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Santrauka

Bioaktyvios imobilizavimo sistemos yra nauja technologijos koncepcija, padedanti funkciniy maisto
produkty gamyboje, kuriuose bioaktyviis komponentai yra imobilizavimo medziagoje arba yra
imobilizuojami, norint sukurti saugy ir pasizymint] konkreCiomis savybémis maisto produkts.
Projekto tikslas buvo istirti pieno rtgsties bakterijy (PRB) imobilizavimo galimybes ryziy séleny ir
brukniy uogy iS§spaudy matricoje, uztikrinant didziausig mikroorganizmy stabilumg ir antimikrobinj
aktyvumg laikymo metu ir atsipalaidavimg imituotomis vir§kinimo saglygomis. Darbo uzdaviniai buvo
nustatyti ryziy séleny (RS) apdorojimo ultragarsu sglygas efektyviam vir§kinimui atsparaus krakmolo
(VAK) susidarymui, jvertinti apdorojimo ultragarsu (UG), brukniy iSspaudy (BR) priedo ir
stabilizatoriy jtakg atrinkty antimikrobiniy PRB gyvybingumui ir antimikrobiniam aktyvumui,
jvertinti RS-BR gelio tipo matricy ir PRB stabilumg laikant ir imobilizuoty PRB atsipalaidavima
imituotomis vir§kinimo salygomis. Nustatyta, kad optimalios apdorojimo UG (850 kHz) salygos
efektyviam VAK susidarymui ryziy sélenose yra: galia 2 W/cm?; trukmé 20 min, temperatiira 40 °C.
Siomis sglygomis galima gauti 11,79 mg/100 g VAK. Ryziy séleny apdorojimas UG ir BR 10-50 %
priedas 11% padidino tirty PRB lasteliy skai¢iy ir 1étino jo mazéjima zaties fazéje. Tyrimai parodg,
kad didziausiu antimikrobiniu aktyvumu pries penkis indikatorinius mikroorganizmus pasizyméjo L.
brevis LUHS173 (slopinti 5 patogenai) ir P. pentosaceus LUHS100 (slopinti 4 patogenai) metabolitai.
Stabiliausia RS-BR gelio tekstiira gauta, naudojant natrio alginatg (kietumo ir konsistencijos vertés,
atitinkamai 5,2 N ir 27,8 N-s), lyginant su agaru ir ksantano guma (atitinkamai 3 N ir 13,9 N-s).
Nustatyta, kad RS-BR geliy stabilumui ir imobilizuoty PRB lasteliy gyvybingumui laikant
reikSmingg jtakg (p<0,05) turéjo temperatiira ir stabilizatoriaus rusis. Didziausias Igsteliy skaiCiaus
sumazéjimas laikymo periodo pabaigoje nustatytas RS-BR gelyje su ksantanu (2,46 log KSV/g), o
stabiliausiai PRB lastelés iSsilaiké, imobilizavus gelyje su alginatu (pokytis 0,76 log KSV/g).
Imobilizuoty PRB stabilumui imituotomis virSkinimo salygomis reikSminga jtakg turéjo terpé ir
naudotas stabilizatorius. Maziausiu stabilumu Sioje terpéje pasizyméjo geliai su agaru (iSsiskyres i8
gelio lasteliy skai¢ius vidutiniskai 7,35 log KVS/ml, o didziausiu — geliai su alginatu (iSsiskyrusiy
lasteliy skaiGius terpéje 4,03 log KVS/ml). Zarnyno aplinka imituojancioje terpéje (pH 7,5),
i§siskyrusiy gyvybingy lasteliy skaicius sudaré papildomai vidutiniskai 9 %. Maziausiu stabilumas
Sioje terpéje nustatytas geliy su ksantanu (vidutinisSkai 4,38 log KVVS/ml). Apibendrinant gautus
rezultatus, galima teigti, kad rudyjy ryziy séleny su didesniu atsparus virskinimui krakmolo kiekiu ir
brukniy uogy iSspaudy matrica gali uZtikrinti imobilizuoty mikroorganizmy lasteliy stabiluma,
apsaugant nuo aplinkos poveikio laikymo metu (likusiy lasteliy skai¢ius gelyje sudaré vidutiniSkai
6,01 log KVS/g) ir nuo greito suirimo vir§kinimo salygomis, taip uztikrinant tolygy jy i$siskyrima
t.y. turintis potencialy teigiama poveikj sveikatai.
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Summary

Bioactive immobilization systems are a new technology concept that aids in the production of
functional foods in which bioactive components are present in the immobilizing material or are
immobilized to create a safe food product with specific properties.

The aim of the project was to immobilize lactic acid bacteria with antimicrobial properties in the
matrix of rice bran and lingonberry press cake, ensuring the highest bioactivity and stability of
microorganisms during storage and release under simulated digestive conditions. The objectives of
the project - to determine the conditions of ultrasound treatment (US) of rice bran (RB) for efficient
production of resistant starch (RS), and evaluate the influence of US, lingonberry press cake (BR)
additive and stabilizers on the viability and antimicrobial activity of selected antimicrobial PRBs.
Also, the evaluation of the stability of RB-BR gel-type matrices and immobilized PRB during storage
and their release under simulated digestive conditions was carried out. Results showed that the
optimal conditions for US treatment (850 kHz) for efficient RS formation in rice bran were as follows:
power 2 W/cm?; duration 20 min., temperature 40 °C. Under these conditions, a quantity of 11,79
mg/100 g of RS can be obtained. US treatment of RB and the addition of BR of 10-50 % increased
the number of tested LAB on average by 11%, and improved their antimicrobial activity. The
metabolites of L. brevis LUHS173 and P. pentosaceus LUHS100 (5 and 4 inhibited pathogens from
5 in total) had the highest antimicrobial activity against the five tested indicator microorganisms. The
most stable RS-BR gel texture was obtained using sodium alginate (hardness and consistency values,
5.2 N and 27.8 N-s, respectively) compared to agar and xanthan gum (3 N and 13.9 N-s, respectively).
It was found that the storage time and temperature, and type of stabilizer had a significant effect
(p<0.05) on the stability of RS-BR gels and the viability of immobilized LAB. The largest decrease
in cell number at the end of the storage period was observed in the RS-BR gel with xanthan gum
(2.46 log CFU/qg), and the most stable cells were maintained after immobilization in the alginate gel
(change of 0.76 log CFU/qg). The stability of immobilized LABs under simulated digestive conditions
was significantly affected by the medium and the stabilizer used. Gels with agar had the lowest
stability in this medium (average number of cells released from the gel was 7.35 log CFU/ml, and
gels with alginate were of the highest stability (number of cells released in the medium was 4.03 log
CFU/ml). medium (pH 7.5), the number of viable cells released averaged 9%, and the lowest stability
in this medium was found in gels with xanthan (average 4.38 log CFU ml). In summary, it can be
concluded that brown rice bran with a higher content of resistant starch and a lingonberry pulp matrix
can ensure the stability of immobilized LAB, protecting against environmental influences during
storage (the number of remaining cells in the gel averaged 6.01 log CFU/g) and rapid degradation
under digestive conditions, thus ensuring their uniform release, having a potential positive effect on
health.
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Santrumpy ir terminy sarasas
V/U — vaisiai/uogos
VAK - virskinimui atsparus krakmolas
VK — virS§kinamas krakmolas
FOS — fruktooligosacharidai
MRS — De Man, Rogosa ir Sharpe (mitybiné terpé)
PRB — pieno rugsties bakterijos
RS — ryziy sélenos
BR — brukniy iSspaudos
AA — antioksidacinis aktyvumas
BMS — bendras mikroorganizmy skaicius
BFJK — bendras fenoliniy junginiy kiekis
UG — ultragarsas
R200 — ryziy séleny frakcija 200 um

R500 — ryziy séleny frakcija 500 um



Ivadas

Bioaktyvios imobilizavimo sistemos yra nauja technologijos koncepcija, padedanti funkciniy maisto
produkty gamyboje, kuriuose bioaktyviis komponentai yra imobilizavimo medZziagoje arba yra
imobilizuojami, norint sukurti saugy ir pasizymint] konkreCiomis savybémis maisto produkta.
Turtingos vertingais antioksidaciniu aktyvumu pasizyminéiais junginiais (pvz. epikatechinas,
kvercetinas, chlorogeniné rtgstis, protokatecho rugstis, ferulo rugstis, florizinas, ir pan.) [1,2]
vaisiy/uogy (V/U) iSspaudos galéty biiti panaudotos funkcionaliyjy produkty gamybai, tai ne tik
sumazinty tokiy atlieky srautus, bet ir prisidéty prie tarSos pramoninémis atliekomis mazinimo
problemos sprendimo.

Augaly biologiskai veikliyjy medziagy junginiai turi platy teigiama poveikj Zzmogaus organizmui,
veikdami kaip skirtingo tipo antioksidantai, fermenty veiklos moduliatoriai. Taip pat, moksliniais
tyrimais jrodyta [3], kad pektinas yra potencialus prebiotikas, didinantis naudingy bakterijy augima
zarnyne — vertingas Salutinis produktas, kurj galima gauti i§ V/U atlieky. Be to, V/U veikliyjy junginiy
bei antimikrobinémis savybémis pasizyminc¢iy mikroorganizmy simbiotiniy rysiy derinimas, kuriant
naujas maisto technologijas, biity pazangi priemone, kuri padéty uztikrinti maisto sauga, ir buty
pritaikoma su tuo susijusiy riziky valdymui.

Probiotiniai mikrooganizmai turi didele jtaka normaliai organizmo veiklai. Tyrimai rodo, jog
mikrofloroje veikiantys probiotikai yra siejami su sklandzia visos virSkinimo sistemos veikla bei
normalios mikrobiotos palaikymu,turi didele jtaka imunitetui, infekcinémis ligomis ir maisto alergijy
prevencija, zarnyno ligy simptomy palengvinimu [4,5]. Probiotiky poveikis siejamas ir su
cholesterolio kiekio mazinimu kraujo serume [6]. Moksliniais tyrimais nustatyta, jog probiotiniai
mikroorganizmai dalyvauja vitamino K, B grupés vitaminy — biotino (B7), kobalamino (B12), folio
ragsties (B9), niacino (B3), pantoteno riigsties (B5), piroksidino (B6), riboflavino (B2) ir tiamino
(B1) sintezéje zmogaus organizme [7].

Sukurtos imobilizavimo sistemos uZztikrinty mikroorganizmy funkcionaluma ir stabiluma, iSlaikant
antimikrobines savybes produkte. Taciau produkty, turtingy augaly polisacharidais, gamyba riboja
nepakankama sudétiniy komponenty (baltymy, polisacharidy) dispersija dél maZzo tirpumo.
Ultragarso kavitacija yra viena i$§ inovatyviy priemoniy, pastaruoju metu taikomy jvairiy augaliniy
substraty stabilizavimui, mikroorganizmy fermentiniy sistemy aktyvinimui ir vertingy ingredienty
efektyvesniam iSgavimui. Ultragarso taikymas baltymy ir polisacharidy dispersijos apdorojimui
galéty biiti inovatyvi strategija, pagerinanti tokiy sistemy struktiira.

Darbo tikslas — istirti pieno rigsties bakterijy (PRB) imobilizavimo galimybes ryziy séleny ir
brukniy uogy iSspaudy matricoje, uztikrinant didZiausig mikroorganizmy stabilumg ir antimikrobinj
aktyvuma

Darbo uzdaviniai:

1. ryziy séleny (RS) apdorojimo ultragarsu salygy nustatymas efektyviam virSkinimui atsparaus
krakmolo (VAK) susidarymui.

2. jvertinti tiriamy pieno rugsties bakterijy (PRB) gyvybinguma ir antibakterinj aktyvuma RS
terpéje, parenkant aktyviausius mikroorganizmus.

3. Dbrukniy i§spaudy (BR) priedo jtakos atrinkty PRB gyvybingumui ir antimikrobiniam aktyvumui
jvertinimas ir optimalaus komponenty santykio parinkimas RS — BR matricoje.



4. PRB imobilizavimas gelio tipo RS-BR matricoje, jvertinant RS — BR gelio tipy matricy ir PRB
stabilumg laikant ir imobilizuoty PRB atsipalaidavimg imituotomis virSkinimo saglygomis.
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1. Literaturos apZvalga

1.1. Agro-pramoniniai atlieky srautai ir ju panaudojimo galimybés

Siuo metu visuomené susiduria su naujais is$ikiais, vienas i§ jy — didelis maisto gamybos atlieky
kiekis, kuris kelia vis didesn] susirtipinimg, todél ieSkoma biidy susSvelninti neigiama ekologinj ir
socialinj ekonominj poveikj [8]. Augalinés kilmés atliekose, kurios sudaro didesn¢ pramonéje
susidaranciy maisto perdirbimo atlieky dalj (63%), yra vertingy funkcinémis savybémis pasizyminciy
medziagy, tokiy kaip flavonoidai, vaskai, biopolimerai ar riebaly riigstys. Susidariusios antrinés
maisto medziagos gali biiti naudojamos biokuro ar biopolimery gamybai, taip pat cheminiy ir
biologiskai aktyviy medziagy iSskyrimui ir gryninimui [9]. Jrodyta, kad biomasés atlieky perdirbimas
ir pagrindiniy cheminiy junginiy i$skyrimas biity 7,5 karto pelningesni, nei jy perdirbimas j gyviiny
pasarus ar kurg [10]. Taciau, naudojant $ig zaliava elektros energijai (per anaerobinj skaidymg) ar
kurui (celiuliozing biomas¢ paverciant bioetanoliu) gaminti arba panaudojant pasary gamybai,
naudingos antriniy maisto zaliavy funkcijos prarandamos arba, geriausiu atveju, nepakankamai
panaudojamos.

