bido [1]. Ciobreliy [12, 13, 14, 15], gvazdikéliy [16, 17] ir mandariny [18,
19] EA pagrindiniai komponentai, suteikiantys jiems antimikrobines, antioksidacines ir Kkitas
farmakologines savybes, pateikti 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Ciobreliy, gvazdikéliy ir mandariny EA pagrindiniai bioaktyviis junginiai

Eterinis aliejus Komponentai Kiekis, %
Timolis 3,82-41,6
Karvakrolis 12,0-81,2

.. ) . y-terpinenas 1,18-7,3

Ciobreliy (Thymus vulgaris)
p-kumenas 2,77-5,7
Linalolas 6,8
Borneolas 8,9
Eugenolis 56,06-88,5

Gvazdikéliy (Syzygium aromaticum) | Eugenolio acetatas 5,6
B-kariofilenas 1,38-39,63

. . . Limonenas 21,11-41,79

Mandariny (Citrus reticulata) .

Ksantatoksinas 12,62-18,40

Antimikrobinés EA savybeés priklauso nuo juos sudaranéiy komponenty lipofiliniy savybiy, taip pat
patogeny tipo ir jy lastelés sienelés strukttros [4]. Aktyviis antimikrobiniai junginiai, esantys EA
sudétyje, gali buti suskirstyti j 4 grupes pagal jy cheming struktiirg: terpenoidai (pvz., timolis,
karvakrolis ir kt.), fenilpropanoidai (pvz., eugenolis, vanilinas ir kt.), terpenai (pvz., p-kumenas,
limonenas ir kt.), ir kiti junginiai, kaip alicinas ir izotiocianatai [20]. ISskiriama keletas EA
antibakterinio veikimo mechanizmy, susijusiy su skirtingomis bakterinése lastelése veikimo vietomis
(zr. 1.1 pav.) [4]. EA gali suardyti Igsteliy sieneles ir citoplazming membrang, pakeisdami juose
esanciy struktiiry, kaip polisacharidy, riebaly rtigsc¢iy ir fosfolipidy, konformacijas. Lasteliy sieneliy
ir citoplazminiy membrany pazeidimai salygoja didesnj jy pralaiduma (makromolekuliy ir jony
netekimg), membranos potencialo sumazéjimg, protony veiklos sutrikdymg ir ATP gamybos
sutrikdymg. Taip pat EA gali sukelti citoplazmos komponenty (lipidy ir baltymy) pokycius, pvz.,
baltymy koaguliacijg. Visi Sie EA veikimo mechanizmai stabdo esminius lgsteléje vykstancius
procesus ir galiausiai sukelia lgstelés lize. Yra zinoma ir kity EA poveikio mechanizmy, kurie dar
néra iki galo istirti [21]. Vienas i§ jy yra specifiniy fermenty veiklos inhibicija. Pavyzdziui, Sarac ir
kt. [22] istyré, jog pusy EA esantis terpenoidas (germakrenas D-4-olis) inhibuoja fermenta (FtsZ),
kuris yra atsakingas uz bakteriniy lasteliy dalijimosi procesa [22]. Manoma, kad EA yra efektyvesni
prie§ gramteigiamas bakterijas nei prie§ gramneigiamas, nes §ios patogeny grupés pasizymi skirtinga
lasteliy sieneliy struktiira. Gramteigiamy bakterijy lasteliy sieneles sudaro peptidoglikano sluoksnis
(90-95%) su lipoteicho rtgstimis, kuriy lipofilinés sritys salygoja EA prasiskverbimg per lgstelés
sienele ir citoplazming membrang. Gramneigiamy bakterijy lgstelés sienelés sandara yra sudaryta 1§
peptidoglikano monosluoksnio, kurj dengia papildoma membrana, sudaryta i§ baltymy ir
lipopolisacharidy. Manoma, kad §i iSoriné membrana sulétina EA hidrofobiniy komponenty difuzija
1 bakterijos lastele [4, 21].
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1.1 pav. EA antibakterinio poveikio vietos bakterijy lgstelése [23]

Patys aktyviausi antibakteriniu aktyvumu pasizZymintys EA junginiai yra fenoliniai terpenoidai, ypac
karvakrolis ir timolis [20, 23]. Karvakrolio ir timolio, kuriy gausu ¢iobreliy ir raudonéliy EA,
antibakterinis aktyvumas, manoma, kad yra susijgs su hidroksigrupe ir elektrony delokalizuota
sistema [23, 24]. Tiek timolis, tick karvakrolis, sgveikaudami su fosfolipidy dvisluoksniu, salygoja
membrany pralaidumo padidéjima [23]. Sie junginiai gali saveikauti su membrany baltymais ir
fermentais, dalyvaujanciais ATP gamyboje, taip sutrikdydami patogeniniy lasteliy funkcijas. Be to,
karvakrolis gali dalyvauti monovalentiniy katijony (H" ir K) pernaSoje per membrang [20]. Tyrimai
su B. cereus parode, jog karvakrolis destabilizuoja citoplazming 1gstelés membrang ir vykdo protony
pernasa, kartu sumazinant vandenilio jony gradientg ir sutrikdant atitinkamai ATP gamyba, o tai
salygoja lastelés zutj [24]. Pagal N. Gavaric ir kt. [12] bei P. Penalver’o ir kt. [25] tyrimus, EA,
kuriuose gausu timolio bei karvakrolio (pvz., raudoneliy ar Ciobreliy EA) pasiZymi geromis
antimikrobinémis savybémis prie§ patogenus, kaip S. aureus, S. infantis, E.coli, S. enteridis,
S.typhimurium ir S. choleraesuis [12, 25]. Kitas svarbus antibakterinis EA komponentas yra
fenilpropanoidas eugenolis, kurio daugiausiai aptinkama gvazdikéliy EA. Eugenolio antibakterinés
savybeés taip pat yra grindziamos membrany pralaidumo didinimu ir sgveika su lgstelés baltymais.
Eugenolis pasizymi savita saveika su citoplazmine membrana. Sis junginys padidina kalio ir ATP
pralaiduma i$ Igsteliy vidaus j iSor¢. Manoma, kad eugenolio hidroksilo grupé sgveikauja su bakterijy
lastelés baltymais ir gali inhibuoti lasteliniy fermenty, kaip adenozintrifosfataziy, histidino
dekarboksilaziy, amilaziy ir proteaziy, veikla. Slopinant adenozintrifosfatazes yra sutrikdomas
lastelés energinis balansas, kuris salygoja lastelés zatj [20]. Mokslinéje literatiroje paskelbta, kad
gvazdikeliy EA yra efektyvus prie§ antibiotikui metilicinui atsparias stafilokoky padermes, kaip S.
epidermis bei S. aureus [17] ir prie§ danty kariesg sukelianCius patogenus [26]. Jrodyta, kad
antibakterinis EA aktyvumas priklauso nuo jy sudétyje esan¢iy komponenty sinergetinio poveikio.
Vienas i§ pavyzdziy yra p-kumenas [21]. Karvakrolio prekursorius p-kumenas yra hidrofobinis
monoterpenas. Sis junginys pats vienas nepasizymi antimikrobiniu poveikiu, tadiau jis sustiprina
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karvakrolio antibakterinj poveikj. Sis monoterpenas jsiterpia j lasteliy membranas ir pakeiia jy
struktiirg (jas iSplecia) [20, 23]. Taip pat buvo nustatyta, kad pridéjus linalolo j gvazdikéliy EA
padidéjo antibakterinio poveikio aktyvumas prie§ P. aeruginosa, S. aureus ir E. coli [27].

Antioksidacines EA savybes lemia jy cheminé sudétis. Kaip ir antimikrobiniy savybiy atvejy,
didziausia antioksidacinj potencialg turi tie EA, kuriy sudétyje dominuoja fenoliniai junginiai (pvz.,
timolis, karvakrolis ir eugenolis) [10, 28]. Be to, EA aliejy antioksidacinis aktyvumas, kaip ir
antimikrobinio aktyvumo atveju, priklauso ne vien tik nuo atskiry fenoliniy junginiy, ta¢iau ir bendro
EA sudétyje esanciy junginiy sinergetinio poveikio. Tiriant Ciobreliy EA antioksidacinj poveik]j ir
tiriant atskirai timolio ir karvakrolio aktyvuma, nustatyta, jog pavieniy komponenty aktyvumas buvo
mazesnis nei EA [12].

Fenoliniy junginiy antioksidacinés savybés yra siejamos su jy geba dalyvauti oksidacijos-redukcijos
reakcijose ir taip neutralizuoti laisvuosius radikalus bei peroksidus [10]. Tiek nataralios kilmés
fenoliniy junginiy, tiek sintetiniy (pvz., BHA), antioksidacinis poveikis aiSkinamas vandenilio
atidavimu peroksilo radikalui (Zr. 1.2 pav.). Susidares fenoksilo radikalas yra stabilus ir negali pradéti
naujos radikalinés reakcijy sekos. Reakcijos vyksmui reikia ,laukti” kito peroksilo radikalo.
Susidares neutralus produktas uzbaigia radikaling reakcijy seka [28].

Antioksidacinés reakcijos mechanizmas Fenoliniai junginiai (PhOH) - -
~0 0 (o}
1.PhOH + ROO’ — PhO" + ROOH M ho
OH “
2.PhO" + ROO" — neradikalinis produktas OH oH
Timolis Karvakrolis Eugenolis BHA izomerai

1.2 pav. EA sudétyje esanciy fenoliniy junginiy antioksidacinio poveikio mechanizmas (modifikuota pagal

[28])

Ciobreliy bei gvazdikéliy EA pasizymi ne tik antimikrobinémis, tagiau ir stipriomis
antioksidacinémis savybémis. Nustatyta, jog Sie EA efektyviai neutralizuoja DPPH, superoksido
anijono ir hidroksilo radikalus, stabdo lipidy oksidacija, ir yra geras Fe?* jony chelatorius [12, 15, 26,
29]. M. Martos’as ir kt. [15] nustaté, jog Ciobreliy ir gvazdikéliy EA pasizymi pana$iu lipidy
oksidacijos slopinimo efektyvumu, kaip BHT ir didesniu Fe?* chelavimo efektu nei askorbo riigstis ir
BHT. Lipidy oksidacija, vykstanti maisto produkty laikymo metu, gali sukelti nepageidautinus
skonio, tekstliros bei spalvos pokycius, riebaly riigs¢iy ir vitaminy nuostolius. Lipidy oksidacija
sukelia lipoksigenazeés, taip pat tam jtakos turi auks$ta temperatiira, jonizaciné radiacija, $viesa ir
metaly jonai. Todel lipidy oksidacijos slopinimui yra naudojami sintetiniai antioksidantai, kaip BHT
ar BHA [15]. Pagal I. Gulcin’o ir kt. [26] bei L. Jirovetz’o ir kt.[29] autoriy darbus, gvazdikéliy
EA pasizymi didesniu DPPH ir superoskido anijono slopinimo aktyvumu nei BHA ir BHT [26, 29].
Sie tyrimy duomenys patvirtina, jog &iobreliy ir gvazdikéliy EA galéty pakeisti sintetinius maisto
pramoné¢je naudojamus konservantus, kaip BHT ir BHA, kurie gali sukelti kepeny pazeidimus ir
skatinti vézinius susirgimus [26]. Be to, EA galéty praturtinti gaminamus maisto produktus zmogaus
sveikatai palankiomis antioksidacinémis savybémis pasiZzymin¢iomis medziagomis. Taip biity galima
apsaugoti organizmo lgsteles nuo oksidacinio streso, dél kurio padidéja tikimybé susirgti véziu,
diabetu bei Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligomis [15, 30, 31].
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1.1.2. Biologiskai aktyviis junginiai obuoliy iSspaudose

Obuoliai, palyginti su kitais vaisiais, yra antroje vietoje po spanguoliy pagal jy sudétyje esanciy
antioksidaciniu aktyvumu pasizymin¢iy medziagy kiekj. Sias antioksidacines savybes, kaip ir EA
atveju, lemia fenoliniai junginiai. Obuoliuose nustatyti fenoliniai junginiai yra skirstomi j tokias
grupes, kaip: hidroksibenzoinés rugstys (galo riigstis, siringino raigstis ir kt.), hidroksicinamono
rugstys (p-kumarino ruigstis, kofeino ragstis ir kt.), flavonoliai ( kvercitrinas ir jo glikozilinti dariniai),
dihidrochalkonai (floridzinas ir jo dariniai), antocianai, monomeriniai flavanoliai (epikatecinas ir
katechinas), oligomeriniai flavanoliai (procianidinai). Yra zinoma, kad obuoliy, ar i$ jy iSskirty
fenoliniy junginiy vartojimas gali sumazinti cholesterolio kiekj kraujyje, taip pat Sie produktai
naudojami Sirdies ir kraujagysliy ligy, plauciy ir gaubtinés bei tiesiosios Zarnos véziniy susirgimy,
antro tipo diabeto, demencijos, ir Alzheimerio ligy susirgimy prevencijai. Dél natiiralios prigimties,
obuoliy fenoliniai junginiai sulaukia vis platesnio pritaikymo ir naudojami antioksidacinémis bei
antimikrobinémis savybémis pasizymin¢iy maisto papildy ir farmaciniy preparaty gamybai [32]. Be
to, obuoliuose yra skaiduliniy medziagy (2-3 g/100 g), kurios taip pat teigiamai veikia Sirdies ir
kraujagysliy sistema, bei turi teigiamos jtakos zarnyno mikroflorai [33, 34].

Fenoliniy junginiy kiekis obuoliuose priklauso nuo jy veislés, kultivavimo salygy, obely ligy, obuoliy
subrendimo laipsnio ir vaisiy sandéliavimo salygy. Be to, fenoliniy junginiy pasiskirstymas yra
skirtingas ir pa¢iame obuolyje. Obuolio odelé yra turtingesné bendru fenoliniy junginiy kiekiu (nuo
2 iki 6 karty), procianidinais ir kitais flavanoidais (nuo 6 iki 7 karty) nei minkstimas [32, 35]. Taciau
tam tikry fenoliniy junginiy kiekis, gali bti aptinkamas didesnis minkstime nei odeléje ir tai priklauso
nuo obuolio veislés, pvz., Idared ir Golden Delicious veislés obuoliuose chlorogeninés rugsties
mink$time aptinkama daugiau nei odel¢je. Visumoje, daugiau dideliu antioksidaciniu aktyvumu
turinéiy junginiy (kvercitrino, katechino, epikatechino, procianidiny B2 ir Ci, floridzino ir kt.)
randama obuolio odel¢je nei minkStime, nepriklausomai nuo obuolio veislés. Be to, obuoliy
antioksidacinés savybés priklauso nuo vietos obuolyje ir pasiskirsto tokiu eiliSkumu: obuolio odelé >
obuolio Serdis > obuolio minkstimas [32].

Obuoliy i$spaudas sudaro odeliy, Serdies, sekly ir minkstimo audiniy liku¢iai. Obuoliy i§spaudos, dél
Siose sudedamosiose dalyse likusiy medziagy (dihidrochalkony, flavonoliy, flavanoliy ir fenoliniy
ragsciy), pasizymi stipriu antioksidaciniu aktyvumu [36]. Tiriant skirtingy obuoliy veisliy iSspaudas,
likusias po sidro gamybos, nustatyta, kad daugiausiai jose yra floridzino ir chlorogeninés rtigsties. Be
to, jose identifikuoti ir kiti junginiai, kaip procianidinas B2, floridzino glikozilinti dariniai,
hiperozidas ir epikatechinas. Taip pat buvo nustatytas rySys tarp floridzino, procianidino Ba, rutino,
izokvercitrino, protokatechino ir hiperozido kiekio iSspaudose, ir §iy junginiy antioksidacinio
aktyvumo [37]. Kity autoriy (Yinrong Lu ir kt.) darbuose nustatyta, kad epikatechino, procianidino
B2, kvercitrino glikozidy, chlorogeninés riigsties, floridzino ir jo dariniy antiradikalinis aktyvumas
pries DPPH buvo 2-3 kartus didesnis nei vitaminy C ir E poveikis [38].

Mokslinéje literatiroje pateikiami duomenys ir apie kitas $iy junginiy naudinggsias savybes.
PavyzdZiui, floridzino 5 mg/ml konc. tirpalas pasizyméjo antimikrobiniu poveikiu prie§ S. aureus ir
E. coli, sudarydamas slopinimo zonas 30,15 £ 1,66 mm ir 17,05 + 1,04 mm, atitinkamai [39]. Taip
pat floridzinas yra laikomas potencialiu komponentu su antidiabetiniu efektu, kadangi floridzinas
geba sumazinti gliukozés kiekj kraujyje, blokuodamas natrio / gliukozés pernasos sistemas Zarnyne
ir inkstuose [40]. Chlorogeniné riigstis, turi stipry antioksidacinj aktyvuma prie§ peroksilo radikalus,
kurie susije su augliy ir véziniy lasteliy vystymysi [41]. Kaip ir floridzinas, chlorogeniné riigstis
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mazina gliukozés absorbcijg Zarnyne t. y. pasizymi antidiabetinémis savybémis. Be to, chlorogeniné
rugstis gali sumazinti kraujo spaudimg hipertenzija sergantiems zmonéms. Taip pat buvo nustatyta,
jog chlorogenin¢ riigstis baktericidiskai veikia patogeninius mikroorganizmus, kas leidzia manyti,
jog si riigstis buty puikus maisto priedas bei konservantas. Fenoliniai junginiai, tarp jy ir chlorogeniné
riugstis, nesukelia jautrumo probiotikams, o tokia savybé lemia dar didesnj Siy junginiy patraukluma
vartojimui [42]. Procianidinas B2 ir epikatechinas, manoma, jog daugiausiai apsprendzia obuoliy
antioksidacines savybes [43]. Procianidinai yra naudojami kaip natiiraliis antioksidantai, siekiant
apsaugoti nesocigsias riebaly ragstis nuo oksidacinio poveikio. Taip pat buvo nustatyta, kad
procianidinai stabdo jvairiy véziniy lasteliy augimg in vitro ir in vivo [44, 45]. Epikatechino turintys
produktai yra naudingi Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligy bei smegeny ligy prevencijai, apsaugo
nuo hipertenzijos bei kresuliy susidarymo. Be to, epikatechinas naudingas gerai psichologinei buklei
ir kognityvinéms funkcijoms palaikyti [46].

Siy ir kity obuoliuose aptinkamy junginiy biologinis aktyvumas rodo, jog obuoliai yra vertingi ne tik
maistiniu pozilriu, taciau pasizymi ir placiu farmakologiniy savybiy spektru. Obuoliy sulciy
gamybos metu per metus susidaro ~ 1012 min. tony atlieky (obuoliy i$spaudy), kurios, kaip jau
minéta anksciau, yra turtingos bioaktyviomis medziagomis ir skaidulinémis medziagomis, todél $i
zaliava turi daug potencialaus panaudojimo galimybiy maisto ir farmacijos pramonése [47, 48].

1.1.3. Mikrobinés ir gyviininés kilmés bioaktyviis junginiai

Probiotinés bakterijos — tai mikrobinés kilmés bioaktyviis komponentai, kurie vartojami
atitinkamais kiekiais teikia nauda organizmui. Jy nauda siejama su virSkinamojo trakto ligy
prevencija, t. y. probiotikai apsaugo nuo infekcijy, uzdegiminiy procesy, diaréjos ir dirgliosios zarnos
sindromo. Taip pat probiotikai sumazina laktozés netoleravimo, alergijos simptomus, gali sumazinti
cholesterolio kiekj kraujyje ir sumazina véZiniy susirgimy rizikg [49]. Probiotiniai mikroorganizmai,
labiausiai naudojami maisto pramongje, yra pieno riigties bakterijos (toliau — PRB), priklausancios
Lactobacillus gen¢iai kaip L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum ir kt. Taip pat prie
probiotiky priskiriami ir Bifidobacterium genciai priklausancios bakterijos: B. bifidum, B. breve, B.
lactis, B.thermophilum ir kt. [50, 51]. PRB maisto pramonéje yra placiai naudojamos fermentuotiems
produktams gaminti daugiau nei 4000 mety. Fermentuoti produktai, kaip jogurtas, kefyras ar siiris,
yra zinomi Kaip puikiis probiotiky Saltiniai galintys pagerinti vir§kinamojo trakto funkcijas [51].
Tikslus probiotiky veikimo mechanizmas prie§ tam tikrus zarnyno sutrikimus néra visiSkai
iSaiSkintas, tafiau pagal klinikiniy tyrimy rezultatus teigiamas probiotiky poveikis sveikatai
pasireiskia taip: probiotikai slopina patogeniniy mikroorganizmy augima, pagerina epitelinio audinio
barjerines funkcijas ir palengvina diaréjos bei dirgliosios Zarnos sindromo simptomus, i$skirdami
trumpos grandinés riebaly riigstis [52]. Patogeny dauginimosi slopinimas pasireiSkia dél probiotiky
gebéjimo gaminti bakteriocinus ir iSskirti metabolitus, kurie sudaro nepalankig ragstine terpe
uzdegimg sukeliantiems mikroorganizmams, tafiau kartu skatina ir geryjy zarnyno bakterijy
(Lactobacillus ir Bifidobacterium genéiy) vystymasi. Be to, probiotiky prieSuzdegiminis poveikis
siejamas su jy gebéjimu aktyvinti imuniniy lasteliy veikla [53]. Taip pat PRB fermentuoti maisto
produktai gali suteikti organizmui naudingy medziagy, pvz.: B grupés vitaminy; gama amino
butirinés riigsties, kuri veikia atpalaiduojan¢iai centring nervy sistemg; bioaktyviy peptidy,
pasizymin¢iy antioksidaciniu, antimikrobiniu ir antidiabetiniu aktyvumu; ir polinesoCiy riebaly
ragsciy, Kurios pasizymi antivéziniu, prieSuzdegiminiu ir antidiabetiniu poveikiu [51].
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Karviy prieSpienis — tai yra didelés maistinés vertés ,,pirmasis pienas®, gaminamas karviy pieno
liaukose pirmosiomis valandomis po gimdymo. PrieSpienyje yra gausu imunoglobuliny,
antimikrobiniy baltymy, augimo faktoriy ir kity didele maisting verte turinciy junginiy, kurie yra
svarblis naujagimio imuninés sistemos bei virSkinamojo trakto funkcijy vystymuisi [54]. Karvés
priespien; i$skiria nuo 2 iki 7 pary po verSiavimosi ir tai sudaro 0,5 % metinés pieno gamybos [55].
Karvés priespienis yra laikomas perspektyviu nutraceutiky sudétiniu komponentu, kuris padéty
iSvengti bei gydyti imuninés sistemos sutrikimus, virSkinamojo trakto sutrikimus, virusines,
bakterines bei grybelines infekcijas, Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligas ir diabetg. Tai pat tiriant
sportininkus, vartojancius karvés prieSpienj, buvo pastebéta, jog jis yra naudingas siekiant
sureguliuoti kiino svorj bei raumeny masg [56]. Karvés prieSpienio naudinggsias savybes lemia jo
sudétiniai komponentai, o ypa¢ baltyminés medziagos, kuriy 100 ml priespienio yra 14,9 %, kai piene
paprastai biina 3,2 % baltymy. PrieSpienyje taip pat yra aptinkama daugiau riebaly, vitaminy ir
mineraly nei paprastai yra karvés piene. Be to, laktozés kiekis prieSpienyje yra 1,8 karto mazesnis nei
piene [54, 57].

Kaip jau minéta anksciau, baltymai prieSpienyje yra pagrindinis imunitetg stiprinantis komponentas.
Imunoglobulinai (1gG, IgM ir IgA), sudaro ~ 70—80 % visy prieSpienyje esanciy baltymy, kurie yra
svarbiis gimusio jauniklio sveikatai ir jo imuniteto stiprinimui [55]. Imunoglobuliny (dar vadinamy
antikiinais) koncentracija prieSpienyje yra 100 karty didesné nei piene ir jy koncentracija mazéja
ilgéjant pogimdyminiui laikotarpiui [58]. PrieSpienyje daugiausiai yra imonglobuliny IgG (51
mg/ml), kai kity imunoglobuliny IgA ir I[gM aptinkama mazesnémis koncentracijomis (1,7 mg/ml ir
4,3 mg/ml, atitinkamai) [56]. Antiktnai atlicka svarby vaidmenj, apsaugant organizmag nuo
patogeniniy bakterijy, virusy bei toksiniy medziagy poveikio. Antikiinai IgG ir IgM gali paskatinti
patogeny fagocitozg, stabdyti patogeny adhezijg prie audiniy lasteliy, sukelti bakterijy agliutinacijg ir
neutralizuoti toksines medZiagas. IgA tipo antikiinai daugiausiai dalyvauja virSkinamojo trakto
apsauginiuose procesuose, neleisdami bakterijoms prisitvirtinti prie virSkinamojo trakto epitelio
sluoksnio, slopindami virusy veiklg ir neutralizuodami toksinus [58].

Kitas imuniteto stiprinimui svarbus baltymas, aptinkamas prieSpienyje, yra laktoferinas. Laktoferinas
yra gelezj suriSantis 80 kDa glikoproteinas, pasiZymintis antibakterinémis, antioksidacinémis bei
antivirusinémis savybémis [59, 60, 61]. Laktoferino antimikrobinis poveikis pasireiskia tuo, jog §is
baltymas prisijungia Fe* jonus, kurie yra svarbiis bakterijy augimui ir dauginimuisi. Dél geleZies
deficito bakterijos toliau negali daugintis [59]. Laktoferinas pasizymi antimikrobiniu poveikiu prie$
E. coli, S. mutants, C. Albicans ir kt. patogenus [62]. Taip pat laktoferinas veikia, kaip antioksidantas,
apsaugant lipidus nuo geleZies jony sukeltos peroksidacijos [61]. Laktoferino kiekis prieSpienyje yra
nuo 30 iki 100 karty didesnis nei piene [54, 57].

Taip pat prieSpienyje gausu ir kity baltymy, kaip kazeino, jaucio serumo albumino (toliau — JSA),
alfa-laktoglobulino, beta-laktoglobulino, fermenty bei citokiny [55]. Kazeino baltymai yra laikomi
svarbiis piene dé¢l antioksidaciniy savybiy. Manoma, kad kazeine esancios amino rigstys, kaip
tirozinas, triptofanas ir fosfoserinas, neutralizuoja laisvuosius radikalus, oksiduojantis §Sioms amino
rugstims [63]. Nustatyta, kad tiek i$ prieSpienio iSskirti kazeino baltymai, tiek iSrtigy baltymai
pasizymi DPPH radikalo neutralizavimo geba, slopina lipidy peroksidacijos procesg ir teigiamai
veikia gelezies apykaitg [64]. Be to, buvo nustatyta, kad k-kazeinas pasizymi prieSvirusinémis
savybémis (prie$ rotovirusg) [65].
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PrieSpienyje taip pat gausu ir kity organizmui naudingy medziagy, kaip riebaluose tirpiy vitaminy
(A, E, D, Ky, B-karoteno), vitamino C, mineraly (kalcio, fosforo, magnio, natrio, kalio, cinko,
gelezies, vario, sieros, mangano ir seleno) [56, 61]. Tai jrodo, jog prieSpienis galéty biiti puikus maisto
papildas ar komponentas nutraceutiky sudétyje, padedantis sustiprinti tiek imuning sistema, tiek
bendra sveiko zmogaus fiziologing bukle [56].

1.2. Biologiskai aktyviy medziagy aktyvumo didinimas

Biologiskai aktyvios medziagos yra jautrios fizinei, cheminei ar fermentinei degradacijai paruos$imo,
laikymo, transportavimo ir vartojimo metu. Be to, kai kurie junginiai pasizymi mazu tirpumu
vandenyje, yra jautriis kar§¢iui, Sviesai bei deguonies poveikiui (pvz., EA, baltymai) [49]. Dél $ios
priezasties, tam, kad buty iSvengta biologiskai aktyviy medziagy degradacijos ir biity iSlaikytas Siy
medziagy aktyvumas iki kol pasieks zmogaus organizme jsisavinimo ar veikimo Zarnyne vietg, yra
pasitelkiami jvairtis imobilizavimo bei jkapsuliavimo (angl. encapsulation) metodai. Imobilizavimas
— tai bioaktyviy medziagy ar lasteliy fizinis jtvirtinimas tam tikroje struktiiroje, i§saugant jy biologinj
aktyvuma bei stabilumg. Jkapsuliavimas — tai fizinio barjero sudarymas, kai bioaktyvios medziagos
ar lastelés yra apgaubiamos tam tikra barjerine membrana ir apsaugomos nuo bet kokio salycio su
aplinka [66]. Taigi, vadovaujantis imobilizavimo bei jkapsuliavimo principais kuriamos jvairios
bioaktyviy komponenty neSikliy sistemos, kaip kapsulés, lipidinés sistemos (pvz., emulsijos,
liposomos ir kt.) ar hidrogeliai, kurios uztikrinty ne tik biologiskai aktyviy medziagy saugy patekima
] Zarnyna, bet ir patogy vartojimo biidg [49].

1.2.1. Jkapsuliavimo sistemos

Kapsulés — tai vienos i$ placiausiai naudojamy bioaktyviy medziagy pernesimo sistemy. Biologiskai
aktyviis komponentai, kurie gali buti tiek hidrofilinés, tiek hidrofobinés prigimties, yra apsupami
biopolimerine membrana, apsaugancia juos nuo iSorés poveikio. Daznai kapsulés yra gaminamos
taikant kompleksinés koacervacijos (angl. coacervation) metodg [49]. Koacervacija — tai procesas,
kurio metu koloidiné sistema, varijuojant salygas (pH, joning jéga, temperatiira, komponenty
tirpuma), yra iSskirstoma j dvi fazes. Fazé turinti daugiau koloidiniy daleliy vadinama koacervatu, o
likusi tirpalo dalis — pusiausvirgja faze. Koacervatai gaunami j polimero tirpalg pridéjus
dehidratuojancio agento (pvz., natrio sulfato ar etanolio) — tai paprastoji koacervacija. Kompleksinés
koacervacijos atveju koacervatai gaunami, kai dvi prieSingy kriviy dalelés (pvz., baltymai,
polisacharidai, pavirSiaus aktyviosios medziagos) dél elektrostatiniy jégy vandeniniame tirpale
sudaro kompleksus [67].

Bioaktyviy medziagy jkapsuliacijai dazniausiai taikomas kompleksinés koacervacijos principas. Sis
biidas taikomas liuteino, likopeno, vitaminy, antioksidanty, probiotiky, EA, skoniniy bei aromatiniy
komponenty jkapsuliavimui j mikrokapsules [49, 68]. Kompleksinés koacervacijos metodo taikymas
meéty EA jkapsuliacijai pavaizduotas 1.3 pav.

Metodo principas yra paprastas. | vandeninj Zelatinos tirpalg (1-10 %, 40-60 °C temperatiiros)
lasinama Siek tiek etanolio, kad susidaryty dvi fazés. EA gali buti pridedamas faziy atskyrimo metu
arba po jos, bet kokiu atveju miSinj nepertraukiamai maiSant. Véliau j koloidin;j tirpalg papildomai
pridedama anijoninio polimero (Siuo atveju gumiarabiko). Sumazinus pH iki 4,5, pradeda formuotis
koacervaty aplink EA laselius mikrokapsulés, t. y. teigiamai jkrautos Zelatinos molekulés suformuoja
kompleksus su neigiamai jkrautu gumiarabiku ir jos padengia EA laSelius. Svarbu paminéti, jog
ikapsuliuojama medziaga turi biti netirpi koloidingje terp¢je [68].
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1.3 pav. Kompleksinés koacervacijos mechanizmas méty EA jkapsuliacijai (modifikuota pagal [68])

Kompleksinés koacervacijos taikymas turi ir minusy. D¢l proceso metu naudojamy auksty
temperatiry, galimi lakiyjy komponenty nuostoliai. Be to, $iy daleliy stabilumo padidinimui daznai
naudojamas glutaraldehidas, kuris yra toksiskas [68].

Emulsijos — tai dispersiné sistema, sudaryta i§ dviejy tarpusavyje nesimai$anciy skysciy, t. Y.
dispersinés fazes, kuri yra smulkiais laSeliais pasiskirsciusi dispersingje terpéje. Pagal dispersiSkuma
susidariusios emulsijos yra skirstomos taip: paprastosios, mikroemulsijos ir nanoemulsijos.
Mikroemulsijos ir nanoemulsijos ypac¢ patrauklios naudojimui dél savo gebéjimo islaikyti stabiluma.
Dalelés dél mazo dydzio pasizymi silpnesnémis Van der Valso traukos jégomis, todél jos neagreguoja
viena su Kita ir emulsijos neissisluoksniuoja [49]. Be to, nanoemulsijos laikomos potencialiomis
bioaktyviy medziagy pernasos sistemomis, kadangi dél mazo laseliy dydzio (20—200 nm) pagerina
lipofiliniy medziagy perdavimg per biologines membranas [69]. Nanoemulsijos placiai naudojamos
lipofiliniy medziagy (EA, polifenoliniy junginiy, antioksidanty bei antimikrobiniy medziagy)
stabilizavimui [49, 69].

Emulsijy stabilumui ir jy savybéms itakos turi: emulsiklis, kuris naudojamas tarpfazinio pavirSiaus
stabilizavimui; emulsijos sudétis; emulsiklio ir lipofilinés medziagos santykis; papildomos
medziagos ir homogenizacijos salygos [49]. Emulsijy stabilumui yra svarbu parinkti tinkamg
stabilizatoriy. Maisto pramonéje dazniausiai naudojamos pavirSiaus aktyviosios medziagos yra
vairiis polisorbatai, cukraus esteriai, lecitinas arba biopolimerinés medZziagos (natiiralios gumos,
augalinés ar gyvininés kilmés baltymai ir modifikuotas krakmolas). Taip pat svarbu ir pasirinktas
emulsijy gamybos budas, nes nuo jo priklauso susidaranciy daleliy dydis. Emulsijy (ypatingai
nanoemulsijy) gamybai dazniausiai yra naudojami daug energijos reikalaujantys procesai, kaip
homogenizacija auk$tu slégiu ar naudojant greitaeiges rotorines sistemas. Taip pat stabilioms
emulsijoms gauti gali biiti naudojami ir mazai energijai imliis metodai, kaip tirpikliy sumaiSymas,
spontaninis emulsifikavimas ir faziy inversija [69].

Emulsinés sistemos daznai naudojamos EA stabilizavimui. Sios sistemos leidzia uztikrinti EA
biologinio aktyvumo iS$saugojima bei lengva iterpima j maisto produkty struktiiras, paslepiant stipry
skonj bei aromatg. Tiek mikrokapsuliy gamyba, tiek emulsijy ruoSimas gali paskatinti platesnj
lipofiliniy medZiagy panaudojimg skystuose produktuose, t. y. lipofilines medZiagas galima paversti
tirpiomis [70]. Pavyzdziui, eugenolio nanodalelés sékmingai buvo disperguotos piene [71], terpeny
ir D-limoneno nanoemulsijos buvo jterptos j kriauSiy ir apelsiny sultis [72], 0 pagamintos
metilceliuliozés dangos su gvazdikéliy ir raudonéliy EA nanoemulsijomis, buvo panaudotos
pjaustytos duonos realizacijos laiko prailginimui [73].
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1.2.2. Hidrogelinés sistemos

Hidrogeliai — tai tridimensinés struktiiros, sudarytos i§ hidrofiliniy polimeriniy molekuliy. Sios
struktiiros formuojasi, kai tarp polimery susidaro kovalentinis ry$ys arba nekovalentin¢ saveika. Sios
struktiros geba kaupti dideli vandens kiekj, t. y. geliy tiiris gali padidéti iki 30 karty ir vis dar iSlaikyti
savo struktlrg [49]. Hidrogeliai gali biiti gaminami i§ sintetiniy polimery arba nattiraliai gamtoje
randamy polimery. Hidrogeliai gaminami i§ sintetiniy polimery pasizymi tikslia chemine struktiira,
taCiau jie zmogaus organizme gali sukelti uzdegimines reakcijas ir bati toksiskais [74]. Dél Siy
priezasCiy, kuriant nesikliy sistemas naudojami hidrogeliai i§ naturaliy polimery, kaip chitinas,
pektinas, alginatas, agaras, Zelatina ir kt. [74, 75]. IS iy polimery pagaminti hidrogeliai pasizymi
suderinamumu su organizmu, yra netoksiski ir dél organizmo fermenty yra efektyviai hidrolizuojami
[74]. Be to, Sie natairalts polimerai jau seniai naudojami maisto pramonéje, siekiant pagerinti maisto
gaminiy tekstiiros ar juslines savybes. D¢l gamtiniy polimery gebéjimo formuoti hidrogelines
struktiras, jy panaudojimo jvairové didéja tokiose srityse, kaip farmacija, medicina, kosmetikos
pramoné ar net zemdirbysté. Hidrogelinés sistemos naudojamos ne tik veikliyjy medziagy nesikliy
kiirimui, bet ir kaip 1éto vandens atpalaidavimo sistemos, skirtos augaly drékinimui zemés tikyje [75].

Hidrogeliai yra gaminami i§ makromolekuliy, turin¢iy savo sudétyje hidrofilines grupes (OH, COOH,
SO3H, CONH ir CONHy). I8 $iy polimery paprastai formuojamos geliy struktiiros, kurios naudojamos
baltymy, probiotiky imobilizavimui bei kity farmaciniy preparaty gamybai [74]. Vaisty pramonéje
hidrogeliai strukttirinami jvairiai: mikroskaléje (1-1000 pm) ir nanoskaléje (50-200 nm) [76].
Skirtingai nei kity medZziagy neSikliy sistemos (mikrodalelés ar emulsijos), hidrogeliy gamyba
pasizymi Svelniomis temperatiirinémis salygomis, reikalingomis jautriy Siam faktoriui komponenty
(pvz., baltymy ar peptidy) imobilizavimui. Hidrogeliy gamyba gali biiti vykdoma Zemose
temperatiirose ir vandeningje aplinkoje. Tuo tarpu emulsijy ar mikrodaleliy gamybos metu taikomos
salygos galéty pakenkti baltymams, nes jy gamybos metu naudojami organiniai tirpikliai ar
homogenizacijos procesai [77]. Hidrogeliy, kaip medziagy pernesimo sistemy, savybés leidzia
kontroliuoti medziagos atpalaidavima 1§ jy struktiiros priklausomai nuo aplinkos pH, temperatiiros ar
joninés jégos. Sie veiksniai, priklausomai nuo hidrogelio sudéties, gali turéti jtakos hidrogeliy
struktiros pokyciams, t. y. skatinti jy susitraukimg arba brinkimo procesa. Dazniausiai Siuo tikslu
naudojami pH jautris hidrogeliai, kurie geba nunesti bioaktyvy komponenta iki atitinkamos Zarnyno
dalies, pvz., plonosios zarnos ar storosios zarnos. Atsidirgs plonojoje ar storojoje Zarnoje nesiklis dél
pH poveikio ima brinkti ir atpalaiduoti i§ struktiiros bioaktyvius komponentus [76].

Hidrogeliy savybés priklauso nuo naudojamo polimero tipo, geliy struktiros formavimosi
mechanizmo ir daleliy jame formavimosi btido [77]. Yra iSskiriami cheminiai ir fiziniai geliy
gamybos budai. Taikant cheminius gamybos budus, papildomai naudojami reagentai sudaryti
kovalentinius rySius tarp polimery funkciniy grupiy, pvz., glutaraldehidas, adipo raigsties
dihidrazidas. Fiziniai geliy gamybos biidai naudojami baltymy ir 1gsteliy imobilizavimui bei kity
produkty maisto pramonéje gamybai [78]. Geliy poréta struktirag formuoja nekovalentiniai rySiai
(hidrofobiné sgveika, joninés sgveika, vandeniliniai rySiai) [77]. ISskiriami tokie fiziniai geliy
formavimosi budai: kaitinant ir Saldant polimero tirpala; joninés sgveikos formavimasis, pridedant
dvivalen¢iy ar trivalen¢iy jony, kompleksiné koacervacija; vandeniliniy rySiy formavimas
reguliuojant pH ir aukStos temperatiiros naudojimas [78].
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1.3. Hidrogeliy struktiirinimo galimybés
1.3.1. Obuoliy iSspaudy panaudojimo galimybés hidrogeliy ruoSimui

Apie 25-30 % obuoliy pasaulinés produkcijos yra perdirbama j produktus, kaip sultys, vynas, dZzemas
ir kt. Obuoliy sul¢iy gamyba sudaro didziausig rinkos dalj ir sunaudoja ~ 65 % perdirbimui skirty
obuoliy [79]. Po sul¢iy gamybos lieka apie 20-30 % antriniy obuoliy produkty (iSspaudy), sudaryty
i§ minks$timo audiniy, odeliy (~ 13%), sékly (4—7 %) ir stieby liku¢iy [47]. ISspaudos, kaip antriniai
produktai sudaro ~ 10-12 min. tony per metus ir tik mazoji dalis i§spaudy yra panaudojama gyvuliy
pasarams gaminti ar atskiry komponenty ekstrakcijai, kaip fenoliniai junginiai ar maistinés skaidulos
(8iuo metu perdirbama j pekting) [37, 47, 79, 80].

Obuoliy iSspaudose, kaip jau minéta 1.1.2. skyrelyje, yra gausu ne tik antioksidanty , bet ir maistiniy
skaiduly (pektino, celiuliozes, hemiceliuliozés ir lignino), ir mazais kiekiais baltymy, vitaminy bei
mineraly. Todél vis didesnis démesys skiriamas obuoliy i§spaudy platesniam panaudojimui vystant
funkcionalius maisto produktus. Be to, obuoliy i$spaudos pasizymi mazu kaloringumu ir funkcinémis
savybémis. Obuoliy iSspaudos gali biiti naudojamos, kaip tir§tinimo ar gelinimo agentas bei drékiklis
(angl. humectant). Taip pat obuoliy i$spaudos produktui gali suteikti spalva, aromatg bei pagerinti
skonines savybes [79]. Obuoliy i$spaudy priedai buvo panaudoti kepiniy [79, 81], vaisiniy
drebuciy [82], dZemy gamyboje [79] bei pieno pramonéje tekstiiros stabilizavimui [83]. Taip pat
obuoliy i$spaudos buvo panaudotos konditerijos, mésos bei ekstruduoty gaminiy sudétyje, siekiant
juos praturtinti mastinémis skaidulomis [79]. G. Royer ir kt.[82] pagamino i§ obuoliy iSspaudy ir
svarainiy drebucius (be papildomo tirstiklio), keiciant svarainiy kiekj, cukraus koncentracija ir
terminio apdorojimo trukme. X. Wang ir kt. [83] iStyré, jog liofilizuoty obuoliy i$spaudy milteliy
priedas (1 %), jbertas j jogurto gamybai skirtg piena, leido iSgauti tvirtesnés konsistencijos jogurto
gelius. Sias obuoliy i§spaudy struktiirinimo savybes lemia jy sudétyje esanios pektininés medziagos,
kurios maisto pramongje seniai naudojamos, kaip geliacijos, tir§tinimo, stabilizavimo ir emulgavimo
priedas [84]. Obuoliy iSspaudose pektino kiekis svyruoja nuo 13-39 % [83]. I$ obuoliy isskirtas
pektinas pasizymi geresnémis geliy formavimo savybémis nei citrusiniy vaisiy pektinas (placiau apie
pektino geliy formavimasi 1.3.2. skyrelyje) [85]. Taip pat pektinas, dél gelinimo savybiy, biologinio
suderinamumo ir skaidumo naudojamas farmacijos pramonéje, kuriant veikliyjy medziagy nesiklius
bei kitus produktus [47].