Pramonés atlieky valorizacijos biidai biorafinavimo grandinése apima aukStos mitybinés vertés
komponenty, jau esanciy zaliavose, ekstrahavimg ir gryninima, polimeriniy medZziagy iSskyrima,
naudojant cheminius ar biologinius procesus, ir jy panaudojimg kity produkty praturtinimui ar
farmacijos pramonéje. Dél $iy priezas¢iy biologinio perdirbimo grandinéms reikalingi dideli
agrariniy ir pramoniniy atlieky srautai, kur, norint iSgauti ar gaminti konkrecius produktus, reikalinga
uztikrinti substrato vienodumg ir tieckimo stabiluma [8]. Tinkamai tvarkant maisto pramongés ir zemeés
tkio sektoriaus atliekas, gali biiti jgyvendinta daugybé sprendimy, ne tik mazinant atlieky neigiama
poveikj, bet ir kuriant pridétinés vertés turinéius produktus. Funkcionalaus maisto poreikis auga
visame pasaulyje dél vartotojy doméjimosi sveika mityba, kuri yra svarbus veiksnys, uztikrinant
populiacijos sveikos gyvensenos poreikius bei valdant jvairiy susirgimy rizikas.

Padid¢jes vartotojy supratimas apie maistingos dietos ir sveikatos bei gerovés santykj yra viena i$
naujy maisto produkty, turin¢iy vertingy maistiniy savybiy, populiarumo prieZasciy, ir tai paskatino
naujy technologijy ir ingredienty paieSka. Bioaktyvios imobilizavimo sistemos yra nauja
technologijos koncepcija funkcionaliy maisto produkty gamyboje, kai bioaktyviis komponentai yra
imobilizavimo medZiagoje arba yra imobilizuojami, norint sukurti saugy ir pasiZymintj konkre¢iomis
savybémis maisto produkta. Vaisiy/uogy (V/U) iSspaudos, turtingos antioksidaciniu aktyvumu
pasizyminéiais junginiais, tokiais kaip, pvz. epikatechinas, kvercetinas, chlorogeniné rigstimi,
protokatecho rugstis, ferulo rugstis, florizinas, ir pan.), galéty buti panaudotos funkcionaliyjy
produkty gamybai, tai ne tik sumazinty V/U perdirbimo atlieky srautus, bet ir prisidéty prie tarSos
pramoninémis atliekomis mazinimo problemos sprendimo [1,2]. Taip pat, moksliniais tyrimais
jrodyta [3], kad pektinas yra potencialus prebiotikas, didinantis naudingy bakterijy augimg zarnyne —
vertingas Salutinis produktas, kurj galima gauti 1§ V/U atlieky.

Augaly biologiskai veikliyjy medziagy junginiai turi platy teigiama poveikj zmogaus sveikatai,
veikdami kaip antioksidantai ar/ir fermenty veiklos moduliatoriai. Be to, V/U veikliyjy junginiy bei
antimikrobinémis savybémis pasiZymin¢iy mikroorganizmy simbiotiniy rySiy derinimas, kuriant
naujas maisto technologijas, biity pazangi priemoné, kuri padéty uztikrinti maisto sauga, ir biity
pritaikoma su tuo susijusiy riziky valdymui.
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1.2. RyzZiy malimo atlieky funkciniai komponentai ir ju panaudojimas

Pastaraisiais metais ryziy sélenos sulaukia vis didesnio démesio, nes yra placiai prieinamos, pigios ir
turtingos maistinémis medziagomis, tokiomis kaip baltymai, riebalai, angliavandeniai, ir maistinés
skaidulos. Ryziy séleny cheminé sudétis priklauso nuo ryziy genotipo, auginimo salygy ir perdirbimo
budo. Ryziy sélenos — iSorinis ryziy gridy sluoksnis — sudaro 8—-10% viso griido svorio, taciau jame
yra dauguma maistiniy medziagy: angliavandeniy (34—62%), lipidy (15-20%), baltymy (11-15%),
lastelienos (7-11%) ir mineraliniy medziagy (7-10%). Pagal literatura, ryziy lipidai ir bioaktyviis
komponentai yra sukoncentruoti ryziy sélenose [11, 12]. Ryziy sélenose vyrauja tokios riebaly
ragstys, kaip palmitino (21-26%), linoleno (31-33%) ir oleino (37-42%). Be to, dél didelio
polinesociyjy riebaly riigsciy kiekio, ryziy sélenos laikomos sveiku maistu [12]. Ryziy sélenose
nustatyta nemazai bioaktyviy junginiy, tokiy kaip y-orizanolis, tokotrienolis, tokoferolis ir a-
sitosterolis, taip pat maistiniy skaiduly, tokiy kaip a-gliukanas, pektinas ir derva [13], i$ kuriy y-
orizanolis, pagrindinis antioksidantas esantis ryziy sélenose, turi 10 karty didesnj antioksidacinj
aktyvuma (AA), o tokotrienolis turi 40—60 karty didesnj AA, nei tokoferolis. Tac¢iau $iy fitochemikaly
proporcijos skiriasi, priklausomai nuo ryziy veislés [14]. Be to, ryziy sélenose yra 4-hidroksi-3-
metoksicinaminés riigsties (FA), turin¢ios toksinus slopinantj ir antioksidacinj poveikj [14, 15].

Ryziy sélenos daznai perdirbamos, stabilizuojant, frakcionuojant, hidrolizuojant fermentais arba
fermentuojant. Tokiais biidais apdorotos ryziy sé¢lenos vadinamos funkcinémis sé¢lenomis. RyzZiy
sélenose esanciy bioaktyviyjy komponenty identifikavimas sustiprina jy, kaip funkcionalaus maisto,
statusg. Eksperimentai parodé¢, kad fermentais apdorotos ryziy sélenos pagerina kraujospidj, lipidy
profilj ir gliukozés metabolizmg. Be to, papildant maistg adenozinu, aktyviu funkciniy séleny
komponentu, sumazinama insulto rizika [16], o ferulinés riigsties priedas normalizuoja kraujospudj
ir lipidy profilj [15].

1.2.1. VirSkinimui atsparus krakmolas (VAK), jo savybés ir panaudojimas

Krakmolas — natiiralus polimeras placiai randamas gamtoje, maistui naudojamuose augaluose, bei
vienas pagrindiniy angliavandeniy Zmoniy kasdienéje mityboje (kiti — cukrus ir maitinés skaidulio).
Tai griideliai sudarytos 1§ dviejy polisacharidy — amilozés, linijinio polimero sudaryto 1§ a-D-
gliukopiranoziy sujungty a-1,4-gliukozidinais rysiais, ir amilopektino, Sakotos struktiiros polimero,
kurio a-D-gliukopiranoziy monomerai jungiasi a-1,4-gliukozidinais rysiais ir Soninés grandinés
prijungtos a-1,6- glikozidiniais rysiais.

HO HO HO H HO HO HO H
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1.1 pav. Amilozés molekulés segmentas
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1.2 pav. Amllopektlno molekulés segmentas.

Vienas i$ ryziy séleny funkcionaliyjy komponenty galéty bati virSkinimui atsparus krakmolas, kuris
pla¢iai naudojamas kaip funkcinis ingredientas, ypa¢ maisto produktuose, kuriuose yra didelis
maistiniy skaiduly kiekis.

Virskinimui atsparus krakmolas (VAK) — tai dalis mitybai suvartojamo krakmolo, kuri néra skaidoma
vir§kinamojo trakto fermenty plonajame zarnyne ir pasickia storgjj Zarnyng, Kur gali bati
sufermentuotas Zarnyno mikrofloros [17]. Pagal savo struktirg ir savybes VAK yra skirstomas j 5
tipus:
e VAKIL — neprieinamas krakmolas, esantis pluostiniame apvalkale (pvz.: sveiky ar nepilnai
sumalty javy graduose);

e VAK2 — kai kuriy augaly (kukuriizy, nevirty bulviy, nesunokusiy banany) termiskai
nepadoroto krakmolo granulés, turin¢ios didelj kiekj amilozeés;

o VAKS - retrogradaves krakmolas. D¢l retrogradacijos daugiau termostabiliy struktiiry sudaro
amilozé, o ne amilopektinas. Tokiu biidu pagaminto atsparaus krakmolo kiekis padidéja kartu
su padidéjusiu amilozés kiekiu krakmole.

e VAK4 — chemiskai modifikuotas krakmolas [18];
e VAKS — amilozés — lipidy kompleksai [19].

VAKTI1 rasies atsparus krakmolas, esantis augaly lastelése, kuriy sienelé nesuardyta mechaninémis
jégomis (pvz.: nepilnai sumalty griidy). Toks krakmolas yra nesuskaidomas amilolitiniy vir§kinimo
fermenty, nes Zmogaus vir§kinimo sistema neturi fermenty, skaidanéiy augaliniy lasteliy sieneliy
komponentus — ligning, celiuliozg, hemiceliulioze ir kt. [20].

VAK?2 riisies atsparus krakmolas — tai kai kuriy rtiSiy augaly neapdoroto termiskai krakmolo granulés.
Neapdoroto krakmolo atsparumas amilolitiniams fermentams dar néra pilnai istirtas. Zalio bulviy
krakmolo atsparumas siejamas su didziulémis granulémis, taigi ir ribotu jy prieinamumu fermentams.
Vis délto, smulkiy granuliy kukuriizy krakmolas, turintis didelj amilozés kiekj, rodo tg patj atsparuma
fermenty poveikiui. Bulviy krakmolas turi gana didelj amilopektino kiekj ir didelj kristalizacijos
laipsnj. Amilolitiniai fermentai pirmiausia paveikia amorfinius regionus, taigi krakmolo granuliy
kristaliSkumas yra pagrindiné jy atsparumo fermentams priezastis. Padidinus krakmolo suspensijos
temperatiirg, padidéja vandens jsiskverbimas i granuliy vidy, padidéja granulés dydis. Vandeniliniai
ry$iai suardomi, o vandens dalelés jungiasi prie iSlaisvinty hidroksilo grupiy. Esant Zemesnei nei
krakmolo kleisterizacija temperatiirai, ji nepazeidzia granuliy, bet keicia jy savybes. Gautus pokyc¢ius
lemia botaniné krakmolo kilmé, kaitinimo temperatiira ir trukmé, taip pat krakmolo koncentracija
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vandeningje suspensijoje. Skirtingy augaly rasiy krakmoly kaitinimas padidina kristaliSkumo laipsnj
ir granuliy kristaliniy formy stipruma, krakmolo grandiniy iSsidéstyma tiek kristaliniame, tiek
amorfiniame sluoksnyje. Sie krakmolo granuliy struktiiros poky¢iai skatina krakmolo kleisterizacijos
temperatiiros padid¢jimg ir padidina Sio proceso entalpija. Dél Siy pokyCiy sumazéja krakmolo
tirpumas ir brinkimas, padidéja granuliy atsparumas amilolitiniy fermenty aktyvumui [18].

VAKS risies virSkinimui atsparus krakmolas yra gaunamas krakmolo gelio retrogradacijos procese.
VAKS formuojantis krakmolo griidelis yra pilnai hidratuotas. Amiloze¢ iSsilaisvina i$ gradelio vidaus
1 tirpalg kaip atskiri polimerai. Tirpalui véstant, Sie pavieniai polimerai tank¢ja, susisuka j spirales,
kurias stabilizuoja susidarantys vandeniliniai rySiai. Vykstant tolesnei retrogradacijai, pavienés
spiralés asocijuojasi tarpusavyje ir gali sudaryti $eSiakampes struktiiras [21].

1.3 pav. VAK3 krakmolas vandeniniame tirpale.

VAK4 gaunamas, chemiskai modifikuojant krakmolg. DaZzniausiai vykdoma esterifikacija arba
prijungiamos papildomos cheminés grupés. Sie pakitimai neleidzia virskinamojo trakto amilazéms
hidrolizuoti susidariusiy polimery [22].

VAKS gaunamas, krakmolo amilozei ir ilgoms amilopektino atSakoms sgveikaujant su riebaly
rigtimis ir formuojant spiralinius kompleksus. Sie susidare kompleksai trukdo prisijungti fermentui,
taip neleidZiama vykti fermentinei hidrolizei. Taip pat Sie kompleksai mazina krakmolo griudeliy
brinkimg ir didina kleisterizacijos temperatiirg [19].

VAK funkcinés savybés.

Did¢jantis vartotojy informuotumas apie naudingg maistiniy skaiduly vaidmenj sveikatai, padidino
skaidulomis praturtinty gradiniy ir negradiniy produkty paklausg ir gamybag. Pastaraisiais metais yra
didelis susidoméjimas VAK kaip maisto priedu, nes jo fiziologinis poveikis yra panasus j maistiniy
skaiduly. Lyginant su tradicinémis netirpiomis maistinémis skaidulomis, tokiomis kaip griidinés
s¢lenos, VAK turi didelj pranaSuma, nes maZziau paveikia produkto juslines savybes, teksttira, bendra
iSvaizda, tai daznai biina labiau priimtina vartotojams [23].

Krakmolingy maisto produkty glikemijos indeksas (GI) gali priklausyti nuo jvairiy veiksniy, tokiy
kaip amilozés ir amilopektino santykis, natiirali krakmolo granulés kilmé, krakmolo kleisterizacijos
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temperattra, vandens kiekis ir maisto produkto perdirbimo technologija. Veiksniai, turintys jtakos GI
vertei, taip pat turi jtakos ir VAK susidarymui. VAK turi 1étg glikeminj atsaka, todél kaip maisto
produkto sudétiné dalis jis sumazina viso produkto GI, ypa¢ jei VAK pakei¢iama produkto
angliavandeniy dalis. Si atsparaus krakmolo savybé pradéta taikyti maisto perdirbéjy, gaminandiy
produktus su dideliu Kiekiu greitai pasisavinamy angliavandeniy (duonos ir konditerijos pramonéje).
Taigi maisto produktai, kuriy sudétyje yra VAK, légiau virskinami (turi maZzesnj Gl). Zemas Gl
nulemia mazesnj insulino atsakg ir ilgesnj sotumg. [24]

VAK prebiotinés savybés.

Zmogaus Zarnyno mikrobiota turi jtakos bendrai savijautai. Siuo metu didéja problemoa dél
blogéjanios zarnyno mikrofloros sudéties, sukeltos per didelio perdirbto maisto vartojimo
populiarumo. Prebiotikai — neskaidomi virSutiniame virS$kinimo trakte maisto ingredientai, kurie
naudingai veikia vartotojo sveikata, selektyviai stimuliuojant storosios Zarnos bakterijy augimg ir
aktyvumg. Prebiotiky suvartojimas gali turéti reikSmingos jtakos gaubtinés Zarnos mikrobiotal,
padidinant specifiniy bakterijy skaiciy [25]. Prebiotikai yra nevirSkinami oligosacharidai, ypac
fruktooligosacharidai, jie skatina endogeniniy bifidobakterijy augima, kurios po trumpo maitinimosi
prebiotikais laikotarpio jsivyrauja zmoniy iSmatose [25].

VAK nepasisavinamas plonajame zarnyne, todél apripina gerasias bakterijas skaidomais
angliavandeniais. Nustatyta, kad skaidant VAK, pasigamina didesnis kiekis sviesto rtgsties, nei
skaidant kitus nevirSkinamus angliavandenius. Butiratas yra vienas pagrindiniy epiteliniy lasteliy
energijos Saltiniy, susijes su gaubtinés zarnos normalia veikla, ir dalyvauja, reguliuojant imuning
sistema, kai sergama uzdegiminémis zarnyno ligomis [26, 27].

Trumpy grandiniy fruktooligosacharidai (FOS) ir VAK gali veikti sinergetiskai, padidinant
laktobakterijy ir bifidobakterijy skaiciy storosios Zarnos turinyje. Galima iSskirti keletg prebiotiniy
skaiduly tipy, atsizvelgiant j jy fermentavimo greitj. In vitro tyrimuose nustatyta, kad fermentavimo
greitis priklauso nuo angliavandeniy grandinés ilgio. FOS virskinimo sistemoje greitai fermentuojami
del trumpy grandiniy, o VAK skaidomas létai. Todél pagal prebiotiky skaidymo kinetikg galima
nustatyti Zarnyno sritj, kurioje poveikis bus aiSkesnis. Taigi, FOS aktyviai veikty pirmosiose storosios
zarnos dalyse, o VAK pasiekia distaling gaubtinés zarnos dalj [28]. Tokiu buidu, funkciniai maisto
produktai, kuriy sudétyje yra skirtingy tipy maisto skaiduly, storoje Zarnoje gali sukelti stipresnj
poveikj, reik§mingai padidinantj probiotiky kiekj, dél ko tokia jvairiapusé sveika mityba gali duoti
papildoma nauda.

VAK panaudojimas probiotiniy mikroorganizmy stabilizavimui.

Vartotojai pereina nuo nesubalansuotos dietos prie sveikesniy maisto produkty ir funkciniy gérimy,
kurie teikia teigiamg naudg sveikatai, vartojimo. Didéjantis funkcionaliy maisto produkty
populiarumas tarp jaunimo ir vidutinio amziaus gyventojy yra vienas pagrindiniy veiksniy, lemianciy
tokiy produkty gamybos ir rinkos augima.

Tarp skirtingy VAK fiziologiniy vaidmeny, jo prebiotinis poveikis kelia didelj susidomejimg. VAK
kaip prebiotikas gali bati naudojamas funkciniuose maisto produktuose i) kaip fermentuojamas
substratas probiotiniy mikrobioty, ypac laktobakterijy ir biofidobakterijy, augimui skatinti, ii) kaip
maisto produktas, skatinantis teigiamga fiziologinj poveikj, iii) probiotiky jkapsuliavimui, Siekiant
pagerinti jy stabilumg [29]. VAK naudojimas mikrojkapsuliavimo procesy leido iSspresti tokias
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problemas, kaip terminis atsparumas, virskinimo proceso sukeliamas kontroliuojamas atpalaidavimas
ir ilgas jautriy junginiy tinkamumo laikas [30].

Mikroorganizmy jkapsuliavimui paprastai naudojamas 1-2% VAK ir hidrokoloido tirpalas, siekiant
stabilizuoti probiotikus [31, 32]. Sultana ir kt. [32] duomenimis, komercinio VAK naudojimas
bakterijy Lactobacillus acidophilus ir Bifidobacterium spp. ikapsulivimui, pagerino jy gyvybinguma
jogurte, palyginti su jkapsuliavimu be VAK. lyeris ir Kailasapathy [31] naudojo kukuriizy VAK
priedg imobilizavimo sistemoje, kuris uztikrino maksimaly Lactobacillus spp. stabilumg 3 valandy
laikotarpiu, laikant pH 2,0 salygomis, palyginti su prebiotikais Raftilinel ir Raftilosel. Pagal
Homayouni ir kt. [33] tyrimus, jkapsuliavimas, naudojant 1% VAK, reikSmingai padidino probiotiniy
bakterijy Lactobacillus casei (Lc-01) ir Biifobacterium lactis (Bb-12) iSgyvenamuma leduose, ilgai
laikant Saltyje. Be to, jkapsuliuoty probiotiky pridéjimas neturéjo reik§mingo poveikio ledy, kuriuose
VAK buvo naudojamas kaip prebiotinis substratas, juslinéms savybéms. Pagal kity mokslininky
tyrimus, analizuojant Lactobacillus casei lasteliy gyvybinguma jogurte 20 dieny laikymo 4 °C metu,
nustatyta, kad jkapsuliavimas natrio alginate su 2% VAK, padidino bakterijy skai¢iy jogurte 1,05
log, lyginant su neimobilizuotomis lgstelémis [34].

Taip pat, moksliniai tyrimai rodo, kad bakterijy mikrojkapsuliavimui naudojant VAK prieda, galima
reik§mingai padidinti probiotiky stabiluma laikant arba reguliuoti jy atsipalaidavimg pageidaujamose
virskinimo trakto vietose. Jkapsuliavimas Lactobacillus acidophilus su 1% VAK alginto
mikrokapsulése leido i$saugoti lasteliy skai¢iy, suteikiantj probiotinj poveikj (< 7 log CFU/g),
maziausiai 30 dieny dziovintoje formoje, laikant kambario temperatiiroje (25 © C) [35]. IStyrus laisvy
ir jkapsuliuoty Lactobacillus plantarum PTCC 1058 alginato ir VAK kapsulése iSgyvenamuma
virskinimo trakte, nustatyta, kad jkapsuliavus bakterijas (1%) j natrio alginato (2%) ir VAK (2%)
miSinj, patekusiy ] storaja Zarng gyvybingg lasteliy skaiCius atitinkamai 6,48 ir 7,23 log KSV/ml, tuo
tarpu laisvy bakterijy iki storosios zarnos pateko 4,6 log KSV/ml, toks kiekis nepakankamas
probiotinei funkcijai atlikti [36].

1.3. Brukniy uogy veiklieji komponentai ir jy funkcinés savybés

Pasaulio sveikatos organizacija (PSO) pabreézia fenoliniy junginiy antioksidacinio aktyvumo svarba
sveikatos problemy, tokiy kaip Sirdies ir kraujagysliy ligos, diabetas, véZys ir nutukimas prevencijai
[37]. Be organizme gaminamy antioksidanty, $iy vertingy junginiy galima gauti i§ iSoriniy Saltiniy —
uogy ir vaisiy. Pastaraisiais metais atliekama eilé moksliniy tyrimy, siekiant istirti uogy bioaktyvius
junginius, jy teikiamg naudg zmogaus sveikatai ir panaudojimg funkciniy maisto produkty gamybai.

1.4 pav. Brukniy (lot. Vaccinium vitis-idaea) uogos.

16



Maistiniai fenoliniai junginiai skirstomi j [38]:

e fenolines rigstis (hidroksibenzoinés rigstys tokios kaip galo riigStis ir hidroksicinaminés
rugstys — ferulo, kumaro rtigstys);

e flavonoidus:

a) antocianinai, glikozilinti antocianidino dariniai, esantys spalvotuose vaisiuose;
b) antoksantinai, bespalviy junginiy grupé, suskirstyti | keletg kategorijy, iskaitant flavonus,
flavanus, flavonolius, flavanolius, izoflavonus ir jy glikozidus;

e taninus, vandenyje tirpius polifenolius, kuriy molekulinis svoris yra nuo 500 iki 3000 Da. Jie
skirstomi j kondensuotus ir hidrolizuojamus taninus ir daznai randami kompleksuose kartu su
alkaloidais, polisacharidais ir baltymais. Remiantis struktiros savybémis, i$skiriamos dvi
hidrolizuojamy taniny grupés — galotaninai ir elagitaninai;

e stilbenai — tai yra 1,2-difeniletileno branduolys, turintis hidroksilo pakaitus ant aromatiniy
iedy, aptinkami monomery ar oligomery pavidalu. Zinomiausias junginys yra trans-
resveratrolis, turintis trihidroksistilbeno stuktiirg.

Fenoliniai junginiai prisideda, formuojant daugelio vaisiy spalva (pvz. antocianinai) ir skonj (pvz.
taninai), jy gausu jvairiose uogose, taciau polifenoliy kiekis priklauso nuo jvairiy veiksniy [39].

Uogose gausu jvairiy bioaktyviy junginiy, tokiy kaip flavonoidai, fenoliai, antocianinai, fenolio
rugStys ir taninai, taip pat maistiniy junginiy, tokiy kaip cukrus, eteriniai aliejai, karotenoidai,
vitaminai ir mineralai. Uogy bioaktyviis junginiai turi stipry tiek in vitro, tiek in vivo antioksidacinj,
prie$vézinj, antimutageninj, antimikrobinj, prieSuzdegiminj ir antineurodegeneracinj poveikj [40,41].

Brukné (lot. Vaccinium vitis-idaea, angl. lingonberry, vok. Preiselbeere) — erikiniy Seimos
(Ericaceae) augalas. Siauriniuose krastuose placiai paplitusiose bruknése (randama daug bioaktyviy
junginiy, tokiy kaip polifenoliai, lignanai, vitaminas C, inozitoliai, triacilgliceroliai,
glicerofosfolipidai, riebaly ruigstys, tokoferoliai, fitosteroliai [42]. Brukniy uogose i$skiriama 28
skirtingi fenoliniai junginiai [43]. Daugiausia brukniy uogose randama antocianiny, taip pat
proanthocianiny ir kvercetino turintys flavonoliai [42].

OH
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1.5 pav. Kvertecinas
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Uogy fenoliai taip pat gali veikti kaip antimikrobinés medziagos, kurios gali padéti kontroliuoti
uzsikrétimus patogenais, jvertinant pastarojo meto problemas, susijusias su atsparumu antibiotikams.
Antioksidanty trakumas susijes su létiniais sveikatos sutrikimais, tokiais kaip Sirdies ir kraujagysliy
ligos, létiniai uzdegimai, diabetas ir kitos patologijos, todél pastaryjy vartojimo padidinimas yra
nepaprastai svarbus.

Didzioji dalis uogy bioaktyviyjy junginiy antioksidacinio aktyvumo tyrimy buvo atlikta, naudojant
in vitro tyrimus. Atsizvelgiant j tai, daugiau démesio skiriama polifenoliy biologinio prieinamumo ir
taip pat galimo toksiskumo tyrimams [44]. Antioksidantai sulaiko oksidacijos reakcijas organizme,
pasalindami laisvuosius radikalus kaip tarpinius produktus, ir slopina kitas oksidacijos reakcijas,
patys oksiduodamiesi. Polifenoliai gali veikti kaip antioksidantai. Mazas antioksidanty kiekis sukelia
oksidacinj stresg ir gali pazeisti arba sunaikinti lasteles. Manoma, kad oksidacinis stresas prisideda
prie jvairiy ligy, tokiy kaip Parkinsono ir Aizheimerio, vystymosi. Oksidacinio streso metu, mazo
tankio lipoproteiny (MTL) oksidacija suaktyvina arterogenezés procesa, kuris sukelia ateroskleroze
ir galiausiai Sirdies ir kraujagysliy ligas [45].

Analizuojant uogy bioaktyvius junginius, nustatyta, jog fenoliniai junginiai pasizymi antimikrobiniu
poveikiu prie§ patogenines bakterijas. Uogy ekstraktai daugiausia slopina gramneigiamy bakterijy
augima, taciau neturi poveikio prie$ gramteigiamas bakterijas. Bruknése esantys fenoliniai (SvieZiose
bruknése polifenoliy randama 652 mg/g, flavonoidy — 74 mg/g, antocianiny — 77 mg/g) junginiai
aktyviai veikia prie§ gramneigiamus E. coli ir P. vulgaris [46]. Zinoma, kad §j aktyvuma lemia
glikozidai arbutinas ir metilarbutinas. Bruknése taip pat gausu benzoinés riigsties, maisto produktuose
naudojamos kaip antimikrobiné medziaga [47]. Epidemiologiniais tyrimais nustatytas teigiamas rysys
tarp dietos, turtingos fenoliniais junginiais, ir Sirdies bei kraujagysliy ligy bei plauciy vézio rizikos
sumazinimo [48]. Manoma, kad polifenoliai, kurie, kaip jtariama, yra antikancerogeniniai, sulaiko
tokiy lasteliy augima, sukeldami jy senéjimg arba mirtj, ir jy diferenciné redokso buklée gali
selektyviai paveikti vézines lgsteles [49].