1.3.2. Hidrokoloidai geliy struktiiry formavimui

Maisto pramonéje geliy formavimui daZniausiai yra naudojami polisacharidy ir baltyminiy medZiagy
hidrokoloidai [86]. Hidrokoloidai — tai hidrofiliniai polimerai, gebantys formuoti geliy struktiirg
vandenyje [75, 87]. Guminuky ir drebu¢iy gamyboje dazniausiai yra naudojami tokie hidrokoloidai,
kaip Zelatina, krakmolas ir pektinas. Taip pat maisto tikslams naudojami ir kiti gelius formuojantys
hidrokoloidai, kaip agaras, gumiarabikas, karagenanas ir kt. [86]. Be to, kaip jau minéta 1.2.2.
skyrelyje, ivairts hidrokoloidai yra naudojami hidrogeliy gamybai, kuriant bioaktyviy medziagy
perneSimo sistemas. Tokiy neSikliy gamybai daZniausiai yra naudojami polisacharidai, kaip
chitozanas, alginatas, pektinas, dekstranas ir kt. [66, 88]. Kiekvienas hidrokoloidas pasizymi savitu
geliy formavimosi mechanizmu bei jtaka ne tik formuojamo gaminio tekstiirai, bet ir jo juslinéms
savybéms [86].

Zelatina — tai dalinés kolageno hidrolizés produktas, gautas i§ gyvuliy kauly, odos ir jungiamuyjy
audiniy [86]. Pats kolagenas yra trigubos spiralinés struktiiros baltymas (300 kDa ), sudarytas i$ trijy
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tarpusavyje susijungusiy segmenty (o-grandiniy). Kolageno trigubg spiraline strukttirg lemia trijose
a-gradinése pasikartojancios glicino, prolino ir hidroksiprolino amino riigsciy sekos. Kolagenas
Zelatinos gamybos metu yra suhidrolizuojamas j skirtingo molekulinio svorio baltymy fragmentus:
a-granding (90—110 kDa), B-granding (dvi kovalentiSkai sujungtos a-grandines, 180-220 kDa) ir y-
granding (tris kovalenti$kai sujungtas a-grandines, 270-300 kDa) [89]. Trigubos kolageno spiralés
segmentai yra svarbiis formuojant zelatinos gelius, kadangi jie sudaro kryzmines jungtis ir taip
suformuoja trimate geliy struktiira. Zelatina formuoja temperatiirai jautrius gelius, kaitinant ir
vésinant vandeninj Zelatinos tirpalg. PaSildzius Zelatinos tirpalg vir§ 40 °C temperatiiros, iSyra
trigubos spiralés struktira Zelatinos gelyje, 0 suirus intramolekulinams ir intermolekuliniams
vandeniliniams rySiams susidaro viengubos spiralinés polipeptidinés grandinés. Vésinant zelatinos
tirpalg (~ 36 °C), Sios viengubos grandinés atgal susisuka j trigubg spiraling struktiirg (zr. 1.4 pav.).
Be to, jei zelatinos koncentracija tirpale vir$ija kriting riba, trigubos spiralinés strukttiros persidengia,
suformuodamos tinkling struktiirg. Susiformave zelatinos geliai pakaitinti praranda standuma, t. y.
tinkliné struktra ir trigubos spiralés suyra [75, 89].

5 g ?%ﬂ Saldymas
59?% Kaitinimas

\/1engubos spiralés Tinkliné struktiira

1.4 pav. Zelatinos geliy susidarymas [89]

Zelatinos geliy susidarymui jtakos turi Zelatinos koncentracija, temperatiira, pH ir medZiagy priedai
[89]. Zelatinos stingimo temperatiira yra Siek tiek aukStesné nei kambario temperatiira, todél tai
salygoja ilgg gelio susidarymo trukme (12—16 val.) [75]. Zelatinos tirpalas yra stabiliausias esant 5—
6 pH vertéms. Nukrypus nuo $iy pH ver¢iy, zelatinos geliy tvirtumas mazéja [86].

Maisto pramong¢je drebuciams sudaryti naudojama Zelatinos koncentracija yra ribose nuo 1 iki 5 %,
o guminuky gamybai, siekiant sudaryti tvirtg ir elastingg tekstiirg, naudojamas didesnis Zelatinos
kiekis (5-10 %) [75, 86]. Zelatina taip pat naudojama ir farmacijos pramonéje kietyjy bei minkstyjy
kapsuliy gamyboje [89].

Pektinas — tai augalinés kilmés polimeras, sudarytas i§ linijinés struktiiros makromolekuliy grandziy.
Pektinas sudarytas i§ D-galakturono riigsties likuciy, sujungty a-1,4 glikozidiniu rysiu. Sios rigstys
turi karboksigrupiy, kurios pektine nattiraliai gali buti pakeistos metilo esteriais arba ekstrakcijos
metu papildomai amidintos [90].

Pektino geliy savybés priklauso nuo esterifikacijos laipsnio. Jei daugiau nei 50 % pektine esanciy
karboksigrupiy yra metilintos (auksto metoksilinimo laipsnio pektinas), tai geliy susidarymui reikia
rugstinés terpes (pH 3) ir papildomai cukraus (~65 %). Jei pektine yra maziau nei 50 % metilinty
karboksigrupiy (zemo metoksilinimo laipsnio pektinas), tai geliy formavimuisi reikia Ca?* jony [91].
Auksto metoksilinimo laipsnio pektine geliy struktiiros formavimg lemia vandeniliniy rySiy
susidarymas tarp laisvy karboksilo ir hidroksilo grupiy kaimyninése pektino molekulése. Pektino
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molekulése laisvos karboksigrupés neutraliuose ar lengvai partig§tintuose tirpaluose yra jonizuotos
(turi neigiamg kriivj). Mazinant tirpalo pH karboksigrupés protonizuojasi, todél sumazéja
makromolekuliy neigiamas kriivis ir stimos jégos tarp jy. Taip pat sumazéja ir hidratacija, nes
sacharoz¢ konkuruoja dél vandens suriSimo su pektinu. Tokios salygos neleidzia pektinui biiti
disperguotoje biisenoje, todel véstant pektino tirpalui dehidratuotos pektino molekulés formuoja
vandenilinius rySius ir persidengimo zonas, tokiu biidu susidarant geliy struktiirai [86, 90]. Optimalus
pH geliy formavimui varijuoja tarp pH 2,9 ir pH 3,6. Esant Zemesnei pH vertei nei pH 2,9 gali jvykti
pektino hidrolizé ir gaminyje pasireiksti sinerezés procesas. Taip pat metoksilinimo laipsnis turi
jtakos ir stingimo temperatiirai. Kuo didesnis esterifikacijos laipsnis, tuo aukStesné stingimo
temperatura (75-85 °C), taip pat, kuo didesné cukraus koncentracija, tuo auksStesné stingimo
temperatiira [86]. Zemo metoksilinimo laipsnio pektinas gelius formuoja dél susidariusios sgveikos
tarp gretimy pektino polimeriniy grandiniy per Ca®* jonus. Ca?* saveikauja su poligalakturonato
molekulése esan¢iomis karboksirtig§timis (Zr. 1.5 pav.) [90]. Geliy susidarymui cukrus néra bitinas
komponentas, taciau nedidelis cukraus kiekis (10-20 %) gali sumazinti sinereze ir suteikti gaminiui
norimas tekstiiros savybes.

A O

OH Is}

o0
o Ho O/ﬁ?/o
0 00 OH
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1.5 pav. Geliy susidarymas zemo metoksilinimo laipsnio pektine [90]

Maisto pramong¢je daugiausiai yra naudojamas auk$to metoksilinimo laipsnio pektinas. Guminuky
gamyboje tvirtos geliy struktiiros formavimui yra naudojama 1-2 % pektino. Zemo metoksilinimo
laipsnio pektinas taip pat yra naudojamas, kai norima eliminuoti gaminyje riigsty skonj [86].

Agaras — kompleksinis polisacharidy (agarozés ir agaropektino) miSinys, iSgaunamas i§ jiiros
dumbliy [75]. Agaras, kaip Zelatina ir pektinas, maisto pramonéje yra naudojamas geliy tipo
struktiiros saldainiy gamyboje [86].

Agaro geliams susidaryti uztenka 1-2 % agaro. Agaro geliy susidarymo mechanizmas yra panasus }
zelatinos geliy susidarymo mechanizmg. Pirmiausia agaras brinkinamas, tirpinamas kaitinant (iki
virimo), po to ausinamas. Austant (~35-40 °C temperatiiroje) susiformuoja dvigubos spiralinés
struktiiros, kurios véliau sudaro tridimensing geliy struktiira. Agaras sustingsta 12-16 val.
laikotarpyje. Agaras suformuoja skaidrius, kietus ir trapius gelius, kuriems budinga sinerezé [75, 86].

1.3.3. Saldinanc¢iyjy medziagy jtaka hidratuoty geliy struktiiros formavimui

Daugumos maisto pramongje gaminamy gelinés strukttiros produkty (zelés, guminuky, saldymedzio
saldainiy) ruoSimui naudojami saldikliai bei saldinancios medziagos (pvz., cukrus). Saldikliai
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gaminiui suteikia ne tik malony saldy skonj, bet ir turi jtakos geliy struktiiros formavimuisi, lemia
galinio produkto tekstiirg bei iSvaizda [92] .

Tradiciskai hidratuoty geliy gamybai, be pasirinkto hidrokoloido, yra naudojamos saldinancios
medziagos, kaip sacharozé ir gliukozés sirupas [86]. Gaminant guminukus ar zelé saldainius daznai
naudojami §iy dviejy medziagy miSiniai, pvz., gaminant saldainius su Zelatina sacharozés naudojama
31-34 %, o gliukozés sirupo 37-42 %; gaminant saldainius su pektinu sacharozé sudaro 30-36 %, 0
gliukozés sirupas 3640 % [86]. Cukrus padidina gelio tvirtumg bei paaukstina stingimo ir lydymosi
temperatiras. Gliukozés sirupas neleidzia kristalizuotis sacharozei, taip pagerinama gaminio
struktiirg (nesijaucia cukraus griiddeliy). Kaip jau minéta, kai kuriais atvejais cukrus netgi biitinas geliy
struktiirai susidaryti (pvz., pektino atveju) [86, 90]. Taip pat ir Zelatinos gaminiy ruoS§imo metu buvo
stebima teigiama sacharozés ir gliukozés sirupo jtakg struktiros formavimuisi ir jos pokyc¢iams
laikymo metu. Cukraus priedas j Zelatinos gelius padidina gelio tvirtumg. Tai aiskinama tuo, kad
susidarius vandeniliniams rySiams tarp vandens ir hidrokoloido molekuliy, pageréja tinklinés
struktiiros formavimasis [93, 94]. Taip pat dél cukraus poveikio padidéja ir gelio stabilumas laikymo
metu, nes cukrus padidina stingimo bei lydymosi temperatiiras [86].

Be to, kuriami ir becukriai geliy struktiiros gaminiai su saldikliais (polioliais). Tuo tikslu cukrus
dazniausiai yra kei¢iamas mazo kaloringumo saldikliais, kaip maltitolis ar sorbitolis. Saldiklio
pasirinkimas priklauso nuo norimo gaminio saldumo, kaloringumo, teksttiros savybiy ir kainos [86].
Sorbitolis yra vienas i$ labiausiai naudojamy polioliy, leidziantis pakeisti cukry kramtomosiose
gumose, tabletése ar saldainiuose. Taip pat jis naudojamas ir kity produkty, skirty diabetu sergantiems
Zzmonéms ruoSimui, kadangi sorbitolis nesukelia staigaus gliukozés kiekio padidéjimo kraujyje [95].

1.4. Biologiskai aktyviy medZiagy pernesimo sistemy atpalaidavimo savitumai

Zmogaus organizme didzioji dalis maistiniy medZiagy yra jsisavinama Zarnyne, o tiksliau - didZioji
dalis medziagy (~ 95 %) yra absorbuojama plonojoje zarnoje [76]. Dél Sios priezasties, daugumos
kuriamy bioaktyviyjy komponenty jmobilizavimo bei jkapsuliavimo sistemy tikslas yra apsaugoti
veikliaja medziaga (pvz., baltymus, peptidus, probiotikus, vitaminus ir kt.) nuo virSutinio
virSkinamojo trakto dalies poveikio, kad nepakites ir iSlaikgs savo biologinj aktyvuma pasiekty
jsisavinimo bei fiziologinio veikimo vietg [49, 76].

Kaip jau minéta (Zr. 1.2. skyriy), kuriamos jvairios jkapsuliavimo bei imoblizavimo sistemos
bioaktyviy komponenty apsaugai. Svarbiausi aspektai renkantis medziagas iy sistemy gamybai yra
mechaninis atsparumas, jautrumas pH ir jautrumas Zarnyno mikroflorai. MedZiagos, i§ kuriy
gaminami bioaktyviy medziagy neSéjai, turi buti atsparlis slégiui, kuris susidaro virSutinéje
virSkinamojo trakto dalyje, taCiau turi sugebéti suirti prie to slégio, kuris yra plonojoje zarnoje ar
storojoje zarnoje. Taip pat svarbus jautrumas pH. Medziagos, kurios naudojamos kapsuliy ar
hidrogeliy gamyboje, turi biti atsparios riigStiniam skrandzio pH, taiau iSirti Sarmingje terpéje,
budingoje zarnynui [49]. Pastaruoju metu didziausias démesys yra skiriamas storosios Zzarnos, kur
esant Sarminei terpei gali pasireikSti sunkiai kontroliuojami puvimo bakterijy sukelti procesai,
susirgimy prevencijai. Tuo tikslu didelis démesys telkiamas sukurti hidrogelines bioaktyviy
medziagy imobilizavimo struktiiras, leidziancias atsipalaiduoti veikliosioms medziagoms Sarminéje
terpéje. Hidrogelius formuojancios medZziagos (priklausomai nuo pH) geba jonizuotis ir jgyti tam
tikrg kravj. Tai lemia elektrostatiniy stimos jégy atsiradimg tarp struktiirg formuojanciy
makromolekuliy ir struktGros suirimg esant atitinkamai pH terpei (Zr. 1.6 pav.) [76]. Taip pat,
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kiekvienoje Zarnyno dalyje yra tam tikra specifiné mikroflora, todél parenkant medziagas
imobilizavimui svarbu, kad jas skaidyty specifiniai mikrofloros isskirti fermentai (pvz.:
B- gliukuronzidaze, B-ksilozidazé, a-arabinozidazé, p-galaktozidaze, nitroreduktazé, azoreduktaze,
deaminazé ir kt.) [66]. Tokiu biidy galima pasiekti, kad neSiklis suirty atitinkamoje zarnyno dalyje,
kurioje bus pasiektas pageidaujamas veikliosios medziagos poveikis [49].

Imobilizuotas baltymas
hidrogelyje

pH1-3

*  Virskinimo fermentai (pvz. pepsinas)

*  Maza medziagy absorbcija

* Baltymy hidrolizé

Plonoji Zarna \ '

+ pH6-75 i~ Noce

*  Maisto medziagy absorbcija \ ?/ \ %

Storoji Zarna % Q /

« pHS55-7 : x/-\

*  Vyksta vandens ir mineraliniy medziagy \ N
absorbeija ®,

* Bakteriné mikroflora sintetina fermentus

nesuvirSkinty medziagy degradacijai Atpalaiduotas baltymas

1.6 pav. Virskinamojo trakto sudétis ir savybés [76].

Biologiskai aktyviy medziagy atpalaidavimo vertinimui yra naudojami in vitro vir§kinimo sistemos
modeliai ir in vivo eksperimentai. In vivo eksperimentai yra tikslesni, nes eksperimentams naudojami
gyvinai (kiaulés, pelés, Ziurkés ir triusiai), kuriuose atitinkamo preparato bioaktyvios medziagos
jsisavinimas stebimas kraujyje [76] Taciau dazniausiai naudojami in vitro tyrimo metodai, kurie pagal
sudétingumg yra skirstomi j statinius ir dinaminius. Statiniai atpalaidavimo metodai yra praktiski,
nebrangiis ir nereikalauja specialios jrangos [49]. Uztenka suspenduoti tiriamajj méginj simuliacinése
skrandzio (~ pH 1,2) ar zarnyno sultyse (~ pH 7,5) ir tirti atpalaiduoty medziagy koncentracijas
tirpaluose [76]. Naudojant statinius modelius, galima vienu metu vertinti kelis méginius. Kita vertus,
dinaminiai vir§kinimo sistemos modeliai leidzia tiksliau imituoti Zzmogaus virSkinamojo trakto darba,
t. y. gali imituoti peristaltikos judesius, realiu laiku reguliuoti pH ir virskinimo fermenty
koncentracijas. In vitro eksperimentai, atlikti tiek statinése tiek dinaminése salygose, daznai yra
pranasSesni nei in Vivo, nes néra etiniy problemy dél gyviiny naudojimo, rezultatai gaunami greitai,
galima imti méginius bet kuriuo proceso metu ir galima gauti atsikartojancius rezultatus [79].

1.5. Literatiirinés apZvalgos apibendrinimas

Dauguma per maista plintanciy patogeniniy mikroorganizmy, kaip B. cereus, E. coli, S. aureus ir kt.,
yra i§vyste atsparumg antibiotikams. Sie patogenai pateke j Zmogaus organizmg kolonizuojasi
zarnyne ir sukelia pavojingus gyvybei virSkinamojo trakto sutrikimus. Todé¢l intensyviai ieSkoma
natiiralios kilmés antimikrobinémis savybémis pasizymin¢iy medziagy, kurios stabdyty patogeny
dauginimasi ir neturéty nepageidaujamy Salutiniy efekty. Eteriniai aliejai ir prieSpienis, dél savo
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cheminés sudéties pasizymi ne tik antibakteriniu poveikiu prie§ patogenines bakterijas, bet kartu
pasizymi stipriu antioksidaciniu aktyvumu prie§ laisvuosius radikalus. Todé¢l S§iy medziagy
potencialus panaudojimas prasiplecia ne tik kuriant alternatyvius antimikrobinius priedus, bet ir
kuriant nutraceutikus, praturtintus naudingais antioksidantais ir baltymais. Vienas i§ galimy
sprendimy biity efektyviy ir patogiy vartojimui hidrogeliy tipo nutraceutiky kirimas. Hidrogeliy
struktiiros farmacijoje yra placiai vystomos bioaktyviy komponenty pernesimui j jy tiksling vieta —
zarnyng. Hidrogeliy struktiroms kurti jprastai naudojami hidrokoloidai, kaip pektinas, agaras,
zelatina, chitinas ir kt. TaCiau Siuo metu yra atkreipiamas démesys ] prebiotinémis savybémis
pasizymincias skaidulines medziagas, kurios galéty biiti panaudojamos hidrogeliy struktiirinimui ir
atlikty savo fiziologine paskirti. Vienas i tokiy sprendimy biity obuoliy iSspaudy panaudojimas,
kurios maisto pramonéje kasmet sudaro milijonus tony atlieky, taip kuriant aplinkai tvarius
sprendimus. Siekiant suteikti produkto vartotojui priimtinas savybes, obuoliy i$spaudose esanc¢ios
pektininés medziagos gali biiti kombinuojamos su jprastiniais hidrokoloidais. Mazo kaloringumo
saldikliai (pvz., sorbitolis ir kiti polioliai) gali bati puiki alternatyva jusliniy savybiy gerinimui,
pakeiciant saldinancigsias medziagas, tokias kaip cukrus ar gliukozés sirupas.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimo objektai

Tyrimy objektu buvo hidratuoti geliai, skirti potencialiy augalinés ir gyvininés kilmés antimikrobiniy
bei antioksidaciniy komponenty imobilizavimo galimybiy paieskai jvairiy obuoliy perdirbimo
produkty (obuoliy milteliy ir obuoliy iSspaudy) struktiirose.

Hidratuoty geliy ruoSimui naudotos tokios pagrindinés medziagos:

1. gvazdikéliy, ¢iobreliy, mandariny EA ir ,,Eunutritech* EA preparatas, gauti i§ Lietuvos sveikatos
moksly universiteto Farmacijos fakulteto Vaisty technologijos ir socialinés farmacijos katedros
(Sukiléliy pr. 13, LT — 50166, Kaunas);

2. PRB Lactobacillus uvarium (LUHS 245) fermentuotas karvés prieSpienis, gautas i§ Lietuvos

sveikatos moksly universiteto Veterinarijos fakulteto Maisto saugos ir kokybés katedros (Tilzes g.
18, LT — 47181, Kaunas);

3. geliy strukttrinimui i$bandyti jvairts liofilizuoti obuoliy produktai: obuoliy milteliai (2018 m.) ir
obuoliy i§spaudos (2019 m.) pagaminti i§ Ligol veislés obuoliy Lietuvos agrariniy ir misky mokslo
centre Sodininkystés ir darzininkystés institute (Kauno g. 30, LT — 54333, Babtai) (zr. 2.1 pav.). Kaip
matyti 1§ 2.1 pav. obuoliy produktai skyrési spalva. Obuoliy milteliai buvo Sviesios spalvos, o
1§spaudy tamsesné.