Pagal atliktus epidemiologinius tyrimus su gyviinais ir Zmonémis, antocianinai Siejami su 2 tipo
diabeto prevencija ir jo valdymu. Veikimo mechanizmai skiriasi tarp skirtingy polifenoliniy junginiy,
taciau 1§ principo apima kasos Igsteliy apsauga nuo oksidacijos, prieSuzdegiminj ir antioksidacinj
poveikj, taip pat létesnj krakmolo virSkinimg dél fermenty aktyvumo slopinimo [50].

1.4. Probiotiniai mikroorganizmai ir juy jtaka maisto saugai

Viena aktualiausiy maisto pramonés ir mitybos Kryp¢iy yra maisto produkty, kuriuose yra probiotiniy
mikroorganizmy, vystymas. Kad bakterijos biity traktuojamos kaip probiotinés, jos turi gebéti
teigiamai veikti Seimininko sveikatg; biiti nepatogeniSkos ir netoksiSkos; iSlikti gyvybingos
virSkinamajame trakte ar/ir maisto produkty gamybos ir laikymo metu [51, 52]. Dazniausiai
naudojamos bakterijos yra pieno rtigsties bakterijos, tokios kaip Lactobacillus spp. ir Bifidobacterium
spp. Taip pat daznai naudojamos yra Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc gentys ir kt.
Dauguma $iy mikroorganizmy randami fermentuotuose pieno produktuose [53].

Probiotikai yra pageidautina natiirali priemoné, palaikanti sveikg Zmogaus zarnyno mikrofloros
pusiausvyrg. Nuolat atrandamos naujos ir specifiSkesnés probiotiniy bakterijy rasys. Taciau prie$
dedant probiotines kultiiras j produktus, reikia atidziai jvertinti jy efektyvuma. Pirmiausia, probiotiky
padermes privalo biiti saugios Zmonéms vartoti. Atrenkant naujus kamienus, pageidautina savybé yra
stabilumas, veikiant riigS§tims ir tulzies druskoms. Taip pat, kuriant probiotiky kompozicijas,
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pageidaujami antimikrobiniu poveikiu bei atsparumu antibiotikams pasizymintys probiotiky Stamai.
Adhezija prie Zarnyno sieneliy ir kolonizacija yra reikalingos savybés, kurios yra artimai susijusios
su imuniniu mikrofloros poveikiu Zzmogaus organizmui [54].

Siekiant iSlaikyti sveikg Zzmogaus Zarnyno mikroflorg, svarbus probiotiniy padermiy antagonistnis
poveikis prie§ zarnyno patogenines bakterijas, taip pat bakterijy gaminami bakteriocinai ir antriniai
metabolitai, turintys inhibicinj poveikj prie§ patogenus. Nors probiotiniai Stamai gali gaminti
bakteriocinus, jy vaidmuo patogeniniy bakterijy slopinime in vivo gali biiti ribotas, ta¢iau mazos
molekulinés masés metabolitai (tokie kaip vandenilio peroksidas, pieno ir acto riigstis bei kiti
aromatiniai junginiai) ir antriniai metabolitai gali bati svarbesni, nes jiec sudaro nepalankias salygas
daugelio kenksmingy organizmy, tokiy kaip Salmonella, Escherichia coli, Clostridium ir
Helicobacter, vystymuisi [55, 56].

Pastarajame deSimtmetyje reikSmingai iSsipléte probiotiky taikymo srityS — gyviny auginimo,
buitinés chemijos, burnos sveikatos priezitiros, kosmetikos ir asmeninés higienos srityse [57]. Maisto
pramongje probiotikai nuo seno naudojami kaip fermentuojancios kultiiros bei kaip biokonservantai.
Nustatyta, kad pieno rugsties bakterijos ir jy metabolitai vaidina svarby vaidmenj, gerinant maisto
produkty mikrobiologing biiklg bei ilginant jy tinkamumo vartoti laikg [58, 59]. Todél kuriami ir
patentuojami nauji probiotiky vartojimo budai, pavyzdziui, probiotiky inkapsuliavimas [60, 61].
Mikrokapsuliuoti mikroorganizmai islieka gyvybingi ilgiau, apsaugomi nuo deguonies ar drégmés
neigiamo poveikio, inkapsuliuojami kartu su prebiotinémis medziagomis iSlaiko stabilumag
transportavimo metu, taip pat gali biiti naudojami siekiant uztikrinti sékmingg zarnyno mikrofloros
kolonizavimg [62].

1.5. Ultragarso taikymas maisto pramonéje

Grieztinant maisto bei aplinkos apsaugos reikalavimus, tradiciniai maisto perdirbimo budai
nebetenkina keliamy reikalavimy, todél ieSkoma ir taikoma naujos perdirbimo technologijos.
Ultragarsas yra viena i§ greity, placias panaudojimo galimybes turinciy ekologiSky technologijy,
pastaraisiais metais naudojamy maisto pramong¢je [63]. Apdorojimas ultragarsu naudojamas jvairiose
maisto technologijy srityse kristalizavimui, uz$aldymui, balinimui, degazavimui, ekstrahavimui,
dZiovinimui, filtravimui, emulsijy sudarymui, sterilizavimui, ir kt. Ultragarso kavitacija yra viena 18
inovatyviy priemoniy, taikomy jvairiy augaliniy substraty stabilizavimui, struktirizavimui,
mikroorganizmy fermentiniy sistemy aktyvinimui ir vertingy ingredienty efektyvesniam iSgavimui
[64].

Platus ultragarso technologijos, kaip neterminio apdorojimo technologijos, pritaikomumas kar$¢iui
jautriy maisto produkty gamyboje, iSlaikant gaminio juslines, maistines ir funkcines savybes,
prailgina tinkamumo vartojimui laikg ir sumazina mikrobiologing tar§g [65], tuo paciu skatina
bioaktyviy sudedamyjy daliy ekstrakcijg ir jy jsisavinamumg. Teigiamas ultragarso poveikis apima
maisto konservavimo optimizavimg, atliekant termin; apdorojimg, pagerina masés perneSima
ekstrakcijos metu, prisideda struktiirizuojant produktus.
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1.6 pav. Ultragarso poveikis membraninéms struktGroms.

Ultragarso panaudojimas galimas trimis skirtingais budais [66]:

- tiesioginis poveikis produktui.
- sujungimas su kitais jrenginiais
- panardinimas ultragarso vonioje.

Augaly komponenty ekstrahavimas ultragarsu, esant zemesnei darbinei temperatiirai, apsaugo nuo
termolabiliy komponenty skilimo ir ekstrahuojamos medziagos praradimo proceso metu. Ultragarso
taikymas polifenoliy ekstrakcijai placiai naudojamas, analizuojant fenolio junginius jvairiose augaly
matricose dél greitesnio ekstrahavimo efektyvumo ir mazesnio tirpiklio sunaudojimo ekstrakcijos
metu. Nustatyta, kad nargenino, elago riigsties, naringino, rutino, kvercetino ir kaempferolio
efektyviai ekstrakcijai i§ braskiy bei spanguoliy uztenka maziau nei 1,5 val., palyginti su 16 h
tradiciniais hidrolizés metodais [67].

Ultragarsinis apdorojimas taip pat taikomas homogenizavimui ir emulsijy gamyboje. Kavitacijos
metu susidariusiam burbului sublitikstant salia dviejy nesimaiSanciy skyséiy fazinio ribinio sluoksnio
pavirSiaus, susidaranti smiigio banga gali uZtikrinti labai efektyvy dviejy sluoksniy maiSymasi.
Santykinai maZomis energijos sanaudomis gali susidaryti smulkios ir labai stabilios emulsijos. Toks
apdorojimas naudojamas naftos chemijos, polimery, chemijos, tekstilés, kosmetikos ir farmacijos ir
maisto pramongéje [68].

Ultragarsas maisto pramongje gali biiti naudojamas ne tik apdorojant zaliavas perdirbimo metu, bet
ir siekiant iSlaikyti maisto gaminiy kokybe. Nustatytas padid¢jes mikroorganizmy jautrumas
ultragarsui, esant aukstesnei nei 50°C temperattrai [69]. Didesné temperatiira susilpnina bakterijy
membrang, o tai sustiprina ultragarso kavitacijos poveikj. Mikroorganizmy inaktyvavimas ultragarsu
gali padeti iSlaikyti daugelio maisto produkty kokybe, atsizvelgiant j jy fizikines ir chemines savybes,
spalva ir skonj, palyginti su jprastais pasterizacijos metodais, esant daug aukStesnei temperatiirai.

Kuriant funkcionalius produktus su imobilizuotais probiotiniais mikroorganizmais, svarbu uztikrinti
juy stabiluma ir islaikyti antimikrobines savybes produkte. Taéiau produkty, turtingy augaly
polisacharidais, gamyba riboja nepakankama sudétiniy komponenty (baltymy, polisacharidy)
dispersija dél maZzo tirpumo. Ultragarso kavitacija yra viena i$ inovatyviy priemoniy, pastaruoju metu
taikomy jvairiy augaliniy substraty stabilizavimui, mikroorganizmy fermentiniy sistemy aktyvinimui
ir vertingy ingredienty efektyvesniam iSgavimui. Ultragarso taikymas baltymy ir polisacharidy
dispersijos apdorojimui galéty biti inovatyvi strategija, pagerinanti tokiy sistemy struktiirg.
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1.6. Literatuiros apzvalgos apibendrinimas

Pastaruoju metu, sickiant racionaliai iSnaudoti resursus ir mazinti pramonéje susidaranciy atlieky
kiekj, ieSkoma naujy biidy pridétinés vertés gaminiams kurti. Augalinése atliekose esanciy vertingy
funkcinémis savybémis pasizymin¢iy junginiy panaudojimas, kuriant bioaktyvias imobilizavimo
sistemas, yra vienas i§ sprendimy atlicky kiekius mazinti. Tokios maisto imobilizavimo sistemos
uztikrinty imobilizuoty mikroorganizmy funkcionalumg ir stabilumg, iSlaikant antimikrobines
savybes produkte. Taciau produkty, turtingy augaly polisacharidais, gamyba riboja nepakankama
sudétiniy komponenty (baltymy, polisacharidy) dispersija dél mazo tirpumo. Ultragarso kavitacija
yra viena i§ inovatyviy priemoniy, pastaruoju metu taikomy jvairiy augaliniy substraty stabilizavimui,
mikroorganizmy fermentiniy sistemy aktyvinimui ir vertingy ingredienty efektyvesniam iSgavimui.
Ultragarso taikymas baltymy ir polisacharidy dispersijos apdorojimui galéty biiti inovatyvi strategija,
pagerinanti tokiy sistemy struktiirg. Bioaktyvios imobilizavimo sistemos yra nauja technologijos
koncepcija funkcionaliy maisto produkty gamyboje, todél ir toliau prasminga testi naujy pridétinés
vertés produkty kiirima, valorizuojant biologiskai aktyviais junginiais turtingas augalines atliekas.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Medziagos ir mikroorganizmai
Medziagos. Eksperimentui naudoti rudyjy ryziy malimo $alutiniai produktai (sélenos), gauti is UAB

,Ustukiy maltinas“ (Pasvalys). Ryziy sélenos (RS) laboratoriniu sijotuvu (EFL 300, Endcotts Ltd.,
JK) isfrakcionuotos j tris frakcijas pagal daleliy dydj, naudojant sietus (akuciy diametras 200 um, 315
um ir 500 um). Brukniy iSspaudy milteliai gauti i§ Lietuvos AMMC Sodininkystés ir darzininkystés
instituto (Dotnuva, Lietuva).

Mikroorganizmai. Ryziy séleny fermentacijai naudotos pieno rugSties bakterijos (PRB):
Pediococcus pentosaceus LUHS100, Lactobacillus brevis LUHS173, Pediococcus acidilactici
LUHS236, Lactobacillus paracasei LUHS244, atrinktos pagal gyvybingumg ryziy séleny terpéje
(Jukonyté ir kt., 2018). Indikatoriniai mikroorganizmai Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus naudoti PRB antimikrobiniam
aktyvumui jvertinti, gauti i§ Maisto mokslo ir technologijos katedros kolekcijos.

Mikroorganizmy paruosimas. PRB kulttiros, laikytos —70°C temperatiiros $aldiklyje, atgaivintos,
inkubuojant sterilizuotoje MRS terpéje (Biolife, Italija) 24 h 35°C temperatiiroje anaerobinémis
saglygomis. Indikatoriniai mikroorganizmai ruosti i§ Saldyty kultiry steriliai jas perneSus ant
susitingusio nuozulnaus Nutrient agaro (Liofilchem srl, Italija) ir inkubuojant 24 h 35°C
temperatiiroje. Uzaugusios mikroorganizmy kolonijos toliau naudotos inokuliaty paruoSimui
tolesniems tyrimams. Po inkubacijos méginiai laikyti 4 °C temperatiiroje.