2.1 pav. Liofilizuoti Ligol obuoliy produktai: a) milteliai ir b) i§spaudos

Papildomai geliy strukttirinimui naudoti jvairiis stabilizatoriai: agaras, gautas i§ UAB ,,Mondelez
Lietuva Production® (Taikos pr. 88, LT — 51501, Kaunas); pektinas gautas i§ UAB ,,Delona® ir
zelatina ,,Dr. Oetker®. Taip pat struktirai sukurti buvo naudoti ir saldikliai (sorbitolis, maltitolis,
eritrolis) gauti i§ UAB ,Mondelez Lietuva Production* (Taikos pr. 88, LT — 51501, Kaunas).

Be to, geliy ruoSimui naudota citriny rugstis gauta i UAB ,,Eurochemicals®, cukrus ,,Panevézio
plius“ (AB ,,Nordic Sugar®) ir gliukozés sirupas gautas i§ UAB ,Mondelez Lietuva Production®
(Taikos pr. 88, LT — 51501, Kaunas).

Emulsijos eteriniy aliejy imobilizavimui ruostos emulsijos sumaiSant 1,94 g kukurizy OSA-
krakmolo ,,Emsland gruop* su 33,3 ml vandens (temperatiira 90 °C) iki vienalytés konsistencijos. Po
to masé atausinta iki 30 °C temperatiros ir ] jg pridéta 4,8 g skysto EA (Ciobreliy ar gvazdikeliy).
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Turinys homogenizuotas , JKA T25 digital Ultra Turrax* tipo homogenizatoriumi (greitis — 10000
aps./min, trukmé — 5 min.) [96].

Paruosty EA emulsijy imobilizavimas atliktas Lietuvos sveikatos moksly universitete Farmacijos
fakultete naudojant enterosoliubilig (angl. enterosoluble) medziagg ,,Eudragit S 100%. Imobilizuoti
EA liofilizuoti laboratoriniu ,,LyoQuest Telstar* tipo liofilizatoriumi (temperatiira -53 °C, trukm¢é —
24 val.). Imobilizuoti EA méginiai sudéti j sandarius plastiko indelius ir pristatyti tyrimams j KTU.

Hidratuoty geliy ruoSimui (sudéties ir technologiniy parametry parinkimui) buvo renkami
struktiiriniai stabilizatoriai ir saldikliai bei optimalts jy kiekiai. Taip pat siekiant nustatyti jvairiy
obuoliy produkty (milteliy ir i§spaudy) jtaka hidratuoty geliy struktiirizavimui, buvo atlikti gamybos
bandymai dvejais pagrindiniais etapais laboratorinémis saglygomis Maisto mokslo ir technologijos
katedroje.

| etapo metu buvo struktiirizuoti geliai su obuoliy milteliais, o 1l etapo metu geliy struktiirinimui
buvo naudotos obuoliy i$spaudos.

| etape geliai ruosti i§ obuoliy milteliy, iSbandant jvairius stabilizatorius (agara, pekting ar zelating)
ir jy kiekius pagal [75, 86]: ~1 % agaro arba ~1-2 % pektino, arba ~ 1-5 % Zzelatinos (zr. 2.1 lentelg).
Cukraus ir gliukozés sirupo kiekis geliy sudétyse varijavo priklausomai nuo stabilizatoriaus rusies
(10-60 % ir 2060 %, atitinkamai). Citrinos rugsties kiekis gamintuose geliuose buvo pastovus (1%).

2.1 lentelé. Geliy su jvairiais stabilizatoriais (agaru, Zelatina ir pektinu) sudétys, % nuo maseés

Gelio kodas

Komponentas OMALl OMA2 OMZ1 OoMZ2 OMP1 OMP2
Obuoliy milteliai 10 10 10 10 10 10

ipalas
’(Aig;r(;) tII<Fc)>€:1centracijos) 20 20 - - - -
Zelatina _ _ 2 2 B _
Pektinas _ _ _ B 5 5
Cukrus 10 _ 35 B 60 ~
Gliukozeés sirupas 30 40 20 55 B 60
Citriny riigstis
(50 %qkongcentracijos) 1 1 1 1 1 1
Vanduo 29 29 32 32 27 27

*OMAL1/ OMAZ2 — geliai i§ obuoliy milteliy ir agaro; OMZ1 / OMZ2 — geliai i$ obuoliy milteliy ir zelatinos; OMP1 /
OMP2 — geliai i§ obuoliy milteliy ir pektino. Skaiiai nurodo gamintus geliniy struktiiry variantus.

Geliy ruosimas priklausé nuo naudoto stabilizatoriaus riSies. RuoSiant gelius su agaru ir Zelatina,

galima i$skirti tris technologines operacijas:

1. pirmiausiai buvo ruosiamos zaliavos (brinkinami ir tirpinami stabilizatoriai bei ruosiami saldikliy

ir citrinos riigsties tirpalai);

2. ruoSiama mase, sumaisant visus receptiiros komponentus (obuoliy miltelius, saldiklj, vanden; ir
galiausiai iSbrinkusj stabilizatoriy,) bei kaitinant ir koncentruojant iki ~70 % s. m.;
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3. galiausiai mase buvo atauSinta iki 70 °C temperatiiros ir sumaiSyta su 50 % citrinos riigsties tirpalu.
Geliy su pektinu ruosimo metu galima i$skirti dvi technologines operacijas:

1. miSinio 1§ liofilizuoty obuoliy milteliy, cukraus / gliukozés sirupo, pektino ir vandens ruoSimas
kaitinant ir koncentruojant iki ~ 70 % s. m.;

2. masés atvésinimas iki 70 °C temperatiros ir maiSymas su citriny ragsties priedu (50 %
koncentracijos tirpalu).

Toliau pateiktas iSsamus geliy su jvairiais stabilizatoriais apraSymas.

Ruosiant gelius su agaru, pirmiausiai buvo ruostas 1,3 % agaro tirpalas, brinkinant agarg kambario
temperattiros vandenyje (trukmé — 1 val.). Po to ruostas agaro sirupas, kaitinant brinkintg agara (su
vandeniu) 100 °C temperatiiroje. Lygiagreciai buvo ruostas sirupas i§ cukraus ir gliukozés sirupo,
kaitinant 90 °C temperatiiroje. Po to | paruosta sirupa sudéti obuoliy milteliai, agaro sirupas, citriny
rugsties tirpalas ir vanduo. Gautas receptiirinis misinys kaitintas iki virimo (trukmé — 1 min.), maiSant
iki vienalytés konsistencijos. Gauta masé i$pilstyta j petri 1éksteles ir méginiai palikti 1 val. atausti
kambario temperatiiroje ir struktiirinimui 24 val. Saldytuve (+4 °C temperatiiroje).

Ruosiant gelius su Zelatina, pirmiausiai Zelatina buvo brinkinama Saltame vandenyje (trukmé — 30
min.) ir po to tirpinama Kaitinant ~ 60-70 °C temperatiiroje, kol suskystés. Lygiagre¢iai ruostas
sirupas 1§ cukraus, gliukozés sirupo ir vandens, kaitinant 90 °C temperatiiroje. | pagaminta sirupa
sudedami obuoliy milteliai ir Zelatinos tirpalas. Gautas receptiirinis misinys buvo kaitinamas iki 90 °C
temperatiiros (trukmé — 1 min.) maisSant iki vienalytés konsistencijos. Galiausiai buvo jpiltas 50 %
citriny ragsties tirpalas. Paruosti geliy su Zelatina méginiai buvo i8pilstyti j petri 1éksteles ir palikti 1
val. atausti kambario temperatiiroje ir struktirinimui 24 val. Saldytuve (+4 °C temperatiiroje).

Geliams su pektinu buvo ruosiami du skirtingi sirupai: su cukrumi, arba su gliukozés sirupu.
Pirmiausiai buvo sumaiSomi visi sausi ingredientai, po to jpylus vandens miSinys buvo kaitinamas
(100 °C temperatiiroje, trukmé — 5 min), maiSant iki vienalytés konsistencijos. Paruosta masé buvo
atvésinta ir sumaiSyta su citrinos riigsties tirpalu. Paruosti geliy su pektinu méginiai buvo iSpilstyti |
petri léksteles ir palikti 1 val. atausti kambario temperatiiroje ir struktiirinimui 24 val. $aldytuve (+4
°C temperatiroje).

Palyginus pagaminty geliy su jvairiais stabilizatoriais tekstiirg akustiniu lygio matuokliu (pagamintu
IDV ,,Matmuo*), tolesnio eksperimento metu pasirinkta gelius ruosti su Zelatina.

Toliau geliams ruosti buvo renkami mazo kaloringumo saldikliai (sorbitolis, maltitolis ir eritritolis)
ir jy kiekiai, salygojantys geriausios gelio struktiiros susidaryma. Taip pat buvo tikslinami sudétyse
zelatinos ir obuoliy milteliy kiekiai (Zr. 2.2 lentelg). Kontroliniai hidrogeliy méginiai ruosti su
gliukozés sirupu ir cukrumi. Geliy gamyba su Zelatina ir testuojamais saldikliais vyko analogiSku
biidu, kaip apraSyta I etapo metu.

Paminétina, kad geliy tekstiira su kai kuriais saldikliais buvo per kieta ir jos vertinimui netiko
akustinis klampos matuoklis (IDV ,,Matmuo®). Ivertinant tai, $io ir kity eksperimento etapy metu
geliy teksturos vertinimui naudotas ,,TAXT plus Texture Analyser* tipo tekstiiros analizatorius.

29



2.2 lentelé. Geliy su jvairiais saldikliais (sorbitoliu, eritroliu ir maltitoliu) sudétys, % nuo masés

Komponentas Gelio kodas OMG1 OMC1 OMS1 OME1 OMM1
Obuoliy milteliai 20 18,2 20 18,2 18,2
Zelatina 2 1,8 2 1,8 1,8
Gliukozés sirupas 55 - - - -
Cukrus - 50 - - -
Sorbitolis - - 55 - -
Eritrolis - - - 50 -
Maltitolis - - - - 50

50 % citriny r. tirpalas 1 1 1 1 1
Vanduo 22 29 22 29 29

*OMGL1 — gelis i§ obuoliy milteliy ir gliukozés sirupo; OMCL — geliai i§ obuoliy milteliy ir cukraus; OMS1 — gelis i§
obuoliy milteliy ir sorbitolio sirupo; OMEL — gelis i§ obuoliy milteliy ir eritrolio; OMM1 — gelis i§ obuoliy milteliy ir
maltitolio.

Eteriniy aliejy ir prieSpienio imobilizavimas geliuose i§ obuoliy milteliy

Eteriniy aliejy preparato ,,Eunutritech ir prieSpienio imobilizavimo efektyvumo tyrimui (naudojantis
OMSI struktiira) buvo gaminamos jvairios geliy struktiiros (vienasluoksnés ir daugiasluoksnés). I8
pradZiy gaminant tiriamus méginius OMS1 pagrindu, j ruosiamo 50 g tokio gelio buvo pridéta 500
mg EA milteliy ,,Eunutritech”. Siekiant nustatyti EA komponenty imobilizavimo hidrogeliuose
efektyvuma, buvo atlikta Siy geliy HPLC analizé. Véliau sluoksniuoty geliy sudétis buvo papildyta ir
14 % pagal mase¢ fermentuoto priespienio priedu.

Il etape buvo siekiama optimizuoti geliy su obuoliy i§spaudomis gamyba (sudétis ir technologines
operacijas). Kadangi, obuoliy i$spaudos, lyginant su obuoliy milteliais, pasizyméjo 1,8 karto didesne
vandens jgertimi, receptirose (Zr. 2.3 lentelg) buvo renkamas obuoliy iSspaudy kiekis, taip pat
tikslinami sorbitolio ir Zelatinos kiekiai tiriamyjy méginiy ruoSimui. I§ viso iSbandytos 4 skirtingos
komponenty (Zelatinos, obuoliy iSspaudy ir vandens) kombinacijos. Tinkamiausia tekstira
pasizymejo OIS3 gelis (4 % zelatinos, 15 % obuoliy iSspaudy, 41 % sorbitolio ir 39 % vandens).

2.3 lentelé. Geliy, ruosty su obuoliy iSspaudomis, sudétys, % nuo masés

Gelio kodas
Ols1 Ols2 OIS3 Ols4

Komponentas

Obuoliy isspaudos 20 18 16 15
Zelatina 2 2 4 4
Sorbitolis 55 50 45 41
50 % citriny r. tirpalas 1 1 1 1
Vanduo 22 29 34 39

* 0IS1/0IS2/ OIS3/ O1S4 — geliai i obuoliy i$spaudy ir sorbitolio sirupo. Skai¢iai (1-4) nurodo gamintus skirtingus
geliy struktiirinius variantus.

Toliau geliy su obuoliy i$spaudomis ruosimui buvo naudotas PRB Lactobacillus uvarium (LUHS
245) fermentuotas ir liofilizuotas karviy prieSpienis, keiciant jo kiekj receptiirose nuo 2 % iki 8 %
(kas 2 %), kartu koreguojant obuoliy i$spaudy kiekj nuo 14 % iki 8 % (kas 2 %) (zr. 2.4 lentele).
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Hidratuoty geliy gamyba su prieSpieniu vyko analogiSka eiga, kaip apraSyta I etapo metu, tik
prieSpienis ] receptliring mas¢ buvo jmaiSytas, kaip paskutinis komponentas, kai receptirinis miSinys

buvo artausintas iki 50 °C temperatiiros.

2.4 lentelé. Geliy, ruosty su fermentuotu LUHS 245 karvés prieSpieniu, sudétys, % nuo masés

Komponentas Gelio kodas | oy oIP2 oIP3 OIP4
Obuoliy iSspaudos 14 12 10 8
PrieSpienis 2 4 6 8
Zelatina 4 4 4 4
Sorbitolis 45 45 45 45
50 % citriny r. tirpalas 1 1 1 1
Vanduo 34 34 34 34

*OIP1/OIP2/OIP3/OIP4 — geliai i§ obuoliy i§spaudy ir prieSpienio. Skai¢iai (1-4) nurodo gamintus skirtingus geliy
struktiirinius variantus.

Struktiiroms su EA ruosti buvo pasirinktas gelis su obuoliy iSspaudomis (OIP 3 variantas). Geliy
gamybai iSbandyti milteliy pavidalo Ciobreliy bei gvazdikéliy EA (imobilizuoti j zarnyne tirpstancia
medziaga ,,Eudragid S100%). Siy imobilizuoty EA j gelj buvo déta 0,3 % pagal mase. Imobilizuoti
EA | geline struktiirg Siame etape buvo jmaiSyti kartu su prieSpieniu, t. y. receptiiring mase atausinus
iki 50 °C temperatiiros.

2.2. Reagentai ir aparatiira
Analitiniams tyrimams naudoti reagentai

Fenoliniy junginiy nustatymui Folino-Kiokalto metodu naudota : Folino-Kiokalto reagentas 2 N
»Sigma®; natrio karbonatas ,,Eurochemicals®; DMSO ,,Eurochemicals®; metanolis ,,Eurochemicals®;
galo rugstis ,,Sigma*.

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimui DPPH radikalo slopinimo metodui naudota: DPPH
»digma®; troloksas ,,Sigma*; DMSO ,,Eurochemicals‘; metanolis ,,Eurochemicals®.

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimui ABTS radikalo slopinimo metodu naudota: ABTS
»digma®; troloksas ,,Sigma‘; kalio persulfatas ,,Sigma*“; DMSO , Eurochemicals®; metanolis
,,Burochemicals®.

Antibakterinio aktyvumo nustatymui agaro difuzijos metodais naudota: Nutrient agar
,Liofilchem®, patogeninés bakterijos: S. aureus, S. typhymurium, B.cereus, E. coli, P. aeruginosa
gautos 1§ KTU Maisto mokslo ir technologijos katedros, natrio chloridas ,,Biolife*, McFarland 0.5
standartas ,,Liofilchem*.

Bendro baltymuy kiekio nustatymui Kjeldalio metodu naudota: sieros rtigstis ,,Eurochemicals*;
Kjeldalio tabletés ,,Merck*; boro rugstis ,,Eurochemicals®.

Baltymuy Kkoncentracijos nustatymui Bradford’o metodu naudota: druskos raigstis
,Eurochemicals®; natrio Sarmas ,,Eurochemicals®, JSA ,,Sigma*; kumasi briliantinis mélis G-250
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,Biochemical®; fosforo rigstis ,,Eurochemicals®; zemés ukio kilmés etanolis ,,Stumbras® ; TRIS
2 2
bazé ,,Sigma“; natrio fosfatas ,,Eurochemicals®; natrio hidrofosfatas ,,Eurochemicals*;

Baltymy elektroforezés SDS—-PAGE metodui naudota: standartiniy baltymy misinys 10-220 kDa
,BenchMark ™ Unstained Protein Ladder*; ; TEMED , Eictron*; akrilamidas ,,Sigma*“; N,N —
metilenbisakrilamidas ,,Sigma®, amonio persulfatas ,,Sigma“; natrio dodecilsulfatas ,,Sigma*; TRIS
bazé ,,Sigma“; druskos riigstis ,,Eurochemicals®.

In vitro atpalaidavimo tyrimui naudota: kiauliy pepsinas ,,Sigma®“;, natrio chloridas
»Burochemicals®; druskos rtgstis ,,Eurochemicals®; natrio karbonatas ,,Eurochemicals®; kalio
chloridas ,,Eurochemicals®; natrio hidrokarbonatas ,,Penta“; kalcio chloridas ,,.Delta Chemi‘; tulZies
druskos ,,Sigma“.

Analitiniams metodams naudoti prietaisai

e Analitinés svarstyklés 0,1 g — 620 g ,,Kern EG620 — 3NM ir ,,Vibra*“.

e Reguliuojamo tiirio automatinés pipetés ,,Ependorf*.

e Magnetiné maiSykl¢ ir kaitinimo plytelé ,,Biosan MSH 300*.

e Stalinés centriftigos: 50 ml mégintuvéliams ,,MPW — 260RH", 15 ml mégintuvéliams ,, Orto
alresa microcen 23, ,.ependorf tipo mégintuveliams ,, VWR Galaxy MiniStar.

e Spektrofotometras ,,Thermo Scientific®.

e Termostatas ,,Salvis LAB®.

e Laboratornis autoklavas ,,Vapor Matic 770

e Laminaras ,, Telstar BV-100*.

e Akustinis lygio matuoklis ,,Matmuo®.

o Teksturos analizatorius ,, TAXT plus Texture Analyser®.

e Optinis mikroskopas su fotografavimo funkcija ,,Nikon*.

e Vertikals baltymy elektroforezés aparatas ir priedai ,,Cleaver Scientific®.

e Kratytuvas ,, IKA KS 130 basic*.

e Purtyklé ,,Vibrofix VFC 1°.

e Kjeldalio sistema: hidrolizés prietaisas ,,in Kjel* ir distiliatoriaus ,,Behr Distillation Unit S4,
T-Optimus*.

e pH matuokliai ,,HANNA instruments* ir ,, Sartorius PB — 11°.

2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. Fenoliniy junginiy jvertinimas
Bendro fenoliniy junginiy kiekio nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Pirmiausiai buvo paruostas Folino-Kiokalto reagentas jj skiedziant distiliuotu vandeniu (santykiu
1:9). Taip pat buvo paruostas 7,5 % natrio karbonato tirpalas. Darbiniai tiriamyjy EA méginiai buvo
ruoSiami prie§ analiz¢ gaminant 1 % koncentracijos tirpalus DMSO. Darbiniai tiriamyjy Ligol
obuoliy i8spaudy ir obuoliy milteliy méginiai buvo ruosti vykdant ekstrakcija 70 % metanolyje
(santykis 1:10) 500 rpm grei¢iu ant magnetinés maiSyklés 1 val. kambario temperatiiroje. Po
ekstrakcijos vykdytas centrifigavimas 7000 rpm 10 min. Surinkti supernatantai toliau buvo
naudojami analizei. Reakcijos miSinys buvo ruostas sumaisant 0,5 ml tiriamojo méginio su 2,5 ml
skiesto Folino-Kiokalto reagento ir 2 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. SumaiSytas miSinys
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inkubuotas 1 val. kambario temperatiroje tamsioje vietoje. Po 1 val. buvo matuota tiriamyjy tirpaly
sugertis 765 nm bangos ilgyje [97]. Suminis fenoliniy junginiy kiekis apskaiciuotas i§ galo riigSties
kalibracinés kreives (zr. 2.2 pav.) pagal lygti (2.1):

y = 10,506x + 0,0437 . 2.2)

vy =10,506x + 0,0437

R2= 0,9971
S 038 o
5 0.6 .
“ 04

02 .

.
0.0
0 0,02 0,04 0.06 0,08 0.1 0,12

Galo ruigsties konc., mg/ml

2.2 pav. Galo riigsties kalibraciné kreive
Fenoliniy junginiy jvertinimas auksto efektyvumo skys¢iy chromatografijos metodu

Liofilizuotose obuoliy iSspaudose, obuoliy milteliuvose ir hidrogelinése struktiirose buvo vertinti
kiekybiSkai ir kokybiskai esantys fenoliniai junginiai HPLC metodu. HPLC analizé¢ buvo atlikta
Lietuvos sveikatos moksly universitete Farmacijos fakultete Farmaciniy moksly institute (Sukiléliy
pr. 13, LT — 50166, Kaunas). Tyrimui buvo ruostas ekstraktas i§ 1 g liofilizuoty obuoliy milteliy ir
obuoliy i§spaudy ,,Ligol* ir 20 ml 70 % metanolio, atitinkamai. Fenoliniy junginiy chromatografinis
atskyrimas buvo atliktas naudojant ACE C18 kolonéle (250 mm x 4,6 mm, 5,0 um). Eliuavimas buvo
atliktas 1 ml / min srauto grei¢iu. Judanciosios fazés binariné tirpikliy sistema susideda 18 tirpiklio A
(0,1% acto rugsties vandenyje) ir tirpiklio B (acetonitrilo). Po ultragarsinio degazavimo visi tirpikliai
buvo filtruojami per 0,23 wm membraninj filtrg. Taikyta linijiné gradiento programa: 0—8 min, 5-
15% B; 8-30 min., 15-20% B; 30-48 min., 20-40% 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 tiris
buvo 20 pl.

2.3.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH radikalo slopinimo metodu

EA ir obuoliy i$spaudy bei obuoliy milteliy Ligol antiradikalinis aktyvumas buvo jvertintas pagal V.
Lavelli ir kt. [98] su nedideliais pakeitimais. Pirmiausiai buvo paruostas 6 x 10~°M konc. DPPH
darbinis tirpalas metanolyje. Skirtingy konc. (0,1 %; 0,3 %;0,5 % ir 1 %) tiriamyjy Ciobreliy,
gvazdikéliy ir mandaring EA tirpalai ruosti DMSO. Liofilizuoty obuoliy milteliy bei iSspaudy
darbiniai méginiai paruosti vykdant ekstrakcija 70 % metanolyje (santykis 1:10) 500 rpm grei¢iu ant
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magnetinés maisyklés 1 val. kambario temperatiroje. Po ekstrakcijos vykdytas centrifigavimas 7000
rpm 10 min. Surinkti supernatantai toliau buvo naudojami analizei.

Reakcijos miSinys ruostas sumaisant 0,5 ml tiriamojo méginio su 1,25 ml paruosto DPPH reagento.
Reakcijos miSinys inkubuotas 30 min. kambario temperatiiroje tamsioje vietoje. Kontrolinis reakcijos
misinys ruostas sumaiSant 0,5 ml DMSO / metanolio su 1,25 ml paruosto DPPH reagento. Po
inkubacijos matuota reakcijos miSinio sugertis 517 nm bangos ilgyje. DPPH radikalo slopinimas (%)
buvo apskaiciuotas pagal formulg (2.2):

L% = [(Ag — Aj)/A,] X 100; (2.2)
¢ia | — DPPH radikalo slopinimas (%);

Ao — kontrolinio tirpalo sugerties verte;

A — tiriamojo tirpalo sugerties verté.

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS radikalo slopinimo metodu

EA, obuoliy i$spaudy ir obuoliy milteliy Ligol bei fermentuoto PRB (LUHS 245) karviy priespienio
antiradikalinis aktyvumas prie§ ABTS radikalg buvo jvertintas pagal R. Re ir kt. [99]. ABTS radikalo
tirpalas buvo paruostas sumaisant 7mM ABTS tirpala su 2,45 mM kalio persulfato tirpalu santykiu
1:1. Paruostas tirpalas prie$ naudojimg buvo paliktas 12-16 val tamsioje vietoje kambario
temperatiiroje. ABTS radikalo tirpalas prie§ analize buvo praskiestas su DMSO / metanoliu arba
atitinkamu buferiniu tirpalu iki kol radikalo tirpalo sugertis 734 nm bangos ilgyje pasieké 0,7 (£0,02)
sant. vnt. Skirtingy konc. (0,1 %; 0,3 %;0,5 % ir 1 %) tiriamyjy Ciobreliy, gvazdikéliy ir mandariny
EA tirpalai buvo ruosti DMSO. Liofilizuoty obuoliy milteliy bei iSspaudy darbiniai méginiai buvo
paruosti vykdant ekstrakcija 70 % metanolyje (santykis 1:10) 500 rpm grei¢iu ant magnetinés
maiSyklés 1 val. kambario temperatiiroje. Po ekstrakcijos vykdytas centrifigavimas 7000 rpm 10 min.
Surinkti supernatantai toliau buvo naudojami analizei. Darbiniai fermentuoto prieSpienio tirpalai
buvo ruosti istirpinant 0,1 g liofilizuoty prieSpienio milteliy 20 ml distiliuvotame vandenyje; 0,5 M
NaCl 0,1 M Tris-HCI pH 8,2 buferyje ir 0,5 M natrio fosfatiniame pH 7 buferyje, atitinkamai.
Ekstrakcija vykdyta 1 val. ledo vonioje ant magnetinés maisyklés. Po baltymy ekstrakcijos vykdytas
centrifiigavimas 7000 rpm 10 min. Surinkti supernatantai toliau buvo naudojami analizei.

ABTS analizei reakcijos misinys buvo paruostas sumaiSant 20 pl tiriamojo méginio ir 2 ml praskiesto
ABTS radikalo tirpalo. Kontrolinis reakcijos misinys buvo ruoStas sumaiSant 20 ul DMSO /
metanoliu arba atitinkamu buferiniu tirpalo su 2 ml praskiesto ABTS tirpalo. Reakcijos miSinys buvo
inkubuotas 30 min tamsioje vietoje kambario temperatiroje. ABTS radikalo slopinimas
apskaiciuojamas pagal formulg (2.3):

[,% = [(Ag — A;)/Ay] X 100; (2.3)
¢ia: | — ABTS radikalo slopinimas (%);
Ao — kontrolinio tirpalo sugerties verte;

A — tirilamojo tirpalo sugerties verte.
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2.3.3. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Antibakterinio aktyvumo jvertinimas agaro difuzijos metodais

Antibakterinis EA, obuoliy iSspaudy ir obuoliy mileliy Ligol bei fermentuoto karviy priespienio
jvertinimas atliktas pries indikatorinius mikroorganizmus: S. typhimurium, S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli ir B. cereus. Koncentruoty EA (Ciobreliy, gvazdikéliy ir mandariny) antibakterinis aktyvumas
buvo jvertintas diskeliy difuzijos metodu, o siekiant nustatyti veikliajg minimalig koncentracija buvo
taikomas Sulinéliy difuzijos metodas. EA darbiniai tirpalai Siuo tikslu buvo ruosti skirtingy
koncentracijy (0,3 %, 0,5 %, 0,75 % ir 1 %) DMSO.

Antibakterinis obuoliy i$spaudy ir obuoliy mileliy Ligol bei fermentuoto karviy prieSpienio
jvertinimas buvo atliktas taikant Sulinéliy difuzijos metodus. Darbiniai obuoliy iSspaudy ir obuoliy
milteliy tirpalai ruosti vykdant ekstrakcija 70 % metanolyje (santykis 2:10) 500 rpm grei¢iu ant
magnetinés maiSyklés 1 val. kambario temperatiroje. Po ekstrakcijos vykdytas centrifugavimas 7000
rpm 10 min. Surinkti supernatantai toliau buvo naudojami analizei. Darbinis fermentuoto prie$pienio
tirpalas paruostas pagaminant 23 % prieSpienio suspensija distiliuotame vandenyje.

Antibakterinio aktyvumo jvertinimui atlikti pirmiausiai patogeninés bakterijos buvo atgaivintos
pas¢jant jas su sterilia kilpele ant sterilios Nutrient agar terpés ir inkubuotos 37°C temperattiros
termostate 24 val.

Diskeliy difuzijos metodas. | petri Iéksteles su sterilia ir sustingusia Nutrient agar terpe buvo jpilta
100 pl indikatoriniy mikroorganizmy suspensijos paruo$tos 9 % NaCl tirpale pagal 1 X 1078KSV/ml
0,5 McFarland standartg. Ipilta patogeniniy bakterijy suspensija buvo Svelniai jtrinama Grigalskio
skleistuvu | terpe. Po to ant petri 1éksteliy 6 skirtingose vietose uzdedami steriliis filtro popierélio 6
mm skersmens diskeliai ant kuriy uzpilama po 10 ul tiriamojo koncentruoto EA [100].

Sulinéliy difuzijos metodas. ] petri l¢ksteles su sustingusia sterilia Nutrient agar terpe buvo jpilta
100 pl indikatoriniy mikroorganizmy suspensijos paruostos 9 % NaCl tirpale pagal 1 X 1078KSV/ml
0,5 McFarland standartg. Jpilta patogeniniy bakterijy suspensija buvo $velniai jtrinama Grigalskio
skleistuvu j terpe. Po to petri 1ékstelése 5 skirtingose vietose steriliu metaliniu 6 mm skersmens strypu
padarytos skylés, j kurias dozuota po 100 ul atitinkamo tiriamojo tirpalo [101].

Antibakterinis tiriamyjy méginiy aktyvumas jvertintas matuojant inhibicing zong aplink Sulinélj ar
diskelj.

2.3.4. Baltymy kiekybinis ir kokybinis jvertinimas prieSpienyje
Bendro baltymu kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Bendras baltymy kiekis prieSpienyje buvo nustatytas Kjeldalio metodu naudojant automatinj baltymy
mineralizavimo jrenginj ,,in Kjel“. ] Kjeldalio kolbas buvo sudéta po 1 g (0,002g tikslumu) pasverto
liofilizuoto prieSpienio milteliy. | Kjeldalio kolbas su priespieniu jpilta 20 ml koncentruotos sieros
rugsties ir jdéta katalizatoriaus tableté. Bandiniai buvo mineralizuojami kolbose, kol tirpalai tapo
skaidriis. Atvésusios Kjeldalio kolbos buvo jstatytos j distiliavimo vandens garais jrenginj ,,Behr
Distillation Unit S4, T-Optimus*. Kondensatoriaus i$¢jimo vamzdelio galas buvo pamerktas j kiiging
250 ml talpos kolbg distiliatui surinkti su 25 ml 3 % boro riigsties tirpalu. Viena Kjeldalio kolba
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distiliuota 5 min. | gautg distiliatg jlaSintas vienas lasas TaSiro indikatoriaus ir titruota 0,1 N HCI
tirpalu, kol distiliato spalva tapo rausva.

Azoto kiekis (N), iSreiksStas procentais apskai¢iuotas pagal formule:

N =[(0,014 x V)/m] x 100 ; (2.4)
CiaV - 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas titruojant bandinio distiliata, ml;

m — bandinio svoris, g;

0,0014 — azoto kiekis, ekvivalentiskas 1 ml 0,1 N HCI [102].

Baltyminiy medziagy kiekis apskaiCiuotas padauginus nustatyta azoto kiekj i§ perskaic¢iavimo
koeficiento pienui ir jo produktams — 6,38 [103].

B=NxKk; (2.5)
¢ia N — azoto kiekis, %;

k — atitinkamas koeficientas perskaiciuoti azoto kiekj j baltymy kiekj, k = 6,38 [103].

Baltymuy koncentracijos nustatymas Bradford’o metodu

Tirpiy baltymy kiekis prieSpienyje buvo jvertintas Bradford‘o metodu [104]. Bradford‘o reagentas
buvo paruostas iStirpinant 50 mg kumasi briliantinio mélio G250 25 ml 95 % etilo alkoholyje ir
sumaisant su 50 ml 85 % fosforo rigstimi. Gautas tirpalas tada praskiestas su distiliuotu vandeniu iki
0,5 1 ir filtruotas per popierinj filtra.

Kalibracinei kreivei sudaryti buvo paruostas 1 mg/ml JSA distiliuotame vandenyje ir ruosti skiedimai
0-250 pg/ml ribose.

Baltymy ekstrakcijai paimta 0,1 g liofilizuoty prieSpienio milteliy ir istirpinta 20 ml distiliuotame
vandenyje; 0,5 M NaCl 0,1 M Tris-HCI pH 8,2 buferyje ir 0,5 M natrio fosfatiniame pH 7 buferyje,
atitinkamai. Ekstrakcija vykdyta 1 val. ledo vonioje ant magnetinés maisyklés. Po baltymy
ekstrakcijos vykdytas centrifigavimas 7000 rpm 10 min. Surinkti supernatantai toliau buvo
naudojami analizei. Reakcijos miSinys buvo sudarytas i§ 50 ul tiriamojo méginio tirpalo ir 500 pl
paruoSto Bradford‘o reagento. MiSinio sugertis matuota 595 nm bangos ilgyje. Tirpiy baltymy
koncentracija apskaiciuota pagal kalibracinés kreivés (Zr. 2.3 pav.) tiesés lygtj (2.6) ir rezultatai
1SreikSti mg JSA ekvivalento 1 ml ruosto tirpalo:

y=0,0020x (2.6)
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2.3 pav. Jaucio serumo albumino kalibraciné kreive
Baltymy elektroforezé SDS-PAGE

Priespienio baltymy ekstrakcijai buvo paimta 0,1 g liofilizuoty prieSpienio milteliy ir iStirpinta 20 ml
distiliuotame vandenyje; 0,5 M NaCl 0,1 M Tris-HCI pH 8,2 buferyje ir 0,5 M natrio fosfatiniame
pH 7 buferyje, atitinkamai. Ekstrakcija vykdyta 1 val. ledo vonioje ant magnetinés maisyklés. Po
baltymy ekstrakcijos vykdytas centrifigavimas 7000 rpm 10 min. Surinkti supernatantai toliau buvo
naudojami SDS-PAGE analizei.

PrieSpienio baltymy elektroforezés analizei atlikti naudoti tirpalai ir jy ruoSimas:

1. 30 % akrilamido/0,8 % N,N-metilenbisakrilamido tirpalas. Istirpinta 30 g akrilamido ir 0,8 g
N,N- bisakrilamido ir pripilta distiliuoto vandens iki 100 ml. Gautas tirpalas perfiltruotas pro 0,45
um pory dydzio filtra.

2. 1,5 M TRIS — HCI, pH 8,8 buferinis tirpalas. Buvo istirpinta 18,15 g TRIS 80 ml distiliuoto
vandens. pH sureguliuotas su konc. HCl tirpalu iki 8,8 pH vertés ir praskiestas iki 100 ml.

3. 0,5 M TRIS — HCI, pH 6,8 buferinis tirpalas. Buvo istirpinta 6 g TRIS bazés 80 ml distiliuoto
vandens. pH sureguliuotas iki 6,8 su konc. HCI tirpalu ir praskiestas iki 100 ml.

4. 2X baltymy denatiravimo buferis. Buferis sudarytas 1§ 0,004 % bromofenolio mélio, 2 % 2 —
merkaptoetaolio, 20 % glicerolio, 4 % NDS ir 0,125 M TRIS — HCI, pH 6,8 buferio. Paruostas
baltymy denatGravimo buferis iSpilstytas j 1 ml ependorf mégintuvélius ir laikomas -70 °C
temperatiiroje.

5. 10 % natriododecilsulfatas (toliau — NDS). Istirpinta 1g NDS ir praskiesta iki 10 ml distiliuotu
vandeniu.

6. 10 % amonio persulfato tirpalas (toliau — APS). 1 g APS istirpinta ir praskiesta iki 10 ml distiliuotu
vandeniu.

7. TEMED.
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8. Elektroforezés buferis. Istirpinta 3 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS ir praskiesta iki 1000 ml su
distiliuotu vandeniu.

9. Kumasi baltymy dazymo tirpalas: 0,25 g Kumasi briliantinio mélio G250 , 50 ml acto riigstis ir
450 ml distiliuoto vandens.

10. Gelio skalavimo tirpalas: 400 ml metanolis, 530 ml distiliuotas vanduo ir 70 ml acto ragstis.
11. Standartiniy baltymy misinys ,, BenchMark™ Unstained Protein Ladder*.
Elektroforezés metu buvo paruosti 2 geliai: skiriamasis ir koncentruojamasis.

12 % skiriamojo gelio ruoSimas. | Svarig ir sausg stikling buvo jpilta 3,2 ml distiliuoto vandens, 4
ml 30 % akrilamido/0,8 % N,N — metilenbisakrilamido tirpalo, 2,6 ml 1,5 M TRIS pH 8,8 buferio,
0,1 ml 10 % NDS, 10 ul TEMED ir 50 ul 10 % APS. Skiriamasis gelis buvo supiltas tarp
elektroforezés prietaiso stiklo ploksteliy ir gelio pavirSius sulygintas uzpilant distiliuoto vandens.
Gelis paliktas sustingti 30 — 40 min.

5 % koncentruojamojo gelio paruosimas. Buvo jpilta 3,65 ml distiliuoto vandens, 0,625 ml 30 %
akrilamido/0,8 % N,N — metilenbisakrilamido tirpalo, 0,625 ml 0,5M TRIS pH 6,8, 50 ul 10 % NDS,
5 ul TEMED, 25 ul 10 % APS. Koncentruojamasis gelis atsargiai jpiltas ant sustingusio skiriamojo
gelio pavirSiaus. | supiltg skiriamaji geli buvo atsargiai jsmeigtos 10 Sulinéliy Sukutés.

Tiriamyjy baltymy paruoSimas elektroforezei: tiriamasis baltymy tirpalas santykiu 1:2 skiestas su 2X
baltymo denatiiravimo buferiniu tirpalu ir kaitintas 5 min verdancio vandens voneléje. Tolimesnei
analizei buvo naudota 20 ul paruosto baltymy méginio.

I gelyje esancius Sulinélius buvo supilta po 20 pl paruosty prieSpienio baltymy meéginiy.
Elektroforezés prietaisais uzpildytas elektroforezés buferiu iki tol kol visas gelis buvo juo apsemtas.
Paruostas elektroforezés prietaisas prijungtas prie elektros srovés Saltinio. Elektroforezei vykti
nustatytos Sios salygos 40 mA stiprumo srové ir 120 V jtampa. Elektroforez¢ sustabdyta, kai mélynoji
dazo juostele pasieke skiriamojo gelio apacia.

Gelio baltymy daZymas po elektroforezés. Po elektroforezés gelis atsargiai buvo atskirtas nuo
elektroforezés stiklo ploksteliy ir jdétas j plastiko vonele. Gelis uzpiltas Kumasi baltymy dazymo
tirpalu paliekamas dazymui per naktj. Baigus daZyti, daZai nupilti ir ant gelio uZpilta gelio skalavimo
tirpalo. Vonelé su geliu purtyta kambario temperatiiroje, kol 1§ gelio i$siplové nesusiri$¢ su baltymais
dazai (~ 2 val.) [105].

2.3.5. Vandens jgerties jvertinimas obuoliy i§spaudose bei milteliuose

Vandens jgerties jvertinimui j sausg zinomos masés meégintuvel] buvo pasverta po 0,5 g
analizuojamos zaliavos ir jpilta 4 ml distiliuvoto vandens. Mégintuvéliai buvo inkubuoti 30 °C
temperattiros vandens voneléje 30 min. Po inkubavimo mégintuvéliai buvo centrifiguoti 4000 rpm
20 min. Po centrifigavimo susidares supernatantas buvo iSpiltas, 0 mégintuvéelis su likusia mase
pasvertas. Vandes jgérimas apskaiciuotas pagal (2.7) formule:

VAI = M; /My ; (2.7)
¢ia VAI — vandens absorbcijos indeksas;
M: — medziagos mas¢ po jgérimo, g;
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Mo — sausos medziagos mase, g.

2.3.6. Hidratuoty geliy struktiiros ir tekstiiros profilio analizé

Struktiira pirmiausiai vertinta akustiniu ultragarsinj sensoriy turinciu jrenginiu ,,Matmuo*.
Akustinis jrenginys matuoja laisvai krintancio kiino smigimo atstuma (mm) i geling masg per fiksuota
300 sek. laikg. Mazesnis smigimo gylis mm, nurodo standesn¢ struktiira. Matavimai atlikti su
pagamintais geliais iSkart po atauSinimo (1 val.) ir po 24 val., siekiant nustatyti strukttiros tekstiiros
pokycius skirtingais laiko momentais.

Papildomai hidratuoty geliy struktiira analizuota optiniu mikroskopu Nikon Lietuvos sveikatos
moksly universitete Farmacijos fakultete.

Pagaminti geliai buvo analizuojami tekstaros analizatoriumi ,,TAXT plus Texture Analyser.
Matavimo kiinas 20 mm skersmens aliuminis cilindras, matavimo greitis 1 mm/s. Kai matavimo
cilindras pasieké méginio pavir§iy matavimo geometrijoje sminga 5 mm. Pagaminti geliai buvo
analizuojami iSkart po atauSinimo (1 val.) ir po 24 val. Tvirtumo parametras rodo méginio kietuma
ir jo pasiprieSinimg deformacijai. Konsistencija nusako méginio kietuma, tankumag bei klampuma.
Kohezija nurodo méginio lipnuma ir ri§lumg. Tarpmolekuliné trauka, kuri medziagos mase¢ laiko
kartu, lemia jos vientisumg. Kohezija yra iSmatuojama nustatant, kiek reikia jégos, norint atskirti
zonda nuo tiriamosios gelinés masés. Kuo kohezijos skaitiné verté didesné, tuo méginys pasizymi
didesniu lipnumu bei rislumu [106, 107, 108].

2.3.7. Bioaktyviy komponenty atpalaidavimo testas in vitro

Atpalaidavimo testas atliktas remiantis literatiiroje nurodytais metodais [109, 110] su nedideliais
pakeitimais. 1 g pagaminto gelio buvo veikiamas imitacinémis skrandzio sultimis (terpé pH 2) 37 °C
temperatiiroje skirtingais laiko intervalais 5, 30, 60, 120 min. Imitacinéje Zarnyno terp¢je pH 7,5
méginiai buvo laikomi 37 °C temperatiiroje 60, 90, 150 min.