2.2. Metodai

2.2.1. Drégmés Kkiekio nustatymas

Drégmés kiekis méginiuose nustatytas pagal LST EN 1SO 712:2010 [70]. Méginys dZiovintas
13042°C temperatiiroje 45 minutes. Drégmés kiekis iSreikStas méginio masés prie§ dziovinima ir po
dziovinimo skirtumu procentais.

2.2.2 Tirpiy sacharidy nustatymas

Tirptis sacharidai zaliavoje nustatyti kolorimetriniu metodu, naudojant 3,5-dinitrosalicilo riigsties
reagentg (DNS) [71]. Méginys (5 g) sumaisytas su 30 ml distiliuoto vandens, gautas tirpalas filtruotas
per popierinj filtra. 500 pl filtrato sumaiSyta su 500 ul DNS reagento ir miSinys kaitintas 5 min. 100
°C verdancio vandens vonioje, po to atvésintas ir praskiestas atitinkamu kiekiu dist. vandens (1:4).
Gauto tirpalo absorbcija matuota spektrofotometru Genesys 10 UV-Vis (Thermo Scientific,
Vokietija), esant A=540 nm bangos ilgiui. Redukuojanciy sacharidy kiekis apskaiciuotas i§ gliukozés
kalibracinés tiesés lygties: y = 0,644x — 0,0096 (R? = 0,9957) (kur: y — gliukozés koncentracija,
mg/ml; X — ja atitinkanti vidutiné absorbcijos verté) ir iSreikStas mg/100 g Zaliavos.

2.2.3. Kiekybinis pektino nustatymas

Metodas pagrjstas pektino ekstrakcija i§ méginiy, naudojant citrinos raigstj [72]. Tyrimui atlikti 5 +
0,001 g méginio sumaisyta su 125 ml dist. vandens ir pH sureguliuotas iki 2,0, naudojant 0,5 N
citrinos ragstj. Méginys islaikytas 70 °C temperatiiroje 75 min., po to atvésintas ir laikytas 24 h
kambario temperatiiroje. Pektinas iSgautas, méginj centrifuguojant (6000 aps/min, 10 min.)
(Microcen, Ispanija), ir ant gauto centrifugato uzpylus dviguba kiekj 95 % etanolio, i§laikytas tamsoje
(24 val., 25 °C). Méginys filtruotas ir plautas du kartus 70 % koncentracijos etanolio tirpalu. [lasinus
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acetono, nuosédos dziovintos 65 °C temperatiiroje dziovinimo krosnyje iki pastovios masés. Pektino
iSeiga iSreikSta procentais ir apskaiciuota pagal formule:

Pektino iseiga (%) = ’l’—m - 100 %; (2.1)

Cia: pm — i§dZziovinto pektino masé, g; im— i$spaudy milteliy mase, g.

2.2.4. Bendro fenoliniy junginiy (BFJ) kiekio ir antioksidacinio aktyvumo nustatymas BR
iSspaudose

Meéginiy ekstraktai ruosti, sumaisius 1 g méginio su 10 ml metanolio (70 %) ir 30 min. maiSyti
magnetine maiSykle. Gauti ekstraktai filtruoti per popierin; filtra, filtratas naudotas tyrimui.

Bendro fenoliniy junginiy Kiekio nustatymui, 150 pl filtrato sumaisyta su 150 ul (0,5 N) Folin-
Ciocalteu‘s tirpalu ir po 2 min. jpilta 2400 pl (5 %) Na2COg tirpalo. Kontroliniai bandiniai ruosti
analogiskai, vietoj ekstrakto naudojant metanolio 80 % tirpala. Méginiai iSlaikyti 1 h tamsoje ir
absorbcija matuota, esant 760 nm. Bendras fenoliniy junginiy kiekis (BFJK) isreikstas galo ruigsties
ekvivalentu (GRE, mg galo rugsties/g bandinio). Galo riigsties kalibracinei tiesei sudaryti naudoti
skirtingy koncentracijy (0—120 pg/ml) standartinio galo riigsties tirpalai. Galo riigsSties kiekis
apskaidiuotas i§ tiesés lygties: y = 0,299x — 0,278 (R? = 0,990) (kur: x — galo riigsties koncentracija,
mg/ml; y — ja atitinkanti vidutiné absorbcijos verté), pagal kurig apskaiciuotas GRE.

Antioksidacinis aktyvumas méginiuose nustatytas, naudojant fotometrinj DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radikaly surigimo metoda. Sio metodo esmé — spektrofotometrinis reakcijos tirpalo
spalvos poky¢io matavimas, redukuojantis DPPH" radikalui (t. y. reaguojant su antioksidantais,
galiniais atiduoti protong). Gauto reakcijos tirpalo absorbcija proporcinga likusiai DPPH”
koncentracijai. Antioksidaciniam aktyvumui (AA) nustatyti, 40 ul méginio ekstrakto sumaisyta su
1460 pl metanolinio DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) tirpalo. Kontroliniai bandiniai ruosti,
vietoj méginio ekstrakto, naudojant 40 pl metanolio (80 %). Po 1 h iSlaikymo iSmatuota tiriamyjy ir
kontroliniy tirpaly absorbcija, esant 515 nm bangos ilgiui. Antioksidacinis aktyvumas apskaiciuotas
pagal formule:

AbSK—AbSM . 1 00 (2 2)

AR (0 =22

¢ia Absk — kontrolinio tirpalo optinis tankis; Absm— méginio optinis tankis.
2.2.5. VAK gamyba, taikant ultragarsa

Virskinimui atsparaus krakmolo (VAK) gamybai i ryziy séleny (RS) taikytas apdorojimas auksto
daznio (850 kHz) ultragarsu (UG) 40°C temperattroje, keic¢iant apdorojimo trukme (15-30 min.) ir
UG intensyvumg (1,3 ir 2,0 W/cm?). Ultragarsinis prietaisas sudarytas i$ didelio galingumo 5/1575
termostatuojamo stiklo cilindro su aukstos kokybés ultragarsiniy bangy siystuvu (Meinhardt
Ultraschalltechnik, Leipcigas, Vokietija). Eksperimentui atlikti, RS méginys (10 g) sumaiSytas su
vandeniu santykiu 1:4 plastikiniame inde (skersmuo 30 mm, aukstis 40 mm). Sureguliavus terpés pH
iki 3,2 su 0,1 N HCI), méginiai apdoroti ultragarsu. Po apdorojimo ultragarsu masé atvésinta ir laikyta
24 h 4 °C temperaturoje. Po islaikymo, nustatytas VAK kiekis, taikant Megazyme metoda.
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2.2.6. Atsparaus virS§kinimui krakmolo nustatymas

Virskinimui atsparaus krakmolo (VAK) nustatymas ryziy zaliavoje atliktas, naudojant standartinj
Megazyme testg (angl. Resistant starch Assay procedure). ] mégintuvélj su tiriamu méginiu (500 mg)
jpilama 4 ml kasos a-amilazés (10 mg/ml) ir amilogliukosidazés misinio. Krakmolo hidroliz¢é atlikta,
méginius iSlaikant 16 h 37°C vandens vonioje, purtant horizontaliai (200 aps/min). Po ilaikymo, j
kiekvieng mégintuvélj jpilta po 4 ml 99% etanolio, sumaisyta magnetine maisykle ir centrifuguota
(3000 aps/min; 10 min). Gautas centrifugatas nupiltas, o nuosédos uzpiltos 2 ml 50 % etanolio, ir
sumaiSius, uzpilta dar 6 ml etanolio. Méginiai centrifuguoti (3000 aps/min;10 min) ir, nupylus
centrifugata, AVK nusodinimo procesas kartotas dar karta.

AVK tyrimui, gautos I etape nuosédos uzpiltos 2 ml 2M KOH. Mégintuvéliai maiSyti magnetine
maisykle ledo vonioje 20 min. Po 20 min pridéta po 8 ml 1,2 M natrio acetato buferio (pH 3,8) ir
iSkart jpilta 0,1 ml amilogliukozidazés ir laikyta 30 min 50°C vandens vonioje. Gauto tirpalo 0,1 ml
sumaiSyta su 3 ml GOPOD reagento ir $ildyta 50°C vandens vonioje 20 min. Paruostas D-gliukozés
standartinis tirpalas (0,1 ml D-gliukozés (1 mg/ml) ir 3 ml GOPOD reagento) ir tus¢ias méginys ( 0,1
ml 0,1 M natrio acetato buferio (pH 4,5) ir 3 ml GOPOD reagento).

Greitai virSkinamas krakmolas (VK) nustatytas, sumaisant I ir II etape gautus centrifugatus ir
praskiedus juos iki 100 ml 0,1M natrio acetato buferiu (pH 4,5). Gauto tirpalo 0,1 ml sumaiSytas su
10 pl amilogliukozidazes tirpalo (300 U/ml) ir laikytas 20 min 50°C vandens vonioje, po to ipylus 3
ml GOPOD reagento, kaitintas 20 min 50 °C vandens vonioje. Gauty tiriamyjy ir standartiniy tirpaly
absorbcija iSmatuota, esant A=510 nm. Virskinimui atsparaus krakmolo kiekis (VAK) ir virSkinamo
krakmolo (VK) kiekis apskai¢iuotas pagal formule:

VAK = AE X % X 90; g/100g s.m. (2.3)

Cia: AE — méginio absorbcija; F — absorbcijos konversijos j mikrogramus koeficientas, F = 100/ D — gliukozés standarto
absorbcijos; W — méginio sausy medziagy kiekis, g.

2.2.7. Imobilizavimo sistemy struktiiros modeliavimas

Sudaryta modeliné sistema i$ ryziy séleny (RS) (frakcija 200 um) ir brukniy uogy (BR) iSspaudy
milteliy, kur RS/BR santykis 1:1, pridéjus dist. vandens santykiu 1:3 (vandens temperatiira 40°C).
Eksperimentui atlikti, méginiai ruosti plastikiniame indelyje (skersmuo 50 mm; méginio sluoksnio
storis 15 mm) ir homogenizuoti 1 min. (9500 aps/min; ~1 min) (ULTRA-TURRAX, Vokietija) iki
homogeniskos masés. Modeliniy sistemy struktiirizavimui taikytas 20 min apdorojimas ultragarsu 40
°C temperatiiroje (daznis 850 kHz, intensyvumas 2,0 W/cm?) (optimaliomis VAK susidarymui

salygomis).

2.2.8. Geliy tekstiiros analizé

Struktiirizuoty imobilizavimo sistemy teksttira vertinta tekstiros analizatoriumi TA.XT2i (Stable
Micro Systems, Godalmingas, JK), naudojant 10 mm skersmens cilindrinj plunzerj (penetracijos
greitis 1 mm/s, penetracijos gylis 6 mm). Gelio kietumas nustatytas kaip didziausios suspaudimo
jégos smailé. Klampumo indeksas jvertintas kaip neigiamos jégos smailés plotas. Kohezija nustatyta
kaip didziausia neigiama jéga atitinkanti darbg, reikalingg darbiniam kiinui iStraukti i§ gelio.
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Imobilizavimo sistemy morfologija tirta mikroskopuojant optiniu mikroskopu ,,Motic BA310*
(,,Motic® China Group Co., Ltd.”, Kinija) ir naudojant ,,Motic® Images Plus* programing jranga. Po
vienos dienos laikymo Saldytuve (4°C) labai plonas kiekvieno méginio sluoksnis buvo dedamas
tiesiai ant optinio stiklelio. Mikrografijos buvo padarytos didinant x 40.

2.2.9. Zaliaves fermentavimas

Sélenos sterilizuotos autoklave 15 min. 121 °C temperatiroje, ir atvésinus iki 30°C, ir 10 g méginys
sumaisytas su steriliu distiliuotu vandeniu santykiu 1:3. Vertinant brukniy priedo jtaka PRB
gyvybingumui, j ryziy sélenas (RS) pridéta skirtingi brukniy iS§spaudy (BR) kiekiai (10, 20, 30, 40,
ir 50 % nuo bendros sausyjy medziagy masés). Masé apdorota UG optimaliomis sglygomis (40°C; 20
min; 2 W/cm?). Po apdorojimo UG, j mase jmaisyta 2 % (w/v) gryny PRB bakterijy suspensijos.
Eksperimentui atlikti naudotos didZiausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizymin¢ios PRB padermeés:
P. pentosaceus LUHS100 ir L. brevis LUHS173. PRB imobilizavimas vykdytas 60 h periodu, laikant
méginius 35°C temperatiiroje anaerobinémis saglygomis. Prie$ fermentacija ir po 6, 12, 24, 36, 48 ir
60 h imti méginiai pH, BTR jvertinti ir PRB skaic¢iui nustatyti. Kiekvienas méginys analizuotas du
kartus.

2.2.10. Bendro mikroorganizmy skaiciaus nustatymas

Bendras mikroorganizmy skaiius méginiuose nustatytas pagal LST EN ISO 6887-1:2017 [73].
Bendram mikroorganizmy skaiciui nustatyti j sterily homogenizavimo maiselj pasverta 10 g méginio,
uzpilta 90 ml sterilaus fiziologinio tirpalo ir homogenizuota 2 min homogenizatoriuje. ParuoSiama
speciali PCA terpé (Plate Count Agar, Liofilchem Srl, Italija) ir autoklavuojama 121 °C temperatiroje
15 min. I§ gautos méginio suspensijos paruosiami atitinkamai nuo 1072 iki 107 skiediniai. Atrinkti
10-1077 skiediniai pilti j dvi Petri léksteles po 1 ml, kur sumaisyti su 12—15 ml atvésintos iki 45°C
temperatiros terpés. Lékstelé maiSoma sukamaisiais judesiais ir paliekama sustingti ant horizontalaus
pavirSiaus. Sustingus terpei, apverstos lékstelés laikytos 72 h 30°C termostate aerobinémis
salygomis. Vertinimui atrenktos 1ékstelés, kuriose mikroorganizmy kolonijy skaic¢ius nuo 10 iki 300
vnt. Kolonijas sudaran¢iy vienety skai¢ius (KSV) 1 ml (arba g) produkto apskaicCiuotas pagal
formulg:

N = LC : (2.4)

Vx[ni+(0,1xny)]xd’

Cia: ¥ C — kolonijy suma, suskai¢iuoty visose neatmestose lékstelése i§ dviejy vienas po kito einanéiy vertinamy
skiedimy; V — uzséto skiedinio taris 1éksteléje, ml; n; — pirmojo skiedinio vertinamy léksteliy skaiéius; n, — antrojo
skiedinio vertinamy l1€ksteliy skai¢ius; d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas.