Imitacinés skrandzio terpés sudétis: 9 g/L NaCl; 3 g/L pepsinas; pH buvo sureguliuotas iki pH 2
naudojant 1 M HCI.

Zarnyno imitacinés terpés sudétis: 1,67 g/L KCI; 2,77 g/L NaHCOs; 0,44 g/L CaCly; tulzis 6 g/L; pH
buvo sureguliuotas iki pH 7,5 naudojant 0,2 M NazCO:s.

IS pradziy atitinkamas kiekis paruosto gelio buvo veikiamas 50 ml paruostos skrandzio imitacinés
terpés. Atitinkamais laiko intervalais 5, 30, 60 ir 120 min. buvo imti méginiai. Po 120 min. terpés pH
buvo sureguliuota iki pH 7,5 ir jpilta imitaciné Zarnyno terpé santykiu 1:1 su skrandZio sul€iy terpe.
Toliau nuo terpés pH pokycio po 60, 90 ir 150 min. buvo imti méginiai. I$ in vitro atpalaidavimo
tyrimo metu paimty méginiy, buvo atlickamas bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas Folino-
Kiokalto metodu ir taip pat buvo atliktas atskiry fenoliniy junginiy kiekio nustatymas HPLC metodu
Lietuvos sveikatos moksly universitete Farmacijos fakultete.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Eteriniy aliejuy biologinis aktyvumas

Siame etape tirti trys skirtingi EA (Giobreliy, gvazdikeéliy ir mandariny), sickiant nustatyti, kurie i$ jy
gali biiti potencialiai panaudoti tolimesnéje nutraceutiky gamyboje pagal iSreikstas antibakterines ir
antioksidacines savybes.

3.1.1. Eteriniy aliejuy antimikrobinis aktyvumas prie$ antibiotikams atsparius patogenus

Antibakterinis EA poveikis pirmiausiai vertintas, naudojant diskeliy difuzijos metoda su
koncentruotais EA. IS tirtyjy EA stipriausiu antibakteriniu poveikiu pasizyméjo Ciobreliy EA, kuris
visiSkai sustabdé indikatoriniy mikroorganizmy augima (zr. 3.1 pav. a), t. y. tiriamosiose 1ékstelése
visiSkai nebuvo pastebéta mikroorganizmy augimo pozymiy. Koncentruotas gvazdikéliy EA gerokai
silpniau baktericidiskai veiké indikatorinius mikroorganizmus nei ¢iobreliy EA (Zr. 3.1 lentelg).
Gvazdikeliy EA stipriausiai veiké pries S. aureus (slopinimo zona 13,33 + 2,12 mm), o silpniausiai —
pries P. aeruginosa (slopinimo zona 10,67 + 2,64 mm). Koncentruotas mandariny EA patogeniniy
bakterijy augimo visiskai neslopino (zr. 3.1 pav. c).

3.1 lentelé. Antibakterinis koncentruoty eteriniy aliejy aktyvumas. (--) — antibakteriniu poveikiu
nepasizymeéjo; s. p. — stiprus poveikis, nepavyko iSmatuoti slopinimo zony

Slopinimo zona, mm

Méginys Gramteigiamos bakterijos | Gramneigiamos bakterijos

S. aureus B. cereus E. coli S. typhimurium | P. aeruginosa
Ciobreliy eterinis aliejus S. p. S. p. S. p. S. p. S. p.
Gvazdikéliy eterinis aliejus | 13,33 +2,12 | 11,96+ 2,77 | 13,96+235 | 11,42+ 1,74 10,67 + 2,64

Mandariny eterinis aliejus

B. cereus

S. aureus

=

3.1 pav. a) Ciobreliy EA; b) gvazdikéliy EA ir ¢) mandariny EA antibakterinio aktyvumo jvertinimas
diskeliy difuzijos metodu
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Kadangi koncentruotas mandariny EA nepasizyméjo antimikrobinémis savybémis, tolesnio
eksperimento metu nuspresta antimikrobinius tyrimus testi su Ciobreliy ir gvazdikéliy EA. Kitame
eksperimento etape, remiantis mokslinés literatiiros duomenimis apie EA antibakterines savybes,
buvo nuspresta tirti keletg EA koncentracijy (zr. 3.2 ir 3.3 lenteles), kurioms esant nutraceutikali
i§laikyty savo savybes ir dar biity priimtinos pagal juslines savybes [96]. Siame eksperimento etape
antimikrobiniai EA tyrimai buvo atlikti, taikant Sulinéliy difuzijos metoda.

3.2 lentelé. Ciobreliy eterinio aliejaus antibakterinio aktyvumo vertinimas. (--) — slopinimu nepasizyméjo

Slopinimo zona, mm
ggtkzgfil;g;és Ciobreliy eterinis aliejus
0,3% 0,5% 0,75 % 1%

S. aureus - - 6,20 £ 0,79 12,30 £ 2,20
B. cereus - - - 7,55 +1,28
E. coli 4,50+ 0,35 4,70 £ 0,67 4,95 £ 0,60 8,25+ 1,57
S. typhimurium -- -- -- 8,70 £ 0,84
P. aeruginosa -- -- -- 7,55+ 0,69

3.3 lentelé. Gvazdikéliy eterinio aliejaus antibakterinio aktyvumo vertinimas. (--) — slopinimu nepasizyméjo

Slopinimo zona, mm

Patogeninés

bakterijos Gvazdikéliy eterinis aliejus

0,3% 0,5 % 0,75 % 1%
S. aureus -- -- -- 4,20+ 0,63

B. cereus - - - -

E. coli - - - -

S. typhimurium -- -- - -

P. aeruginosa -- - - -

Kaip matyti i$ rezultaty (Zr. 3.2 ir 3.3 lenteles) stipresnémis antibakterinémis savybémis pasizyméjo
¢iobreliy EA, kurio net 0,75 % tirpalo koncentracija jau parodé slopinima pries§ S. aureus, 0 0,3 %
slopino ir E. coli augima. Vis dél to, 1 % Ciobreliy EA parodé antibakterinj slopinimg prie§ visus
tirtus patogeninius mikroorganizmus. Gvazdikéliy EA mazomis koncentracijomis buvo
neveiksmingas. Tik gvazdikéliy EA 1 % tirpalas silpnai veiké prie§ S. Aureus, susidarant slopinimo
zonai (4,20 £ 0,63 mm).

Mokslinéje literattiroje taip pat yra nurodyta, jog koncentruoto ¢iobreliy EA antibakterinis poveikis
prie$ patogeninius mikroorganizmus yra gana stiprus ir net stipriau veikia nei komerciniai antibiotikai
[111]. B. Cetin’as ir kt. [111] nustaté, jog Ciobreliy EA slopinimo zonos pries S. aureus padermes
buvo 44-56 mm, prie§ B. cereus — 36 mm, prie§ E. coli padermes kito tarp 35-42 mm, pries$ S.
typhimurium — 20 mm, o prie§ P. aeruginosa padermes slopinimo zonos buvo 50-55 mm.
Gvazdikéliy EA slopinimo zony vertés nustatytos K. Chaeb’o ir kt. [17] tyrime buvo panaSios su
nustatytomis 3.1 lenteléje, gvazdikéliy EA poveikis pries S. aureus, E. coli , S. typhimurium ir P.
aeruginosa buvo atitinkamai: 14,66 mm; 13,66 mm; 15,66 mm ir 9 mm. Taciau literatiiroje yra
nurodyti ir didesni gvazdikéliy EA slopinimo aktyvumai pvz., pries S. aureus slopinimo zona buvo
28,3 mm, pries E. coli—28,1 mm, o prie$ S.typhimurium — 22,2 mm [16]. Taip pat tiriant mandariny
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EA, mokslinéje literatiiroje pateikiama duomeny, jog mandariny eterinis aliejus efektyviausiai veikia
prie§ gramneigiamas bakterijas, kaip E. coli ir S. typhimurium (slopinimo zonos 25 mm), o prie$
gramtegiamus patogenus — silpniau, pvz., prie§ S. aureus mandariny EA slopinimo zona buvo 11 mm
[112].

Antibakterinis EA aktyvumas daugiausiai siejamas su fenoliniais junginiais, kaip karvakrolis,
eugenolis ir timolis. Todél skirtumus tarp tirtyjy EA pajégumy slopinti patogeny augima, galima biity
paaiskinti skirtinga EA chemine sudétimi. Mokslinés literatiiros teigimu, Ciobreliy EA daugiausiai
nustatyta timolio ir karvakrolio, kurie suardo bakterijy Igsteliy membranas. Gvazdikéliy EA gausu
eugenolio, kuris inhibuoja bakterijose fermenty veiklg [23]. Mandariny EA $iy antimikrobinémis
savybémis pasizyminciy komponenty praktiSkai néra nustatyta, todél Zymesnis antibakterinis
aktyvumas mandariny EA aiskinamas kity junginiy (terpeny, flavanoidy ir alkaloidy) sinergetiniu
poveikiu [112]. Apibendrinant ¢iobreliy ir gvazdikéliy EA poveikj abu tirti EA efektyviausiai slopino
gramteigiamy S.aureus bakterijy augimg. Tai yra svarbus rodiklis, kadangi S. aureus sukelta
stafilokokin¢ liga yra viena i§ labiausiai paplitusiy pasaulyje per maista plintanciy ligy, kuri atsiranda
dél maisto uzterSimo stafilokoky gaminamais enterotoksinais. Enterotoksinai pateke i zmogaus
organizmg sukelia toksinio Soko sindromg [113]. Be to, S. aureus yra iSsivys¢iusi mechanizmus
antibiotiky atsparumui jgyti, dél to infekcijos, kurias sukelia antibiotikams atsparios S. aureus
padermés daznai pasireiSkia epidemijy bangomis [114]. Vadinasi, ¢iobreliy ir gvazdikéliy EA galéty
potencialiai apsaugoti maisto produktus nuo uZzsiterSimo S. aureus bakterijomis, kartu sumazinant
tikimybe apsikrésti per maistg plintanc¢iomis ligomis.

3.1.2. Eteriniy aliejy savitumai pagal antioksidacines savybes

Bendras fenoliniy junginiy kiekis tirtuose EA yra pateiktas 3.4 lenteléje. IS gauty rezultaty matyti, jog
gvazdikéliy EA turéjo daugiausiai fenoliniy junginiy (9,86 + 0,60 GRE mg/ml), beveik ~2,3 kartus
maziau fenoliniy junginiy buvo aptikta ciobreliy EA. Mandariny EA turéjo maZziausig kiekj fenoliniy
junginiy (0,14 £ 0,02 GRE mg/ml).

3.4 lentelé. Bendras fenoliniy junginiy kiekis eteriniuose aliejuose

Eterinis aliejus Koncentracija, % Bendras fenoliniy junginiy kiekis, GRE
mg/ml

Ciobreliy 1 434+0,30

Gvazdikéliy 1 9,86 + 0,60

Mandariny 1 0,14 £ 0,02

EA antioksidacinis aktyvumas buvo tirtas DPPH ir ABTS radikaly slopinimo metodais (zr. 3.2 pav.
air b). Sio eksperimento metu buvo tirtos jvairios EA koncentracijos, siekiant jvertinti, ar naudojant
efektyvias, pagal antioksidacines savybes, EA koncentracijas, gautas produktas bus priimtinas
vartotojui. Mokslingje literatiiroje nurodoma, kad efektyvioji antioksidanto koncentracija yra tuomet,
kai geba slopinti 50 % radikalo reakcijos miSinyje [15].
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3.2 pav. EA antioksidacinis aktyvumas: a) pries DPPH radikalg ir b) prie§ ABTS radikala

Gauti rezultatai parodé, kad didZiausig antioksidacinj poveikj prie§ DPPH ir ABTS radikalus turéjo
gvazdikeliy EA, o silpniausiu aktyvumu pasizyméjo mandariny EA. DPPH radikalo slopinimo atveju
visos tirtos gvazdikéliy EA koncentracijos parodé didelius radikalo slopinimo aktyvumus. Net
gvazdikéliy EA 0,1 % koncentracija slopino 86,31 = 0,06 % DPPH radikalo. Ciobreliy EA tik 1 %
koncentracija slopino stipriausiai (70,13 = 0,85 %), o mandariny EA 1 % koncentracija tik 13,02 £
1,14 %. Ciobreliy EA daugiau nei 50 % DPPH radikalo slopino, esant 0,5 % koncentracijai. Tiriant
antioksidacinj aktyvumg pagal ABTS radikalo slopinimg, mandariny EA pasizyméjo silpniausiu
radikalo slopinimu, kadangi tik 1 % koncentracija mandariny EA pasizyméjo slopinimu (7,84 + 1,69
%), kai ciobreliy ir gvazdikéliy EA minimaly aktyvumg parodé jau 0,1 % Siy EA koncentracija.
Gvazdikeliy EA daugiau nei 50 % ABTS radikalo slopino esant 0,5 % koncentracijai (61,41 + 1,91
%), o Ciobreliy EA — 1 % koncentracijai (58,26 +.0,97 %). Tokiu biidu, galima teigti, jog didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo gvazdikeliy EA, o mandariny EA antioksidacinis aktyvumas
yra silpnas. Todél tolimesnei nutraceutiky gamybai ir imobilizavimui ] enterosoliubilia medziaga,
atsizvelgiant j antimikrobines ir antioksidacines savybes, buvo pasirinkti ¢iobreliy ir gvazdikéliy EA.

Apibendrinant gautus rezultatus matyti, jog gvazdikéliy EA turé¢jo tiek didZiausig fenoliniy junginiy
kiekj, tiek pasizyméjo didZiausiy antioksidaciniu poveikiu prieS DPPH ir ABTS radikalus. Panasios
fenoliniy junginiy ir antioksidacinio aktyvumo tendencijos buvo nurodytos M. Martos ’o ir kt. [15]
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tyrime. Gvazdikéliy EA taip buvo nustatyta daugiau fenoliniy junginiy nei ¢iobreliy EA (0,898 GRE
mg/ml ir 0,783 GRE mg/ml, atitinkamai). Be to, gvazdikéliy EA DPPH radikalo slopinimo
tendencijos buvo panaSios, kaip nurodyta 3.2 pav., kuomet tiriant skirtingas gvazdikéliy EA
koncentracijas (5-50 g/1), DPPH radikalo slopinimas buvo aukstas (97,85-98,74 %). Tuo tarpu
Ciobreliy EA antioksidacinis poveikis varijavo tarp 62,87-93,94 % pries DPPH [15]. Todél
atsizvelgiant tiek j gautus Siame tyrime, tiek j kity autoriy darbuose gautus tyrimy rezultatus, galima
daryti preliminarig priclaida, jog tiriamyjy eteriniy alicjy antioksidacinis aktyvumas tiesiogiai
priklauso nuo fenoliniy junginiy koncentracijos. Tai pat svarbu paminéti, jog EA fenoliniy junginiy
kiekis priklauso ne tik nuo EA rasSies, bet ir nuo ekstrakcijos biido bei augalo augimo salygy [17].

3.2. Fenoliniy junginiy sudétis ir biologinis aktyvumas antriniuose obuoliy perdirbimo
produktuose

3.2.1. Fenoliniy junginiy sudéties obuoliy perdirbimo produktuose palyginamasis jvertinimas

Vertinant obuoliuose ir jy antriniuose produktuose (iSspaudose) bendra fenoliniy junginiy kiekj
metanoliniuose ekstraktuose, reik§mingy skirtumy tarp tiriamy méginiy nebuvo nustatyta (zr. 3.3
pav.). I§ gauty rezultaty matyti, jog bendras fenoliniy junginiy kiekis obuoliy i§spaudose yra Siek tiek
mazesnis (5266,51 = 28,56 ug/g) nei obuoliy miltelivose (5533,03 = 47,59 ug/g).

Bendras fenoliniy junigniy kiekis,
GRE pg/g
.)DJ
o
<

Obuoliy i§spaudos Obuoliy milteliai

3.3 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis obuoliy i§spaudose ir milteliuose

HPLC analizés metu (Zr. 3.4 pav.) buvo identifikuoti biidingiausi obuoliuose ir jy perdirbimo
produktuose randami skirtingy klasiy fenoliniai junginiai — flavonoliai (kvercitrinas, izokvercitrinas,
rutinas), flavan-3-oliai (katechinas ir epikatechinas), procianidinai (polimeriniai flavan-3-oliai),
dihidrochalkonai (daugiausiai floridzinas) ir fenolinés riigStys (daugiausiai chlorogeniné rtigstis).
Atlikus HPLC analiz¢ metanoliniuose ekstraktuose buvo nustatyta, jog suminis identifikuoty
fenoliniy junginiy kiekis obuoliy iSspaudose buvo 2724,2 ug/g, o obuoliy milteliuose nustatytas
suminis fenoliniy junginiy kiekis buvo 1,6 karto mazesnis (1673,1 ug/g). Tirtose Ligol obuoliy
iSspaudose reikSmingais kiekiais buvo aptikta floridzino 591,6 pg/g, chlorogeninés riigsties
482,1 ng/g ir hiperozido 405,9 pg/g. Obuoliy milteliuose gausiausiai aptikti tokie junginiai:
chlorogeniné rugstis 552,6 ng/g, procianidinas B2 302,1 ug/g ir epikatechinas 246,3 pg/g.
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3.4 pav. Fenoliniy kokybinis ir kiekybinis jvertinimas obuoliy i§spaudose ir obuoliy milteliuose

Daugumos aptikty fenoliniy junginiy kiekiai obuoliy i§spaudose buvo didesni nei obuoliy milteliuose,
pvz., kvercitrino ir kvercitrino glikozilinty dariniy: rutino, izokvercitrino, reinoutrino, avikularino ir
hiperozido. Siy junginiy suminis kiekis buvo ~ 3,4 kartus didesnis obuoliy i§spaudose (970,4 ug/g)
nei obuoliy milteliuose (283,9 ng/g). Flavan-3-oliy monomery katechino ir epikatechino kiekiai tiek
obuoliy iSspaudose, tick milteliuose reikSmingai nesiskyré. Katechino obuoliy iSspaudose buvo
nustatyta Siek tiek maziau (39,2 pg/g) nei obuoliy milteliuvose (48,2 ug/g). Epikatechino Kiekis
obuoliy i$spaudose — 261,5 pg/g, o milteliuose buvo 246,3 pg/g. I8 procianidniy daugiausiai nustatyta
procianindino B2, kurio obuoliy i§spaudose buvo 225,7 ug/g, o milteliuose buvo ~ 1,3 karto daugiau
(302,1 pg/g). Dihidrochalkony klasés atstovo floridzino net ~ 6,5 kartus daugiau identifikuota
iSspaudose (591,6 ug/g), o obuoliy milteliuose $io junginio buvo 90,8 pg/g. Chlorogeninés rugsties,
vieno pagrindiniy obuoliuose aptinkamy fenoliniy komponenty, obuoliy iSspaudose buvo 482,1 ug/g,
kai obuoliy milteliuose $io junginio buvo identifikuota daugiausiai (552,6 pg/g). Tokie atskiry
fenoliniy junginiy skirtumai tarp tirty obuoliy produkty gali buti paaiskinami tuo, jog didzioji dalis
fenoliniy junginiy biina susitelke vaisiaus odel¢je ir séklose, o minkStime jy kiekiai yra gerokai
mazesni, i§skyrus chlorogeninés riigsties, kurios paprastai daugiau nustatoma obuolio minkstime [32,
35].

Gauti rezultatai preliminariai patvirtina kity autoriy gautus duomenis, jog skirtingy veisliy obuoliy
iSspaudose, susidariusiose obuoliy sidro gamybos metu, daug buvo nustatyta floridzino (587,2—
1435,4 ug/g), hiperozido (175,3-462,9 ug/g) ir chlorogeninés rugsties (393,2-1415,5 nug/g) [37]. Taip
pat fenoliniy junginiy kiekiai, nustatyti Ligol obuoliy milteliuose patvirtina M. Liaudansko ir kt. [115]
tyrimus, apibendrinusius jvairiy fenoliniy junginiy pasiskirstymg populiariausiuose Lietuvoje
aptinkamose obuoliy veislése: Aldas, Auksis, Ligol ir Sampion. Siame darbe, tiriant Ligol obuoliy
veisle taip pat daugiausiai buvo aptikta tokiy junginiy, kaip chlorogeniné rugstis (687,2 pg/g),
procianidinas B2 (320,9 ug/g) ir epikatechinas (236,5 ng/g) [115]. Pazymétina, jog fenoliniy junginiy
kiekybing ir kokybine sudétj obuoliuose lemia jy veislé, geocheminé dirvozemio sudétis, geografiné
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padétis, klimato salygos (temperatiira, krituliy kiekis, saulés spinduliuoté) ir kultivavimo bei derliaus
laikymo salygos [32, 115]. Be to, bendras fenoliniy junginiy kiekis Folino-Kiokalto metodu buvo
gautas didesnis nei suminis HPLC analizés metu nustatytas fenoliniy junginiy kiekis. Tai gali bati
aiskinama tuo, jog obuoliuose be identifikuoty fenoliniy junginiy (Zr. 3.4 pav.), yra ir kity biologiskai
aktyviy fenoliniy junginiy. Mokslinéje literattiroje yra duomeny, jog obuoliuose nedideliais kiekais
nustatoma hidroksibenzoiniy rtig§ciy, kaip galo, protokatecho ir siringino rigstys. Taip pat
nustatomos hidroksicinamono riigStys, kaip kavos, ferulo, p—kumaro ir sinapo riigstys. Be to,
obuoliuose nedideliais Kiekiais nustatoma ir antociany bei kity dihidrochalkonams priklausanciy
junginiy [32]. Bitent kiti autoriai obuoliy iSspaudose nustaté nemazai protokatecho riigsties, kurios
kiekis priklausomai nuo veislés kito 1,7-144,7ug/g ribose, kavos ragsties (10,5-25,1 ng/g) bei kity
detaliau neidentifikuoty fenoliniy rtgs¢iy, kuriy suminis kiekis kito nuo 109,7 iki 409,5 ug/g. Taip
pat buvo nustatyta ir kity floridzino dariniy, kuriy kickiai iSspaudose kito nuo 82,9 iki 457,2 ug/g
[37].

3.2.2. Biologinio aktyvumo poky¢iai obuoliy perdirbimo metu
3.2.2.1. Obuoliy perdirbimo produkty palyginimas pagal antibakterinj aktyvuma

Buvo tirtas obuoliy milteliy ir obuoliy iSspaudy ekstrakty antibakterinis aktyvumas prie§
indikatorinius mikroorganizmus E. coli, S. typhimurium, B. cereus, P. aeruginosa ir S. aureus (zr.
3.5 lentele).

3.5 lentelé. Antibakterinis obuoliy perdirbimo produkty aktyvumas. (--) — antibakteriniu aktyvumu
nepasizymeéjo

Slopinimo zona, mm
. . Gramteigiamos Gramneigiamos bakterijos
Méginys s
bakterijos
S. aureus B. cereus E. coli S. typhimurium | P. aeruginosa
Obuoliy isspaudos 13,55+ 1,09 | -- -- -- --
Obuoliy milteliai 15,50+ 1,03 | -- 5,40+ 1,10 - -

Tyrimo metu nustatyta, kad obuoliy milteliai pasiZzymejo 1,14 karto didesniu antibakteriniu aktyvumu
prie§ S. aureus nei obuoliy iSspaudos. Be to, tik obuoliy milteliai turéjo poveikj ir prie§ Zarnyno
lazdeles E. coli. Pries kitus patogeninius mikroorganizmus poveikio nebuvo pastebéta.

3.2.2.2. Obuoliy perdirbimo produkty antioksidacinio aktyvumo savitumai

Obuoliy perdirbimo produkty antioksidacinis aktyvumas vertintas DPPH ir ABTS radikaly slopinimo
metodais (Zr. 3.5 pav.). 1§ gauty rezultaty matyti, jog tiek obuoliy iSspaudos, tiek obuoliy milteliai
pasiZymeéjo panasiu ir gan aukStu radikaly slopinimo aktyvumu. Antioksidacinis obuoliy i§spaudy
aktyvumas prie§ DPPH ir ABTS buvo 63,19 0,35 % ir 77,81 + 0,66 %, atitinkamai. Antioksidacinis
obuoliy milteliy poveikis prieSs DPPH ir ABTS radikalus buvo 64,93 + 0,35 % ir 77,35 + 2,13 %,
atitinkamai. Kadangi, bendras fenoliniy junginiy kiekis tarp obuoliy perdirbimo produkty reikSmingai
nesiskyre, tai galima preliminariai teigti, kad dél to tarp obuoliy iSspaudy ir obuoliy milteliy nebuvo
didelio skirtumo pagal jy antioksidacin] aktyvumg. Vadinasi, tirti obuoliy perdirbimo produktai
pasizymeéjo beveik vienodai potencialiomis antioksidacinémis savybémis prie§ laisvuosius DPPH ir
ABTS radikalus.
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3.5 pav. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas obuoliy perdirbimo produktuose DPPH ir ABTS metodais

Mokslinéje literatiiroje yra teigiama, jog obuoliy antibakterinis ir antioksidacinis aktyvumas tiesiogiai
priklauso nuo juose esanciy fenoliniy junginiy [39]. Vertinant antibakterinj aktyvuma, kity autoriy
darbuose taip pat buvo pastebéta tendencija, jog obuoliy ekstraktai turtingi fenoliniais junginiais
efektyviausiai slopina S. aureus ir E. coli. [39, 116]. T. Zhang’as ir kt. [39] tyr¢ Golden Delicious
veislés obuoliy i8spaudy ekstraktus, nustaté jy antibakterinj aktyvumg prie§ maisto patogenus S.
aureus ir E. coli (slopinimo zonos: 16,09 + 1,07 mm ir 12,57 + 1,24 mm, atitinkamai). Pagal C.
Raphaelli ir kt. [116] Gala veislés obuoliy antimikrobinis aktyvumas nustatytas prie$ S. aureus ir E.
coli, matuojant slopinimo zonas buvo 17,68 + 0,09 mm ir 7,5 + 0,06 mm, atitinkamai. Vertinant
antioksidacin; aktyvumag, mokslinéje literatiroje nustatyta, jog obuoliy frakcijos, kurios turéjo
didziausig fenoliniy junginiy kiekj pasizymejo didziausiomis DPPH ir ABTS radikaly slopinimo
vertémis, t. y. obuoliy frakcijoje, kurioje buvo 1,48 GRE g/kg fenoliniy junginiy DPPH radikalo
slopinimas buvo 90,96 %, 0 ABTS slopinimas — 89,78 % [117]. Taigi, remiantis mokslinés literatiiros
duomenimis, galima teigti, jog Ligol obuoliy iSspaudos yra turtingos stipry antiradikalinj poveikj
turinciais fenoliniais junginiais, galin€iais slopinti vieng labiausiai antibiotikams atspariy bakterijy S.
aureus augima.

3.3. PRB fermentuoto prieSpienio baltymai ir juy biologinis aktyvumas
3.3.1. PRB fermentuoto priespienio baltymy sudétis SDS-PAGE metodu

Bendras baltymy kiekis PRB (LUHS 245) fermentuotame prieSpienyje (45,64 = 1,14 %) buvo
nustatytas Kjeldalio metodu. Tirpiy baltymy kiekis pagal Bradford’o metoda Siame produkte sudare
153,56 mg JSA ekvivalento 1 grame méginio.

Mokslingje literatiiroje nurodyta, jog jprastai nenuriebalintuose pieno milteliuose bendras baltymy
kiekis sudaro 25,4 + 0,7 % [118]. Tai jrodo, jog prieSpienyje nustatytas baltymy kiekis buvo didesnis
(1,7 karto), lyginant su jprastu karvés pienu. Kadangi, prieSpienio milteliuose yra didesnis kiekis
baltymy, vadinasi, tai blity vertinga Zaliava, kurig blity galima panaudoti praturtinant hidratuotus
gelius pilnaverciais baltymais.
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PRB fermentuoto prieSpienio baltymy sudétis vertinta SDS-PAGE metodu. Palyginus gauta
elektroforegrama (Zr. 3.6 pav.) su literaturoje pateiktais duomenimis, atliktas preliminarus baltymy
tirtame méginyje identifikavimas [64].

Laktoferinas
JSA

0-S2kazeinas
B-kazeinas
k-kazeinas
B-laktoglobulinas

o-laktoalbuminas

3.6 pav. PRB fermentuoto priespienio baltymy SDS-PAGE (12 % akrilamido gelis). Takeliai: S — standartas
(10-220 kDa), 1 — prieSpienis tirpintas Tris-HCI pH 8,2 buferyje, 2 — priespienis tirpintas natrio
fosfatiniame pH 7 buferyje, 3 — prieSpienis tirpintas distiliuotame vandenyje

IS rezultaty matyti, kad baltymy juostelés matomos iki 20 kDa Zymi a-laktoalbuming ir (-
laktoglobuling. Baltymy juostelés, patenkancios | 20-50 kDa diapozona, priklauso kazeino
baltymams. Baltymy juostelés, patenkancios 1 50-100 kDa diapozong, priklauso jaucio serumo
albuminui ir laktoferinui. Pazymétina, kad geriausiai baltymai gelyje frakcionuojasi, tirpinant méginj
0,5 M NaCl 0,1 M Tris-HCI pH 8,2 buferiniame tirpale (zr. 3.6 pav. takelis nr. 1) nei vandenyje (zr.
3.6 pav. takelis nr. 3). Vertinant baltymy koncentracijas skirtinguose buferiuose Bradford’o metodu,
nustatyta, jog vandenyje iStirpusiy baltymy koncentracija sudaro 0,77 + 0,04 mg JSA/ml; 0,5 M natrio
fosfatiniame buferyje (pH 7) koncentracija sieké 3,06 + 0,05 mg JSA/ml; 0 0,5 M NaCl 0,1 M Tris-
HCI pH 8,2 buferiniame tirpale koncentracija buvo 3,91 + 0,07 mg JSA/ml. Gautus rezultaty
skirtumus biity galima paaiskinti tuo, jog kazeino tirpumas Sarminéje terpéje (Siuo atveju pH 8,2)
padidéjo, nes kazeinas yra mazai tirpus vandenyje. Remiantis moksline literatira galima preliminariai
teigti, jog kazeinas esant pH 8,2 jgijo neigiamg kravj, kuris salygojo kazeino molekulés subvienety
atsiskyrimg ir kartu geresnj tirpuma [119].

3.3.2. PrieSpienio baltymy biologinis aktyvumas

PRB fermentuoto prieSpienio antibakterinio aktyvumo vertinimo rezultatai (zr. 3.6 lentelg) rodo,
kad prieSpienis, lyginant su pries tai aprasytais obuoliais ir eteriniais aliejais, pasizyméjo silpnesniu
antibakteriniu aktyvumu. Didziausias prieSpienio antimikrobinis aktyvumas nustatytas prie§ S.
typhimurium (5,10 + 0,74 mm), o silpniausiu slopinimu pasizyméjo pries§ P. aeruginosa (3,90 + 0,32
mm).

3.6 lentelé. PRB fermentuoto priespienio (23 %) suspensijos slopinimo zonos

Slopinimo zona, mm
Méginys Gramteigiamos bakterijos | Gramneigiamos bakterijos
S. aureus B. cereus E. coli S. typhimurium | P. aeruginosa
PrieSpienis 4,60 + 0,84 4,50+ 0,97 4,20+ 1,03 5,10+£0,74 3,90 £0,32
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R. Yadav ir kt. [120] tyrime buvo fiksuotas stipresnis karvés prieSpienio antibakterinis aktyvumas nei
nustatytas Sio eksperimento metu. Pagal tyréjus stipriausias antibakterinis aktyvumas buvo pries E.
coli (slopinimo zona 13 mm), o Siek tiek silpnesni aktyvumai buvo pries S. aureus ir S. typhimurium
(slopinimo zonos 11 mm, atitinkamai) [120].

Priespienio antioksidacinio aktyvumo vertinimas ABTS metodu. Istyrus Lactobacillus uvarium
LUHS 245 fermentuoto karvés priespienio antioksidacinj aktyvumg, nustatyta, kad didé¢jant
ekstrakcijos terp¢je tirpiyjy baltymy koncentracijai, ABTS radikalo slopinimas taip pat did¢jo (Zr.
3.7 lentele).

Kaip jau minéta 3.3.1. skyriuje, didziausia tirpiyjy baltymy koncentracija (Bradford’o metodu) buvo
fiksuota Tris-HCI pH 8,2 buferyje. Analizuojant antioksidacinj aktyvuma, ABTS radikalo slopinimas
Sioje terpeje taip pat buvo didZiausias (70,7 + 0,26 %). Vadinasi, sprendziant i§ SDS-PAGE rezultaty,
galima daryti preliminarig prielaida, jog prieSpienio antioksidacinj aktyvumag galimai padidina istirpe
kazeino baltymai.

3.7 lentelé. PRB fermentuoto priesSpienio antioksidacinis aktyvumas pagal ABTS

Terpé JSA mg/ml ABTS slopinimas, %
Vanduo 0,77 £ 0,04 4,7+0,73

0,5 M natrio fosfatinis buferis pH 7 3,06 £ 0,05 43,1 £3.60

0,5 M NaCl 0,1 M Tris-HCI buferis pH 8,2 3,91+ 0,07 70,7 £ 0,26

Mokslinés literatiiros teigimu, prieSpienio tiek antibakterinj, tiek antioksidacinj aktyvuma daugiausia
lemia baltymas laktoferinas. Manoma, kad laktoferino antibakterinés savybés pasireiskia dél jo gebos
suriSti gelezies jonus, kuriy trikumas gali slopinti patogeny augimg. Be to, laktoferinas
sgveikaudamas su patogeno plazmine membrana gali pakeisti jos pralaidumg. PrieSpienio
antibakteriniam aktyvumui jtakos taip pat turi trumpos grandinés riebaly ragstys [121].
Antioksidacinis prieSpienio aktyvumas, be laktoferino, siejamas su kazeinu ir kitais iSriigy baltymais.
Kity autoriy darbuose pazymimas priesSpienio baltymy antioksidacinis aktyvumas ne tik prieS ABTS,
bet ir kitus radikalus (pvz., DPPH, laisvasias deguonies formas, peroksidus ir kt.) [61, 64, 122].

3.4. Hidratuoty geliy su obuoliy perdirbimo produktais struktiirinimo galimybiu paieska
3.4.1. Standiklio parinkimas geliy su obuoliy milteliais struktirizavimui

Hidratuoty geliy i§ obuoliy milteliy ruoSimui pirmiausiai buvo renkamas stabilizatorius, i§$bandant
Ju struktirinimui agarg, Zelating ir pekting (Zr. 3.7 pav.). Be to, geliy ruoSimui iSbandyti skirtingi ir
gliukozés sirupo bei cukraus kiekiai. Geliy priimtinumas buvo vertinamas pagal teksttirg vizualiai,
taip pat ir akustiniu prietaisu, t. y. kuo maziau matavimo kiinas smigo j gelj, tuo standesné buvo
susidariusio gelio strukttra. IS 3.8 pav. pateikty rezultaty matyti, kad pradiniu laiko momentu (po
pagaminimo) kieCiausios struktiiros susiformavo su agaru ruosti geliai (OMA1 ir OMA2), o
maziausiu standumu pasiZyméjo geliai, ruosti su Zelatina. Paminétina, kad kieciausias buvo OMAI
gelis, ruoStas su agaru ir cukraus bei gliukozés sirupo kombinacija. Agaras, lyginant su Kkitais
standikliais (Zelatina ir pektinu), pasizymeéjo palyginti auksta stingimo temperatiira (~45°C) , o kartu
ir greitesniu stingimu.
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Geliai stu agaru Geliai su) Zelatina Geliai sle pektinu

OMAi OMA2 OMZ1 OMZ2 OMP1 OMP2

3.7 pav. Pradinés geliy (po pagaminimo) i§ obuoliy milteliy strukttiros. OMA1 / OMA2 — geliai su obuoliy
milteliais ir agaru; OMZ1/ OMZ2 — geliai su obuoliy milteliais ir zelatina, OMP1 / OMP2 — geliai su
obuoliy milteliais ir pektinu

W] val mm BE24val, mm

5,00

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1.50
1,00
0,50
0,00 l_L

OMAL1 OMA?2 OMZ1 OMZ2 OMP1 OMP2

Atstumas, mm

Meéginiai

3.8 pav. lvairiy standikliy (kombinacijose su cukraus ir gliukozés sirupu), jtaka hidratuoty geliy tekstirai,
vertintai akustiniu prietaisu ,,Matmuo*. Cia: OMA1 / OMA2 — geliai su obuoliy milteliais ir agaru; OMZ1 /
OMZ2 — geliai su obuoliy milteliais ir Zelatina, OMP1 / OMP2 — geliai su obuoliy milteliais ir pektinu

Praéjus 24 val. po geliy pagaminimo, geliy konsistencija pasikeite ir kieciausiu fiksuotas OMZ2 gelis,
ruoStas su Zelatina ir gliukozés sirupu. Taip pat buvo pastebéta reikSminga cukraus bei gliukozés
sirupo jtaka geliy struktiiry formavimuisi. Visi geliai (OMA1, OMZ1 ir OMP1), kuriy ruo$imui buvo
naudotas cukrus po 24 val. buvo minkStesni nei geliai, ruosti tik su gliukozés sirupu: OMA2 gelis
buvo 3,6 karto kietesnis nei OMAL; OMZ2 gelis buvo 12 kartus kietesnis nei OMZ1, OMP2 gelis
buvo 8,4 karto kietesnis net OMP1. Vadinasi, geliniy struktiiry kompozicijy sudarymui reikSmingg
jtaka turi ne tik pasirinktas standiklis, taciau ir saldinancioji medziagas — cukrus arba gliukozés
sirupas. [vertinant gautus tyrimy rezultatus, toliau nuspresta optimizuoti OMZ2 gelio struktiira.

3.4.2. Saldiklio rusies jtaka geliy su obuoliy milteliais struktiirai ir tekstiirai
Kadangi, geliniy struktiiry sudarymui reikSmingg jtakg turéjo cukraus ir gliukozés sirupas, tolimesnio

tyrimy etapo metu siekta pakeisti tradicines saldinimgsias medZiagas mazo kaloringumo saldikliais:
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sorbitoliu, eritritoliu ir maltitoliu (5. 3.9 pav.). Siame etape buvo atlikta tekstiiros analiz¢, vertinant
geliy teksturg pagal tvirtumo, konsistencijos bei kohezijos parametrus.

OMC1 OomS1 OME1 OMM

3.9 pav. Geliy i$ obuoliy milteliy strukttiros derinant jvarius saldiklius

IS 3.8 lenteléje pateikty rezultaty matyti, jog pradiniu momentu po pagaminimo tvir¢iausig struktiirg
(pagal tvirtumo bei konsistencijos parametrus) sudaré gelis, ruostas su eritritoliu (OME1). Lyginant
su geliy kontroliniais variantais OMGI1 ir OMCI1 (geliais, ruostais su gliukozés sirupu ir cukrumi,
atitinkamai), OMEI gelis pagal tvirtumo parametrg pasizyméjo ~7,5 kartus tvirtesne sandara nei
OMGT ir 4,3 kartus tvirtesne sandara nei OMCI1 gelis. Vertinant tiriamus méginius pagal kohezijos
parametra, didziausiu lipnumu issiskyré OMEI1 gelis. Po 24 val. laikymo visy tirty geliy tvirtumas
reikSmingai padidéjo, o kohezijos vertés — nezymiai pasikeité. TvirCiausia struktira i§liko OME1
gelio, taciau vertinant vizualiai §io gelio struktiira buvo iSsikristalizavusi (Zr. 3.10 pav. b). Taip pat
i$sikristalizave buvo geliai, ruosti su cukrumi (OMC1) ir maltitoliu (OMM1). Maziausiai vizualiai
pakito (iSsikristalizavo) po 24 val. laikymo gelis, ruostas su sorbitoliu. Be to, OMS1 gelis pasizyméjo
~ 2 kartus didesniu tvirtumu nei kontrolinis OMG1 gelis. Be to, OMS1 gelio tvirtumas nedaug skyrési
nuo OMCI gelio, bet jam buvo biidingas mazesnis lipnumas nei kontrolinio méginio (OMC1).

Tokiu biidu tirty hidratuoty geliy tekstiirai reikSmingg itaka turi saldikliai ir jy kompozicijos. IS jy
efektyviausiai tvirtuma ir konsistencijg gerina sorbitolis. Eritritolis ir maltitolis susikristalizuoja ir
blogina vizualiai geliy tekstiira, taciau $is poveikis naudojant eritrolj pasireiskia didesniu laipsniu nei
naudojant geliy ruo§imui maltitol].

3.8 lentelé. Saldikliy rasies jtaka geliy su obuoliy milteliais teksturai, vertintai ,, TAXT plus Texture
Analyser* tekstiiros analizatoriumi

Pradiniu laiko momentu (1 val. po Po 24 val. laikymo
pagaminimo)
Méginiai B } ~ ~ ) ) ~ .
Tvirtumas, Konsistencija, | Kohezija, N Tvirtumas, N | Konsistencija, | Kohezija, N
N gxs gxs
OMG1 1,19 2,83 -0,52 51 11,57 -0,58
OMC1 2,09 491 -0,63 13,89 28,51 -0,71
OMS1 2,78 7,58 -0,60 11,2 26,8 -0,59
OME1 8,98 30,68 -0,77 38,63 126,9 -0,61
OoMM1 2,57 7,26 -0,62 8,58 22,01 -0,70

*OMG1 — gelis i§ obuoliy milteliy ir gliukozés sirupo; OMC1 — geliai i§ obuoliy milteliy ir cukraus; OMS1 — gelis i§
obuoliy milteliy ir sorbitolio sirupo; OMEL — gelis i§ obuoliy milteliy ir eritrolio; OMML1 — gelis i§ obuoliy milteliy ir
maltitolio.
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3.10 pav. Geliy struktiiros mikroskopiniai vaizdai: a) OMMI1 gelis, didinimas 10 karty, b) OME1 gelis,
didinimas 4 kartus, c) OMCI1 gelis, didinimas 10 karty, d) OMS1 gelis, didinimas 40 karty, ) OMGI,
didinimas 40 karty

Mokslinéje literatiiroje taip pat yra minimas sorbitolio, lyginant su tradiciSkai pramong¢je naudojamu
cukrumi, gebéjimas pagerinti Zelatinos geliy formavimasi. Teigiama, kad pridéjus polioliniy saldikliy
pasikeicia zelatinos trigubos spiralés struktiira ir susidaro daugiau jung¢iy, dél kuriy gelio struktira
tvirtéja [95].

3.4.3. Geliy su obuoliy iSspaudy priedais struktiirinimo savitumai

Geliams su obuoliy iSspaudomis gaminti buvo pasirinkta OMS1 gelio struktiira su sorbitoliu.
Kadangi, obuoliy i§spaudos pasizyméjo 1,8 karto didesne vandens jgertimi nei obuoliy milteliai, tai
optimaliai geliy struktiirai gauti buvo naujai derinami Zzelatinos, obuoliy iSspaudy, sorbitolio ir
atitinkamai vandens kiekiai (zr. 2 skyriaus 2.3 lentelg).