2.2.11. pH ir bendro titruojamojo riigstingumo nustatymas

Tyrimui pasverta 5 g zaliavos ir uzpilta 50 ml vandens, gautas miSinys buvo intensyviai maiSomas
20 min magnetine maiSykle. Gauta masé nufiltruota per kaproninj filtrg ir gauto filtrato pH matuotas
tiesiogiai pH-metru. Filtratas naudotas BTR nustatymui.

Méginiy bendras titruojamasis ragstingumas (BTR) nustatytas pagal LST 1553:1998 [74]. Du
lygiagretis méginiai po 50 ml titruoti 0,1 N NaOH tirpalu, kaip indikatoriy naudojant 1 %
fenolftaleing. Rugstingumas iSreikstas Neimano laipsniais (°N), t. y. I N Sarmo tirpalo ml skai¢iumi,
reikalingu nutitruoti riigstis, esancias 100 g produkto.
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2.2.12. Pieno ir acto rugsciy kokybiné ir kiekybiné analizé

Pieno ir acto rugsciy kokybinei ir kiekybinei analizei taikyta didelio efektyvumo skysciy
chromatografija (angl. UHPLC), naudojant Shimadzu LC-20AD chromatografing sistemg su diody
matricos detektoriumi ir Lab Solutions programine jranga (Shimadzu Corp., Japonija), organiniy
ragsciy i8skyrimui naudota atvirk$¢iy faziy Hydrosphere C18 (150 x 4.6 1.D.) 5 um kolonélé (YMC
Co., Ltd., Japonija), kurios judancioji fazé — 20 mM Na.aHPO4 buferis (pH 2.5, pH reguliuotas su
H3POys), eliuento tékmés greitis 1,0 mL/min, temperatiira 40 °C, injekcijos tiris 5 pl. UV detekcijai
naudotas bangos ilgis 210 nm, analizés trukmé 30 min, minimali aptikimo riba 2 mg/l, standartinis
nuokrypis < 5 %.

Analizei atlikti, 10 g méginio ir 40 mL distiliuoto vandens homogenizuota 2 min (9500 aps/min) ir
centrifuguota (4500 aps/min; 20 min). Gauti supernatantai atskirti ir filtruoti per membraninj PVDF
0,22 um pory filtrg. Surinkti filtratai naudoti chromatografinei analizei. Etalonu naudoti standartiniai
ragsciy tirpalai, paruosti istirpinus atitinkamos rigsties standartg (Sigma-Aldrich, Vokietija)
distiliuotame vandenyje (L-pieno rugsties — 3,307 g/L; acto rugsties — 2,136 g/L).

2.2.13. PRB antimikrobinio aktyvumo nustatymas

Pieno rugsties bakterijy metabolizmo produkty antimikrobinis aktyvumas prie§ patogeninius
mikroorganizmus vertintas difuzijos i agara metodu [76]. Tiriami méginiai po fermentacijos
centrifuguoti (12000g, 10 min, 4 °C), gauti supernatantai padalinti j dvi dalis. Viena dalis
neutralizuota steriliu 2M NaOH tirpalu iki pH 6,4. Indikatoriniai mikroorganizmai nuo agaro surinki
1 fiziologinj tirpalg (Biolife, Italija). Bakterijy suspensija ruosta pagal 0,5 McFarland‘o standarto
suspensijos tankj. Tyrimui, j Petri 1éksteles supilta po 20 ml terpés (Nutrient agar, Liofilchem srl,
Italija), atvésintos iki 45°C, ir laikytos kol sustings. Ant mitybinés terpés pavirSiaus tolygiai paskleista
100 pl indikatoriniy mikroorganizmy suspensijos ir iSpjauti 6 mm skersmens Sulinéliai, i$ kuriy
agaras paSalinamas. | gautus Sulinélius pilama 60 pl PRB supernatanto. Petri 1ékstelés su paséliu
inkubuotos termostate 30°C temperatiiroje, tinkamoje indikatoriniams mikroorganizmams. PRB
metabolizmo produkty antimikrobinis aktyvumas vertintas po 24 ir 48 valandy, matuojant
susidariusiy slopinimo zony diametra (mm).

2.2.14. PRB lasteliy imobilizavimo j RS-BR modeline sistemg procediira

Pagal tekstiiros analizés ir PRB gyvybingumo RS-BR sistemose tyrimo rezultatus atrinktas optimalus
RS/BR komponenty santykis, kuris naudotas PRB imobilizavimui. I$ RS ir BR (komponenty santykis
50/50) ruosti gelio tipo méginiai (10 g), sumaisant su steriliu vandeniu (santykis 1:3), ir apdorojant
UG optimaliomis AVK susidarymui salygomis (850 kHz; 2 W/cm?; 40 °C; 20 min). Po to, j 30 °C
mase jmaiSyta MRS terpéje padauginty atrinkty PRB Igsteliy suspensija (lasteliy kiekis vidutiniSkai
10° KSV/ml), kad sistemoje bakterijy lasteliy kiekis sudaryty 108 KSV/g. Sistemy struktiiros
stabilizavimui naudoti stingdikliai: agaras (10 %), Na alginatas (10 %), ksantano guma (5 %), Na
alginatas ir ir ksantano guma santykiu 1:1 (5 %), kurie buvo jmaisyti atitinkamu kiekiu, intensyviai
maiSant. Méginiai struktiirizuoti, laikant 4°C temperatiroje 24 h.
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2.2.15. Gelio stabilumo tyrimo laikymo metu procediira

Vertinant geliy stabilumg ir PRB gyvybinguma, gelio méginiai (skersmuo 20 mm, storis 9 mm)
uzdarytose plastikinése pakuotése laikyti skirtingose temperattrose (4°C ir 20°C) 56 dienas, kas 7
dienos nustatant gyvybingy lgsteliy kiekj ir jvertinant masés poky¢ius procentais.

2.2.16. Geliy stabilumo imituotoms virskinimo trakto salygoms tyrimas

RS-BR geliy stabilumas imituotomis virskinimo salygoms buvo vertintas pagal literatiiroje pateikta
metodika [77]. Imituotos skrandzio sultys buvo ruostos, istirpinus pepsing 0,1 N HCI tirpale,
sureguliuojant pH iki 1,9. Imituotos kasos sultys buvo paruostos, iStirpinus pankreating steriliame
natrio fosfato buferyje (0,05 M), o pH buvo sureguliuotas iki 7,5 naudojant 1 N NaOH. Tulzies drusky
0,3 % koncentracijos tirpalas ruostas distiliuotame vandenyje. Visi tirpalai prie$ eksperimentg
filtruoti per sterilius membraninius 0,22 pm filtrus.

Tyrimo eiga: ant 5 g gelio uzpilta 50 ml sterilaus distiliuoto vandens, pH sureguliuotas iki 1,9,
naudojant 1 N HCI, ir taris praskiestas iki 60 ml distiliuotu vandeniu; po to buvo pridéta 20 ml pepsino
tirpalo ir inkubuota 2 valandas 37 °C temperatiiroje, imituojant vir§kinimg skrandzio aplinkoje. Kas
30 min. imti terpés méginiai gyvybingy lasteliy skaiciui nustatyti. I$laikius 2 val., reakcija sustabdyta,
pH sureguliuotas iki 7,5, pridedant 1 N NaOH tirpalo. Imituojant vir§kinima zarnyne, | méginj pripilta
5ml 0,1 M natrio fosfato buferio (Na2HPO4 / NaH2PO4 7,5 pH) tirpalo ir 2 ml tulzies druskos tirpalo.
Terpés pH sureguliuotas iki 7,5 1 N NaOH tirpalu ir praskiesta distiliuotu vandeniu iki 90 ml; po to
pridéta 10 ml kasos tirpalo ir inkubuota 2 valandas 37°C temperatiroje. Kas 30 min. imti terpés
méginiai gyvybingy lasteliy skaiciui nustatyti.

2.2.17. Duomeny matematinis statistinis apdorojimas

Tirtyjy rodikliy vidutinés vertés ir standartinio nuokrypio vertés nustatytos, naudojant MS Excel
programinj paketa bei grafinj vaizdavimg. Dispersiné analizé (ANOVA) naudota reikSmingy
skirtumy tarp reikSmiy vidurkiy jvertinimui naudojant statisting programa SPSS (ver. 25; IBM SPSS
(JAV). Patikimumo vertinimui nustatytas reikSmingumo lygmuo 95 %.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Pagrindiniai ryziy séleny ir brukniy i§spaudy sudéties komponentai

Ryziy séleny (RS) frakcijos skyrési analizuoty komponenty kiekybine sudétimi (3.1-3.2 lentelés).
Nustatyta, kad mazéjant daleliy dydziui, krakmolo ir VAK kiekis did¢ja (200 um frakcijoje,
atitinkamai 77,64 ir 8,56 g/100 g), 0 maziausias krakmolo ir VAK Kkiekiai (atitinkamai 31,36 ir 6,0
0/100 g) nustatyti stambiausioje RS frakcijoje (500 um) (3.1 lentelé). IStyrus brukniy iSspaudas,
nustatyta, jog didesniu bendru fenoliniy junginiy Kiekiu ir antioksidaciniu aktyvumu (AA)
pasizyméjo smulkiausia BR frakcija (200 pm), atitinkamai 51,72 mg GRE/qg ir 89,6 % (3.2 lentelé).

Chromatografinés analizés (3.2 lentelé) rezultatai parodé, kad pagrindiniai junginiai, esantys brukniy
iSspaudy milteliuose, yra flavonoidai: kvercetinas (43,8%), kvercitrinas (28,2%), hiperosidas (16,8%)
ir kumaro ragstis (11,2%). Metanoliniy ekstrakty atveju maziausio daleliy dydzio (200 um) BR
iSspaudy méginys parodé zymiai (p < 0,05) didesnes bendry fenoliniy junginiy ir antioksidacinio
aktyvumo (AA) vertes, palyginti su ekstraktais, gautais i§ nefrakcionuoto méginio. Kaip parodé
ankstesni tyrimai [78]. Augalinés medziagos dalijimas pries tinkama naudojima gali padéti padidinti
bioaktyviyjy junginiy ar tiekiamy komponenty kiekj zaliavoje. Kaip matyti i§ 1 lentelés, flavanoliy ir
fenolio rugsties kiekis vidutiniskai padidéja iki 55%, jei yra mazy daleliy (200 pm) LPC frakcija,
palyginti su nefrakcionuotu méginiu. Remiantis literatiira, kvercetino ir kumaro ragsties galima
aptikti ir ryziy sélenose [79].

Siekiant padidinti bioaktyviy junginiy kiekj brukniy Zaliavoje, modeliniy geliy sudarymui naudota
200 pum daleliy dydzio BR frakcija.

3.1 lentelé. Pagrindiniai ryziy séleny cheminés sudéties komponentai

Frakcija | Drégnis, Tirpis Baltymai, VAK, VK, Riebalai, BMS, BFJ
9/100 g sacharidai, 9/100 g g/100 g 9/100gsm. | 9/100g KSV log | Kiekis,
mg/100 g s.m. s.m. s.m. mg GRE
S.m. /100 g
S.m.
RS 12,05+0,15 | 53,23+1,13 | 18,52+0,51 | 5,322+0,66 | 40,97+0,93 | 7,52+0,48 | 1,4x10% | 1,2+0,2
Ryziy séleny frakcijos:
200 nm | 13,53+0,09 | 1458 +0,24 | 12,2+0,39 | 882+0,39 | 77,64+ 127 | 2,51+0,47 - -
315nm | 12,81+0,16 | 23,80+ 0,42 | 150+0,42 | 7,07 £0,21 | 53,40%1,32 | 5,38+0,77 - -
500 nm | 11,7+0,25 | 68,32+1,12 | 25,6+0,69 | 6,00+0,03 | 31,3625 | 8,15+0,17 - -
RS — ryziy sélenos; VAK — virskinimui atsparus krakmolas; VK — greitai virSkinamas krakmolas; BMS —
bendras mikroorganizmy skai¢ius

3.2 lentelé. Pektino, fenoliniy junginiy kiekiai ir antioksidacinis aktyvumas brukniy i$spaudose (BR)

BR méginiai Drégnis, Pektinas, BFJ kiekis, AA, %
g/100 g g/100 g s.m. mg GRE /100 g s.m.
BRnr 5,12 + 0,06 1,4 49,12+0,87 89,1+1,06
BRrs00 - - 45,78+0,69 78,4+ 0,89
BRr200 - - 51,76+0,56 81,9+0,51
BFJ — bendras fenoliniy jynginiy kiekis; AA — antioksidacinis aktyvumas (DPPH metodas); BRne —
nefrakcionuotas BR méginys; F200, F500 — BR frakcijos (atitinkamai 200 ir 500 pm daleliy dydzio)
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3.2. Virskinimui atsparaus krakmolo gamybos ryziy sélenose optimizavimas

Virskinimui atsparaus krakmolo (VAK) gamybos ryziy sé¢lenose, naudojant auksto daznio ultragarsa
(UG), tyrimo rezultatai pateikti 3.1 paveiksle. Rezultatai rodo, kad UG intensyvumas ir apdorojimo
trukmé reikSmingai (p < 0,05) paveiké VAK susidaryma ir virSkinamo krakmolo (VK) poky¢ius ryziy

selenose (RS).
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3.1 pav. Virskinimui atsparaus (VAK) krakmolo susidarymas ir greitai virSkinamo krakmolo (VK)
poky¢iai, veikiant ryziy sélenas skirtingo intensyvumo (1,3 ir 2,0 W/cm?) ultragarsu 40 °C
temperattroje.

Naudojant 2 W/cm? intensyvumo UG, susidaré vidutiniskai 16 % daugiau VAK, nei paveikus 1,3
W/cm? intensyvumo UG (vidutiniskai 5,65 mg/100 g). Naudojant 1,3 W/cm? intensyvumo UG, RS
meéginiuose VAK didziausi poky¢iai (padidéjo 14,8% vidutiniSkai) nustatyti po 15 min apdorojimo.
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llginant apdorojimo trukme, RS méginiuose VAK mazéjo, nepriklausomai nuo UG intensyvumo.
Reik§mingy skirtumy VAK susidarymui, naudojant 1,3 ir 2 W/ecm? UG, veikiant 15-20 min,
nenustatyta (p>0,05).

ReikSmingg jtaka VAK susidarymui turéjo RS frakcijos daleliy dydis. Maziausias VAK kiekis
susidaré R500 (500 pum) RS frakcijoje (vidutiniskai 6,34 mg/100 g SM), o didziausi kiekiai — R200
(200 um) RS frakcijoje (vidutinisSkai 9,23 mg/100 g SM).

Didziausi VAK kiekiai, atitinkamai 9,65 mg/100 g ir 11,79 mg/100 g, susidaré smulkiausioje RS
frakcijoje (R200), apdorojant 20 min 40°C temperatiiroje, atitinkamai 1,3 ir 2 W/cm? intensyvumo
UG.

Greitai virSkinamo krakmolo (VK) kiekiui turéjo jtaka daleliy dydis. Didziausias VK kiekis nustatytas
smulkiausioje ryziy séleny frakcijoje R200 (vidutiniskai 74 mg/100g SM), maziausias kiekis
nustatytas stambiausioje frakcijoje R500 (vidutiniSkai 28,6 mg/100g SM).

Greitai virSkinamo krakmolo kiekis kito veikiamas UG. Paveikus UG R500 ir R200 frakcijoje VK
vidutiniSkai sumazgja 12% ir 6,6% atitinkamai. DidZiausias VK sumaZéjimas nustatytas R500
frakcijoje kuris buvo paveiktas 2 W/cm? UG 20 min (sumazéjo nuo 31,35 mg/100g iki 24,37mg/100g
SM).

Pagal literatiirg, vykstanti ultragarso kavitacija sukelia medziagos molekuliy judéjima, kuris daro
itakoja ryziy krakmolo matricos dalinj suskaidyma, esant krakmolo kleisterizacijos temperatiirai (55—
79 °C) [80]. Krakmolo apdorojimas Zemiau kleisterizacijos temperatiros paveikia molekuliy
persiskirstyma ar naujy jungéiy susidaryma tarp krakmolo molekuliy [81]. Ryziy krakmolo granulés
yra mazesnés nei kity rasiy javy krakmolo, taip pat skiriasi amilozés kiekiu: beveik neturin¢iy
amilozés (~3 %), iki mazdaug 35% amilozés ilgo grido ryziy krakmolo. Jrodyta, kad amilozés kiekis
yra pagrindinis veiksnys, jtakojantis beveik visas fizikines ir chemines ryziy krakmolo savybes, gelio
sudarymo ir kleisterizacijos, retrogradacijos, sinerezés ir kitas funkcines savybes [82]. Vienas i§ VAK
tipy — tai retrogradaves krakmolas, kuris yra savaime arba dirbtinai susidares i§ krakmolo kleisterio,
susidarantis vandenyje netirpiy pusiau kristaliniy strukttiry pavidalu. Dél retrogradacijos susidaro
daugiau stabilios struktiros amilozés, o ne amilopektino. Tokiu budu VAK kiekis didéja, padidéjusio
kristalinés struktiiros amilozés kiekio krakmole saskaita [83].

3.3. Pieno rugsties bakteriju antibakterinio aktyvumo jvertinimas ir aktyviausiy
mikroorganizmy parinkimas

Vertintas atrinkty pieno riigsties bakterijy P. pentosaceus LUHS100 (LUHS100), L. brevis
LUHS173 (LUHS173), P. acidilactici LUHS236 (LUHS236), L. paracasei LUHS244 (LUHS244),
kurios geriausiai dauginasi ryziy séleny terpéje [83], metabolity antimikrobinis aktyvumas po 24 ir
48 h inkubacijos mitybinéje MRS terpéje pries penkis indikatorinius mikroorganizmus: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus ir Staphylococcus aureus
(atitinkamai 3.3 ir 3.4 lentelés).

Tyrimai parodé, kad MRS terpéje didziausias mikrobinés biomasés Kiekis (9,35 logio KVS/ml)
susidaré po 48 h inkubacijos LUHS236 paderme, mazesni, 0,53; 0,82 ir 0,9 log KVS/ml, kiekiali
nustatyti, atitinkamai LUHS100, LUHS244 ir LUHS173 paderméms.
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Antimikrobinio aktyvumo susidarymo RS terpéje rezultatai rodo, kad po 24 h inkubacijos (3.3 lentelé)
vidutinio stiprumo inhibiciniu poveikiu (++) prie§ tirtas indikatorines bakterijas pasizyméjo
LUHS173 (slopinti 5 patogenai) ir LUHS100 (slopinti 4 patogenai). Silpnesniu slopinané¢iu poveikiu
(+) pasizyméjo LUHS236 (slopinti 5 patogenai, 0 maziausias antimikrobinis aktyvumas (+)
nustatytas LUHS244 méginiuose (slopinti 4 patogenai). Pries Bacillus cereus buvo aktyvis tik
LUHS173 ir LUHS236 supernatantai, o neutralizuoti visy PRB supernatantai nerodé antimikrobinio
poveikio né pries vieng tirtg patogena.

Po 48 h inkubacijos didziausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo LUHS100 ir LUHS173, o
maziausiu — LUHS244 padermés (3.4 lentelé). Ilgesné fermentacija lémé didesnj kai kuriy PRB
supernatanty antimikrobinj aktyvumg: LUHS100, LUHS236, taip pat LUHS173 metabolitai
pasizyméjo vidutinio stiprumo (++) antimikrobiniu poveikiu prie§ B. cereus, o LUHS236
neutralizuotas supernatantas parodé poveikj (+) prie$ B. cereus bei P. aeruginosa.

3.3 lentelé. PRB supernatanty (S) ir neutralizuoty (SN) (pH 6,4) supernatanty antimikrobinis aktyvumas po
24 h inkubacijos MRS terpéje

Mikroorganizmai P. pentosaceus L. brevis P. acidilactici L. paracasei
LUHS100 LUHS173 LUHS236 LUHS244
S SN S SN S SN S SN

Pseud_omonas ++ ) Y ) + B} ++ i,

aeruginosa

Escherichia coli ++ - + - ++ - + -

Salmonel_la . i + i + i + i

typhimurium

Bacillus cereus - - ++ - + - - -

Staphylococcus + i r i + i + i

aureus

Slopinimo zonos: + = maza/silpno slopinimo zona (6-9 mm); ++ = vidutiné/stipri slopinimo zona (10-14 mm);
+++ = labai stipri slopinimo zona (15-18 mm); — = néra slopinimo zonos.

3.4 lentelé. PRB supernatanty (S) ir neutralizuoty (SN) (pH 6.4) supernatanty antimikrobinis aktyvumas po
48 h dauginimosi MRS terpéje.

P. pentosaceus L. brevis P. acidilactici L. paracasei
Mikroorganizmai LUHS100 LUHS173 LUHS236 LUHS244

S SN S SN S SN S SN
Pseud_omonas ++ ) ey . + + ++ -
aeruginosa
Escherichia coli ++ - + - ++ - + -
Salmonel_la . i + i N i + i
typhimurium
Bacillus cereus + - ++ + ++ + ++ -
Staphylococcus 4 i t i + i + i
aureus
Slopinimo zonos: + = maza/silpno slopinimo zona (6-9 mm); ++ = vidutiné/stipri slopinimo zona (10-14 mm);
+++ = labai stipri slopinimo zona (15-18 mm); — = néra slopinimo zonos.
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Antimikrobinio aktyvumo skirtumai tarp PRB supernatanty gali buti paaiskinti skirtingu organiniy
rugsciy, pasizyminciy skirtingu antibakteriniu poveikiu, susidarymu terpéje. Kiekybiné ir kokybiné
organiniy rugsciy analizé atrinkty L. brevis LUHS173 ir P. pentosaceus LUHS100 padermiy,
pasizymin¢iy vidutinio stiprumo antimikrobiniu poveikiu pries tirtus patogenus, taip pat didesniu
atsparumu ragsciai terpei (pH 2) [83], parodé, kad didziausi pieno ir acto rigsties kiekiai susidaro
terpéje po 36 h fermentacijos: fermentuojant LUHS100, atitinkamai 11 pg/ml ir 7 pg/ml, o
fermentuojant LUHS173, atitinkamai 13 pg/ml ir 8 pug/ml. Naudojant LUHS173, acto ragsties
susidaré 11% daugiau, o pieno ragsties — vidutini$kai 7 % maziau, nei naudojant LUHS100. Ilgesné
fermentacija (48 h) pieno ir acto riigd¢iy susidaryma sumazino, atitinkamai 13 % ir 27 %, naudojant
LUHS100, bei 32 % ir 44 %, naudojant LUHS173.

== Pienc rigstis Ao mbgitis == Pieno rigstis Acto mlgitis

Kone., pgml
Kone,, pg/ml

1] [ 12 18 24 i6 48 1] & 12 18 24 i6 43
a Trukme, val. b Trukme, val

3.2 pav. Pieno ir acto riig§¢iy susidarymas RS terpéje, fermentuojant L. brevis LUHS173 (a) ir P.
pentosaceus LUHS100 (b) padermémis.

Pagal literatiiroje pateiktus duomenis, esant zemoms pH vertéms, pieno rigstis gali turéti stipresnj
inhibicinj poveikj, nei acto ragstis [84]. Tyrimy metu nustatytas antibakterinis poveikis LUHS173
méginiy, kuriuose nustatytas didesnis acto rugsties kiekis, parodé teigiamg poveikj prie§
Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ir Proteus spp.
padermes, sukelian¢ias maisto gedima [85].

3.4.  Brukniy iSspaudy priedo jtaka rigstingumo ir bioaktyvumo pokyc¢iams ryZiy malimo
Salutiniy produkty fermentacijos terpéje

3.4.1. Rugstingumo pokyciai RS-BR terpéje, fermentuojant atrinktomis PRB

Siame etape tyrimai atlikti, vertinant brukniy idspaudy priedo jtaka PRB gyvybingumui neapdoroty
ir apdoroty ultragarsu (UG) ryziy s¢leny terpéje tikslu atrinkti geriausig RS ir BR santykj (RS/BR).
Eksperimentui naudotos didziausiu antigrybiniu ir antimikrobiniu aktyvumu pasizymin¢ios PRB
padermés: P. pentosaceus LUHS100 ir L. brevis LUHS173.

Tyrimo rezultatai rodo, kad fermentacijos terpés pH ir bendras titruojamasis riagstingumas (BTR)
reikSmingai priklausé nuo fermentacijai naudotos mikroorganizmy padermés, BR priedo ir
fermentacijos trukmes.

Visu fermentacijos laikotarpiu intensyvesnis rigstingumo padidéjimas (pH sumazéjo 25,4%, o BTR
padidéjo 2,4 karto) nuo pradiniy verciy nustatytas, fermentuojant LUHS173, lyginant su LUHS100
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(atitinkamai pH sumazéjo 17,7% , o BTR padidéjo 1,52 karto) (3.3 ir 3.4 pav.). Tai rodo, kad
LUHS173 mikroorganizmai ryziy terpéje adaptavosi grei¢iau; daugiausia rugsciy buvo pagaminta
pirmasias 24 h (pH sumazéjo 22%), véliau rugstingumas kito nezymiai (pH sumazéjo dar 4%.).
LUHS100 atveju, pH mazéjo, o BTR didéjo tolygiai visu fermentacijos periodu.

Visais atvejais, naudojant ultragarsu apdorotas RS, terpés pH poky¢iai tiek fermentuojnt LUHS173,
tiek LUHS100, nustatyti vidutiniskai 11,07 % mazesni, t.y. rigStingumo susidarymas terpéje vyko
lé¢iau, lyginant su neapdoroty RS terpe, t.y. RS terpé su didesniu VAK kiekiu, padidino naudoty
eksperimente PRB stabiluma.

mQ) ®mo 12 24 m36 m48 mG60
12 24 m36 m48 moe0

BR priedas BR priedas

3.3 pav. pH poky¢iai 60 h periodu, fermentuojant L. brevis LUHS173 (a) ir P. pentosaceus LUHS100 (b)
padermémis 35°C temperattiroje neapdorotas ir apdorotas ultragarsu (UG) ryziy sélenas (RS) su brukniy
i8spaudy (BR) priedu.