IS 3.9 lenteléje pateikty rezultaty matyti, kad didziausiu tvirtumu (i§ visy tirty geliy) tiek pradiniu
momentu, tiek po 24 val. laikymo pasizyméjo OIS3 gelis. Taip pat ir pagal konsistencijos vertes, $i
struktiira buvo tankiausia ir klampiausia. Didziausia kohezijg i$ tirty méginiy iSsiskyré OIS1 gelis.

3.9 lentelé. Geliy su obuoliy iSspaudomis teksttiros analizés rezultatai

Pradiniu laiko momentu 1 val. Po 24 val.
Méginiai Tvirtumas, N | Konsistencija, | Kohezija, N | Tvirtumas, N | Konsistencija, | Kohezija, N
g-s g-s
OlSs1 8,79 26,67 -0,85 11,09 34,19 -0,73
0Ol1Ss2 4,92 16,59 -0,70 8,71 22,17 -0,68
OIS3 20,98 48,57 -0,64 39,55 87,67 -0,69
Ol1s4 15,12 38,13 -0,76 27,00 55,62 -0,63

*0OIS1/0I1S2/0I1S3/01S4 — geliai i$ obuoliy i8spaudy ir sorbitolio sirupo.

Be to, 1§ 3.11 pav. matyti, jog geliai, ruosti su obuoliy i§spaudomis skiriami vizualiai nuo geliy, ruosty
su obuoliy milteliais, jy pavirS$ius yra maziau tolygus nei geliy ruosty su obuoliy milteliais (zr. 3.9
pav.). Geliai, ruosti su obuoliy iSspaudomis, buvo rausvesni, nei geliai, kuriy ruo$imui naudoti
obuoliy milteliai. Pastarieji méginiai buvo $viesiai oranzinés spalvos.
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OS2 OIS3

3.11 pav. Geliai su obuoliy i§spaudomis

Taigi, pagal teksttiros ir juslinio vertinimo rezultatus, antimikrobiniy komponenty imobilizavimui
pasirinktas OIS3 gelis.

3.5. Antimikrobiniy komponenty imobilizavimas struktiirintuose geliuose su obuoliy
perdirbimo produktais

Siame etape EA imobilizavimui buvo igbandytos dvi skirtingos geliy struktiiros:1) vienasluoksniai
geliai ir 2) daugiasluoksnés geliy struktiiros.

Eteriniy aliejy miSinio ,,Eunutritech imobilizavimo obuoliy milteliy geliuose efektyvumas, vertintas
pagal jy sudétyje esanciy pagrindiniy biologiskai aktyviy komponenty koncentracijas, tirtas auksto
efektyvumo skysciy chromatografijos (HPLC) metodu (Zr. 3.10 lentele).

3.10 lentelé. Eteriniy aliejy misinio ,,Eunutritech® komponenty imobilizavimo efektyvumo jvairiose geliy su
obuoliy milteliais struktirose tyrimy rezultatai

Eterinio aliejaus komponentas

Vienasluoksnis gelis, mg

Daugiasluoksnis gelis, mg

Mentolis 3,9 50,7
Karvakrolis 0,1 1,2
Timolis 10,5 1224

Nustatyta, kad eteriniy aliejy imobilizavimo efektyvumas priklausé nuo geliy struktiriniy savitumy.
Daugiausiai biologiskai aktyviy komponenty (timolio, mentolio ir karvakrolio) iSliko geliy
daugiasluoksnése struktiirose nei vienasluoksniuose geliuose, leidziant tuo padidinti imobilizavimo
efektyvumg vidutiniskai 12 karty.

Siekiant jvertinti prieSpienio imobilizavimo obuoliy iSspaudy geliuose galimybes, keistos dviejy
komponenty koncentracijos: obuoliy i§spaudy (mazinant nuo 14 % iki 8 %, kas 2 %) ir prieSpienio
(didinant nuo 2 % iki 8 %, kas 2 %), t. y. vienu metu buvo kei¢iamas abiejy sausy komponenty
santykis. Tokiu budu gauti 4 geliy su prieSpienio priedais kombinacijos (zr. 3.12 pav.).

0PI

3.12 pav. Geliai su obuoliy i$spaudomis ir prieSpienio priedu
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Atlikus tekstiiros profilio analize (Zr. 3.11 lentele), nustatyta, kad tvirCiausia struktiira iSsiskyré OIP2
gelis tiek pradiniu laiko momentu, tiek po 24 val. laikymo. Pagal kohezijos vertes tirti geliai
reikSmingai nesiskyré tarpusavyje ir tai fiksuota abiem laiko momentais. Taip pat i§ rezultaty matyti,
jog tirty méginiy tvirtumo parametras tai pat kito nezymiai.

3.11 lentelé. Geliy su obuoliy iS§spaudomis ir prieSpieniu tekstiiros analizés rezultatai

Pradiniu laiko momentu 1 val. Po 24 val.
Méginiai Tvirtumas, N | Konsistencija, | Kohezija, N | Tvirtumas, N | Konsistencija, | Kohezija, N
gxs gxs
OIP1 25,24 46,66 -0,22 37,18 84,8 -0,28
OlIP2 28,76 71,76 -0,27 38,53 100,32 -0,27
OIP3 26,96 77,68 -0,3 32,97 73,35 -0,3
OlIP4 26,49 73,45 -0,28 32,21 83,42 -0,29

*OIP1/OIP2/ OIP3/ OIP4 — geliai i§ obuoliy i§spaudy ir priespienio.

Po 24 val. didesni skirtumai buvo fiksuoti, tiriant jvairiy geliy konsistencija. Pagal jj tvir¢iausia ir
tankiausia struktiira buvo OIP2 méginio, o maziausiu tvirtumu ir tankumu pasizyméjo OIP3 gelis. Be
to, OIP3 méginys pagal tvirtumga ir konsistencija (po 24 val.) buvo artimas optimalios tekstiiros OIS3
geliui (39,55 N ir 87,67 g-s). Taigi, eteriniy aliejy (Ciobreliy ir gvazdikéliy) imobilizavimui buvo
pasirinkta OIP3 struktiira, kurig sudaré 10 % obuoliy iSspaudy ir 6 % prieSpienio. Tokiu biidu,
tinkamiausios tekstiros buvo gauti du hidratuoti geliai, kurie tolimesniame etape buvo papildyti
0,3 % pagal mase, imobilizuotais j zarnyne tirpig medziagg ,,Eudragid S 100 ir po to liofilizuotais,
Ciobreliy ir gvazdikéliy eteriniais aliejais.

3.6. Fenoliniy junginiy atpalaidavimo in vitro struktiirintuose geliuose savitumai

Fenoliniy junginiy atpalaidavimo in vitro tyrimas buvo atliktas siekiant nustatyti, kaip i§ sukurty
geliniy struktiiry atsipalaiduoja fenoliniai junginiai, kuriy gausu obuoliy produktuose ir EA, ir kurie
pasizymi placiu biologinio aktyvumo spektru. Tokiu biidu, pagal fenoliniy komponenty
atsipalaidavima biity galima suprasti apie tiriamy geliy poveikj Zmogaus vir§kinimo sistemai.

Fenoliniy junginiy atpalaidavimo tyrimas vykdytas skirtingose pH terpése (pH 2 ir pH 7.,5) ir
skirtingais laiko intervalais 5, 30, 60, 120 min. ir 180, 210, 270 min. Eksperimentui pasirinkti trys
hidratuoti geliai: a) gelis 1§ obuoliy iSspaudy su prieSpieniu bei Ciobreliy EA, b) gelis i§ obuoliy
1Sspaudy su prieSpieniu bei gvazdikéliy EA ir ¢) sluoksniuotos strukttros gelis 1§ obuoliy milteliy su
priespieniu ir ,,Eunutritech* EA preparatu.

Vertinant fenoliniy junginiy atsipalaidavimg i§ geliniy struktiiry, ruosty su obuoliy i§spaudomis (Zr.
3.13 pav. a ir b.), nustatyta, kad intensyviausiai fenoliniai junginiai atsipalaidavo per pirmas 60 min.
pH 2 terpéje, kai po 120 min. buvo pasiektas iSsiskyrusiy fenoliniy junginiy koncentracijos
maksimumas. I§ gauty rezultaty taip pat matyti, jog daugiau fenoliniy junginiy buvo aptikta geliuose
su gvazdikéliy EA (po 120 min.). IS geliy su gvazdikéliy EA iSsiskyrusiy j terpe fenoliniy junginiy
buvo 0,132 GRE mg/ml, o i§ geliy su Ciobreliy j terpe iSsiskyré 0,116 GRE mg/ml fenoliniy junginiy.
Reik$mingy fenoliniy junginiy kiekio pokyciy pH 7,5 terpéje nebuvo pastebéta. Pakeitus terpés pH
stebétais laiko momentais (180—270 min.), fenoliniy junginiy kiekis geliuose su gvazdikéliy EA kito
nuo 0,133 iki 0,134 GRE mg/ml, o su ¢iobreliy EA bendras fenoliniy junginiy kiekis kito nuo 0,113
iki 0,119 GRE mg/ml.
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3.13 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio pokytis in vitro modeliniuose geliuose, ruostuose i§ obuoliy
iSspaudy kombinacijoje su priespieniu ir EA a) Ciobreliy EA ir b) gvazdikéliy EA

Taip pat HPLC metodu buvo jvertintas ir atskiry obuoliy i§spaudose esanc¢iy fenoliniy junginiy kiekio
kitimas geliuose su Ciobreliy EA (Zr. 3.14 pav. a ir b) ir su gvazdikéliy EA (Zr. 3.15 pav. a ir b). I$
rezultaty matyti, jog abiem atvejais daugiausiai atsipalaiduoja procianidino B1 pH 2 terpéje. Geliy su
¢iobreliy EA atveju procianidino B1 kiekis pH 2 terpéje nustatytas 12,06 pug/ml, o geliy su gvazdikéliy
EA — 12,53 pg/ml. Kity identifikuoty junginiy koncentracijos pH 2 terp¢je tirtais laiko momentais
(5-120 min.) kito neZymiai. Terpéje pH 7,5 po 180 min., lyginant su atsipalaidavimu pH 2 terpéje,
buvo pastebétas visy junginiy koncentracijy padidéjimas, isskyrus procianidino B1. Siy junginiy
suminis kiekis pH 7,5 terpéje, lyginant su pH 2, nustatytas didesnis: geliuose su ¢iobreliy EA aptiktas
1,6 karto daugiau, o geliuose su gvazdikéliy EA — 1,5 karto daugiau. Procianidino B1 suminis kiekis
buvo 1,5 karto ir 1,6 karto didesnis pH 2 terpéje nei pH 7,5, atitinkamai geliy su Ciobreliy EA ir
gvazdikéliy EA atvejais.

14 14
N mpH=2, 5 min mpH=7,5, 180 min
12 oOpH=2, 30 min 12 8 pH=7.5, 210 min
10 S pH=2, 60 min 10 pH=7.5, 270 min
E H=2, 120 mir] g
=)
R 28
w
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5] \J
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2 2
0
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Fenoliniai junginiai b) Fenoliniai junginiai

3.14 pav. Obuoliy i$spaudy fenoliniy junginiy kitimas geliuose su ¢iobreliy EA: a) pH 2 terpéje ir b) pH 7,5
terpéje. Cia: 1 — rutinas, 2 — hiperozidas, 3 — izokvercitrinas, 4 — avikularinas, 5 — kvercitrinas, 6 —
procianidinas B1, 7 — floridzinas ir 8 — chlorogeniné rtigstis
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3.15 pav. Obuoliy i$spaudy fenoliniy junginiy kitimas gelivose su gvazdikéliy EA: a) pH 2 terpéje ir b) pH
7,5 terpéje. Cia: 1 — rutinas, 2 — hiperozidas, 3 — izokvercitrinas, 4 — avikularinas, 5 — kvercitrinas, 6 —
procianidinas B1, 7 — floridzinas ir 8 — chlorogeniné rtigstis

Vertinant fenoliniy junginiy atsipalaidavimg i§ sluoksniuoty geliy struktiiry, ruosSty su obuoliy
milteliais ir ,,Eunutritech* eteriniais aliejais (Zr. 3.16 pav.), buvo stebima tendencija, jog fenoliniai
junginiai intensyviau atsipalaidavo i§ tirty geliy esant pH 2 nei pH 7,5. Esant pH 7,5 nustatytas
didziausias fenoliniy junginiy kiekis 210 min. (0,968 GRE mg/ml).

Tai rodo, jog sluoksniuotos struktiiros geliai palaipsniui viso proceso metu atpalaidavo fenolinius
junginius pH 2 ir pH 7,5 terpése.
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3.16 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio pokytis in vitro modeliniuose geliuose, ruostuose i§ obuoliy
milteliy kombinacijoje su prieSpieniu ir ,,Eunutritech® EA preparatu

Vertinant tirty méginiy kokybin¢ fenoliniy junginiy sudétj HPLC metodu (. 3.17 pav. a ir b),
nustatyta, kad daugiausiai atsipalaiduoja i§ geliy tokie komponentai, kaip procianidinas B1,
katechinas ir chlorogeniné rugstis. Lyginant pagal kiekybing sudétj, skirtingose terpése aptiktus Siuos
komponentus, reik§mingas didesnis atsipalaidavimas (1,2 karto) fiksuotas esant pH 7,5 nei pH 2.
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3.17 pav. Obuoliy fenoliniy junginiy kitimas geliuose su ,,Eunutritech” EA preparatu: a) pH 2 terpéje ir b)
pH 7,5 terpéje. Cia: 1 — rutinas, 2 — hiperozidas, 3 — izokvercitrinas, 4 — avikularinas, 5 — kvercitrinas, 6 —
katechinas, 7 — procianidinas B1, 8 — procianinidinas C1, 9 — floridzinas ir 10 — chlorogeniné ruigstis

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad fenoliniai junginiai i§ struktiry, formuoty su
obuoliy iSspaudomis, atsipalaidavo po 120 min. esant pH 2. Tai reiskia, kad suformuotos strukttiros
galéty bti irios imitacingje skrandzio suléiy terpéje, 0 tai galéty biti rekomenduojama vir§kinimo
funkcijai pagerinti. Norint efektyvesnio fenoliniy junginiy atsipalaidavimo zarnyno (pH 7,5 ) terpéje,
reikty tobulinti vienasluoksniy geliy struktiiras. Sluoksniuotos struktiiros geliai, skirtingai nei
vienasluoksniai, palaipsniui viso proceso metu atpalaidavo fenolinius junginius pH 2 ir pH 7,5
terpése.
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4. Rekomendaciju dalis

Pagal optimaliausig tiriamojo darbo metu gautg hidrogeliy su obuoliy iSspaudomis (OIP3) struktiira,
siiloma tokia (Zr. 4.1 pav.) hidrogeliy su PRB Lactobacillus uvarium (LUHS 245) fermentuotu
prieSpieniu ir imobilizuotais EA gamybos principiné aparatiiriné schema.

1 2 3 4 5

A\ [N U

Sorbitolio Obuoliu

sirupas isspaudos

50 % citrinu
r. tirpalas

Zelatinos
firpalas

Vanduo

Priedpienio
milteliai

Imobilizuoty
EA milteliai

.\Immce:‘utikq -
pakavimas —
Hidrogelinés
formos

produktos

o

4.1 pav. Hidrogeliy su obuoliy i§spaudomis ir PRB (LUHS 245) fermentuotu prieSpieniu bei imobilizuotais
EA rekomenduojama gamybos aparatiiriné schema. Cia: 1,2,3,4,5,7,8 — zaliavy talpyklos, 6 — mai$yklé su
apgauba, 9 — maisyklé, 10 — dozatorius, 11 — patalpa hidrogeliy struktarinimui, 12 — formavimo blignas

I kaitinamg maiSykle 6 pirmiausiai yra dozuojamas vanduo, sorbitolio sirupas ir obuoliy i§spaudos.
MiSinys kaitinamas ir maiSomas iki vienalytés mases. Po to, | gautg receptiirinj miSinj supilamas
kambario temperatiiros vandenyje brinkintos Zelatinos tirpalas. MiSinys trumpai pakaitinimas
(trukmé — 1 min.), kad Zelatina nedegraduoty ir galiausiai supilamas 50 % citriny riigsties tirpalas.
Gautas miSinys perpilamas ] maiSykle 9, kurioje jam atvésus iki 50 °C temperatiiros yra dozuojami
fermentuoto prieSpienio ir imobilizuoty EA milteliai. [SmaiSytas iki vienalytés konsistencijos miSinys
dozatoriumi 10 yra atseikéjamas j déklus su krakmole i§spaustomis formomis. Déklai su pripildyta
hidrogelio mase sukraunami j stelazus strukttrinimui, kuris bus vykdomas patalpoje 11.
Hidrogeliams, ruoStiems su Zzelatina, struktirinimas bus vykdomas patalpoje 11 kambario
temperatiiroje, trukmé — 24 val. Papildomai patalpoje 11 yra numatytas santykinio oro drégnio
reguliavimas (<50 %) ir jrengta ventiliacijos sistema (tiekiamoji ir iStraukiamoji). Struktarinti
hidrogeliai perkeliami i$ dékly j biigng 12, kur Sepeciais ir ventiliatoriumi nuo hidrogeliy atskiriami
krakmolo likuciai. Po to hidrogeliai apipurSkiami aliejaus ir vasSko apvalkalu, kad jgyty patrauklia
1Svaizdg (biity blizgiis). Pagaminti hidrogeliai nukreipiami pakavimui ir perduodami laikymui.
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ISvados

Tiriant obuoliy produkty (iSspaudy ir milteliy) panaudojimo galimybes hidrogeliy gamybai,
nustatyta:

e tiriant HPLC metodu, obuoliy iSspaudose fenoliniy junginiy aptikta 1,6 karto daugiau nei
obuoliy milteliuose ir i$spaudose daugiausiai aptikta: floridzino (591,6 pg/g), chlorogeninés
rugsties (482,1 ug/g) ir hiperozido (405,9 ug/g);

e oObuoliy iSspaudos ir obuoliy milteliai, pasizyméjo antimikrobiniu aktyvumu prie§ S. aureus,
slopinimo zonos — 13,55 & 1,09 mm ir 15,50 & 1,03 mm, atitinkamai;

e obuoliy iSspaudoms ir milteliams taip pat buvo budingas antioksidacinis aktyvumas prie$
DPPH (63,19 + 0,35 % ir 64,93 = 0,35 %, atitinkamai) ir ABTS (77,81 + 0,66 % ir 77,35 +
2,13 %, atitinkamai) radikalus;

e hidrogeliy i§ obuoliy milteliy strukttirg ir tekstiirg efektyviausiai i$ tiriamy saldikliy gerino
sorbitolis, o 1§ geliaciniy agenty tvir€iausia konsistencija gauta su Zelatina.

. Atlikus gvazdikéliy, Ciobreliy ir mandariny eteriniy aliejy biologinio aktyvumo palyginamaji

jvertinimg, nustatyta:

e didziausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo Ciobreliy eterinis aliejus, kurio minimali
veiklioji koncentracija (1 %) efektyviausiai slopino S. aureus augima;

e stipriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymeéjo gvazdikéliy eterinis aliejus, kurio 0,1 %
koncentracija slopino DPPH radikalg (86,31 + 0,06 % ), 0 0,5 % koncentracija efektyviai
slopino ABTS radikalg (61,41 + 1,91 %).

Istyrus Lactobacillus uvarium LUHS 245 fermentuotg karvés priespienj, nustatyta:

e karvés priespienj (baltymy kiekis 45,64 = 1,14 %) sudaro tokie baltymai: laktoferinas, jaucio
serumo albuminas, «a-S2 kazeinas, [-kazeinas, «-kazeinas, [-laktoglobulinas ir
a- laktoglobulinas;

e didziausiu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo pries S. typhimurium bakterijas;

e didziausias fermentuoto prieSpienio ABTS radikalo slopinimas (70,7 + 0,26 %) nustatytas,
vykdant baltymy ekstrakcija pH 8,2 TRIS-HCI buferiniame tirpale.

Biologiskai aktyviy medziagy imobilizavimo obuoliy hidrogeliuose efektyvumo tyrimais,

nustatyta:

e Daugiasluoksnése, geliy i§ obuoliy milteliy, struktirose timolio, mentolio ir karvakrolio i§liko
12 karty daugiau nei vienasluoksnése struktiirose;

e geriausia tekstiira iSsiskyré hidrogeliai, kai 6 % prieSpienio buvo jmobilizuojama j obuoliy
18spaudy struktiiras (10 %) pagal mase.

. Atlikus fenoliniy junginiy i$ jvairiy hidrogeliy atsipalaidavimo in vitro tyrima, nustatyta:

e maksimali fenoliniy junginiy koncentracija 1§ geliy, ruoSty su obuoliy iSspaudomis ir
gvazdikéliy bei Ciobreliy eteriniais aliejais, buvo esant pH 2 120 tyrimo minute: 0,132
GRE mg/ml ir 0,116 GRE mg /ml, atitinkamai ir daugiausiai atsipalaidavo procianidino B1;

e maksimali fenoliniy junginiy koncentracija 1§ geliy, ruosSty su obuoliy milteliais ir
»Eunutritech® eteriniy aliejy misiniu, buvo aptikta esant pH 7,5 210 tyrimo minute (0,968
GRE mg/ml) ir daugiausiai atsipalaidavo tokie junginiai, kaip procianidinas B1, katechinas ir
chlorogeno riigstis, kuriy koncentracija pH 7,5 terpéje buvo 1,2 karto didesné nei pH 2 terpéje.
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