Rezultatai rodo, kad BR priedas reikSmingai (p<0,05) mazino terpés pH (3.3 pav.). Pridéjus 10-20%
BR | RS terpg, pH ir BTR pokytis nustatytas pokytis (atitinkamai 8,2 % ir 68 %, fermentuojant
LUHS173) ir 9,3% ir 22 % , fermentuojant LUHS100), lyginant su pradine verte (3.3 pav.).
Didziausias pH sumaz¢jimas (30-32 %) nustatytas po 36 h inkubacijos méginiuose su 30-50% BR
priedu (3.3 a pav.), fermentuojant LUHS100. Esant 50% BR priedo, pH verté nustatyta vidutiniskai
42 % (LUHS100) ir 14 % (LUHS173) mazesné nei be BR priedo (3.3 pav.), o BTR vidutiniskai 2,3
karto didesnis, lyginant su pradinémis Vertémis.

14 ) m§ 12 m24 m36 m43 mG0 5.0 ) m6 12 m24 m36 W43 mo0
12 0
10 6.0 I
7os & 30 |I
2 ﬁ 4.0
E 6 :l = 3p II |
. il | ||
fii i i wi DAAF
. M || o I (T
10% 0% 30% 40% 50% 10% 300
a BR priedas b BR priedas

3.4 pav. Bendras titruojamasi rigstingumas (BTR) RS-BR terpéje, fermentuojant L. brevis LUHS173 (a) ir
P. pentosaceus LUHS100 (b) padermémis.
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3.4.2. Apdoroty ultragarsu (UG) ryziy séleny (RS) ir brukniy iSspaudy (BR) priedo jtaka
atrinkty PRB antimikrobinéms savybéms

Pieno rigsties gyvybingumo (RS UG)-BR terpéje tyrimo rezultatai pateikti 3.5 paveiksle. Nustatyta,
kad LUHS173 mikroorganizmai intensyviai dauginosi pirmasias 6 h (eksponentiné faz¢), o nuo 6 iki
12 h laikotarpiu pasiektas didziausias lasteliy skaicius (stacionari augimo faz¢). llgiau fermentuojant
(24-36 h), uzfiksuotas PRB lasteliy skai¢iaus mazéjimas, priklausomai nuo apdorojimo ultragarsu ir
BR priedo. Neapdoroty ultragarsu RS terpéje LUHS173 KSV skaicius 24—-60 h periodu sumazéjo
0,61-1,34 log, tuo tarpu apdoroty UG RS terpéje su didesniu VAK kiekiu KSV skaicius nustatytas
0,56-0,69 log didesnis, lyginant su neapdorotomis RS.

LUHS100 greiciausiai dauginosi pirmasias 6 valandas (eksponentiné augimo faz¢), o didziausias
biomasés kiekis buvo pasiektas nuo 6 iki 36 h periodu (stacionari augimo faz¢). Ilgiau fermentuojant
(nuo 36 h), nustatytas LUHS100 lasteliy mazé&jimas. Didziausias lgsteliy skai¢ius neapdorotoje RS
terpéje nustatytas po 36 h (padidé¢jo 1,4 log KSV/mI, lyginant su pradine verte), o ultragarsu
apdorotose RS didziausias biomasés kiekis pasiektas po 60 h (9,22 log KSV/ml). Galima padaryti
iSvada, kad VAK priedas (RS apdorotos UG) padidino PRB stabilumg, sulétindamas PRB lgsteliy

skai¢iaus maz¢éjimg Zities fazéje, lyginant su kontroliniu méginiu, kuris nebuvo apdorotas ultragarsu
ir tur¢jo mazesnj VAK kieki.

9.5
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3.5 pav. Lactobacillus brevis LUHS173 (a) ir Pediococcus pentosaceus LUHS100 (b) augimo kreivés RS
terpéje ir su BR priedu.
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Vertinant BR priedo jtakg PRB gyvybingumui, nustatyta, kad visais atvejais BR priedas nuo 10 iki
50 % didino LUHS173 lasteliy skaiiy, priklausomai nuo fermentacijos trukmés. Didziausias L.
brevis LUHS173 lasteliy skaicius (9,25 log KSV/ml) pasiektas po 12 h RS fermentacijos terpéje su
50% BR priedu, tuo tarpu méginyje be BR priedo LUHS173 KVS nustatytas mazesnis (8,88 log
KVS/ml) (3.5 pav.).

Fermentacijos metu naudojant LUHS100 didZiausi susidar¢ biomasés kiekiai nustatyti po 12 h
fermentacijos. Atlikus fermentacija su BR priedu, matoma tendencija, jog didesnis BR priedo kiekis
slopina PRB dauginimasi, su 10 ir 20% BR priedu po 36 h fermentacijos LUHS100 lasteliy skaicius
padidéja 1,13 — 1,71 log KSV/ml, lyginant nuo pradinés reik§meés, tuo tarpu lyginant fermentacija su
didesniu kiekiu BR (30 — 50%), lasteliy kiekio padidéjimas matomas mazesnis (0,13 — 0,56 log
KSV/ml).

Mikroorganizmy antimikrobinio aktyvumo ryziy séleny terpéje tyrimo rezultatai po 24 h ir 48 h
fermentacijos P. pentosaceus LUHS100 ir L. brevis LUHS 173 pateikti, atitinkamai 3.5 ir 3.6
lentelése. Antimikrobinis aktyvumas priklausé nuo fermentacijos trukmés ir BR priedo. Taip pat
nustatyta, kad RS apdorojimas UG padidino LUHS100 ir LUHS173 antimikrobinj aktyvuma pries$ B.
cereus (LUHS100 ir LUHS173) bei pries P. aeruginosa (LUHS173 atveju) po 24 h fermentacijos,
bei E. coli, S. typhimurium ir P. aeruginosa (LUHS100 atveju) po 48 h fermentacijos, lyginant su
neapdorotais UG méginiais.

3.5 lentelé. P. pentosaceus LUHS100 supernatanty (S) ir neutralizuoty (pH 6,4) supernatanty (NS)
antimikrobinis aktyvumas po 24 ir 48 h fermentacijos ryziy séleny (RS) terpéje ir su brukniy iSspaudy (BR)

priedu
Méginiai E. coli S. typhimurium B. cereus St. aureus P. aeruginosa
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
RS S + + - + - + - - - -
NS - - - - - - - - - -
RSUG |S - ++ - ++ + + - - - +
NS - + - - - - - - - -
RS UG su BR priedu:
10%BR | S - T - - - ++ - + - +
NS - + - - - - - - - -
20%BR | S - + ++ + + - - + - -
NS - - - - - - - - - -
30%BR | S + ++ + - - + + + - +
NS - - - - - - - - - -
40%BR | S + + + - - + + + - -
NS - - - - - - - - - -
50%BR | S + + + + + - + + - +
NS - + - - - - - - - -
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3.5 lentelés tesinys

P. pentosaceus LUHS100 supernatanty (S) ir neutralizuoty (pH 6.4) supernatanty (NS) inhibicinés zonos: 1 — E.
coli 24 h 30 % BR, 2 —S. typhimurium 24 h 20 % BR, 3 — B. cereus 48 h 10 % BR

Slopinimo zonos: + = maza/silpno slopinimo zona (6-9 mm); ++ = vidutiné/stipri slopinimo zona (10-14mm); +++
= labai stipri slopinimo zona (15-18mm); — = néra slopinimo zonos.

Analizuojant LUHS100 supernatanty (S) antimikrobinj aktyvuma po 24 h fermentacijos, pastebéta,
kad visais atvejais BR priedas padidino Sios PRB antimikrobinj aktyvuma, lyginant su kontroliniu
meéginiu be BR priedo (3.5 lentel¢). DidZiausiu antimikrobiniu aktyvumu dél susidariusiy riig§ciy
poveikio pasizyméjo méginiai su 50% BR priedu pries E. coli, S. typhimurium, B. cereus ir St. Aureus
(3.5 lentelé). Neutralizuotuose supernatanty (NS) méginiuose po 24 h fermentacijos antimikrobinis
aktyvumas nenustatytas. Po 48 h fermentacijos nustatytas nedidelis aktyvumas ir neutralizuoty
supernatanty méginiuose, kaip indikatorinj mikroorganizmg naudojant E. coli. Nustatytas didesnis
antimikrobinis aktyvumas prie§ naudotus indikatorinius mikroorganizmus, lyginant su 24 h
fermentuotais méginiais.

3.6 lentelé. L. brevis LUHS173 supernatanty (S) ir neutralizuoty (pH 6.4) supernatanty (NS) antimikrobinis
aktyvumas po 24 ir 48 h fermentacijos ryZziy séleny (RS) terpéje be ir su brukniy i§spaudy (BR) priedu

Meginiai E. coli S. typhimurium B. cereus St. aureus P. aeruginosa
24h 48h 24h 48h 24h 24h 48h 24h 48h 24h
RS S + + + + - - - + + ++
NS - - - + - - - - - -
RS |S + - + + ++ + - - + +
UG | NS _ i i _ R - R - - -
RS UG su BR priedu:

10% | S + ++ + ++ ++ + + - + ++
BR NS _ - - _ R R - - -
20% | S ++ ++ + + ++ ++ + + ++ ++
BR NS - + - - - + - + - -
30% | S ++ + ++ ++ ++ ++ + + + +
BR [ NS - - - + - + - - - -
40% | S ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ + ++
BR | NS + + + + - - + + -
50% | S ++ ++ + ++ ++ + + ++ + ++
BR [ NS + + + + ++ ++ + + + +
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3.6 lentelés tesinys

L. brevis LUHS173 supernatanty (S) ir neutralizuoty (pH 6.4) supernatanty (NS) inhibicinés zonos: 1 — E. coli 48 h 50
% BR, 2 — B. cereus 48 h 40 % BR 3 — P. aeruginosa 24 h 50 % BR.

Slopinimo zonos: + = maza/silpno slopinimo zona (6-9 mm); ++ = vidutiné/stipri slopinimo zona (10-14mm); +++ =
labai stipri slopinimo zona (15-18mm); — = néra slopinimo zonos.

Fermentuojant RS su didesniu VAK kiekiu (po apdorojimo UG) LUHS173 paderme (3.6 lentelé), po
24 h nustatytas silpnas (+) inhibicinis E. coli S. typhimurium B. cereus P. aeruginosa slopinimas (3.6
lentelé.). Didziausias LUHS173 supernatanty antimikrobinis poveikis nustatytas po 48 h
fermentacijos pries$ visus indikatorinius mikroorganizmus, naudojant apdorotas UG RS ir 20-50 %
BR prieda. Taip pat, silpng slopinamajj poveikj prie§ E. coli, S. typhimurium, B. cereus ir P.
aeruginosa rodé¢ méginiy su 40 ir 50 % BR priedu neutralizuoti supernatantai, gauti po 24 h
fermentacijos.

Apibendrinant rezultatus, ryziy VAK kai kuriais atvejais didino PRB supernatanty ir neutralizuoty
supernatanty (pries E. coli LUHS100 atveju) antimikrobinj aktyvuma prie§ gramneigiamas bakterijas.
Statistiné analizé parodé, kad reik§minga (p < 0,05) jtakg PRB antimikrobiniam aktyvumui turéjo
fermentacijos trukmé ir BR priedas.

Taip pat, BR priedas turi jtakos patogeniniy bakterijy slopinimui dél sudétyje esanciy fenoliniy
junginiy. Paprastai uogy ekstraktai slopina gramneigiamas, bet ne gramteigiamas bakterijas. Sie
poky¢iai gali atspindéti Igsteliy pavirSiaus struktiry skirtumus tarp gramneigiamy ir gramteigiamy
bakterijy. Visy pirma, iSoriné gramteigiamy bakterijy membrana veikia kaip prevencing kliiitis nuo
hidrofobiniy junginiy [47]. Gramneigiamy bakterijy iSoriné membrana paprastai veikia kaip difuzijos
barjeras nepoliniy junginiy atzvilgiu, tai 1émé asimetrijg iSoriniame membranos sluoksnyje, kurj
didele dalimi sudaro lipopolisaharidai ir baltymai, tuo tarpu fosfolipidai orientuoti j vidinj membranos
sluoksnj [86].

Uogose yra daug jvairiy fenoliniy junginiy, tokiy kaip antocianinai, flavonoliai, taninai ir fenolio
ragstys. Fenoliniy junginiy bakterijy slopinimas yra siejamas su keliais mechanizmais, tokiais kaip
citoplazminés membranos destabilizacija, plazminés membranos permeabilizacija, bakterijy
tarplasteliniy fermenty slopinimas, tiesioginis poveikis mikroby metabolizmui ir substraty, reikalingy
bakterijoms augti atémimas [87, 88].
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Juodyjy serbenty (R. nigrum L.) uogose ir lapuose randama stipriomis antimikrobininémis savybémis
pasizyminciy polifenoliniy junginiy, juodasis serbentas taip pat zZinomas kaip uoga, prevenciskai ir
terapiskai veikianti zmogaus organizmg [89]. Laukiniuose Sermuksniuose (S. aucuparia),
pagrindiniai randami fenoliniai junginiai yra (neo)chlorogeninés rugstys ir flavonoliai, tokie kaip
kvercetino ir kaempferolio konjugatai [90, 91].

Pagal Bartkien¢ ir kt. (2019) atliktus tyrimus, placiausig patogeniniy ir oportunistiniy bakterijy
padermiy slopinimo spektra parodé liofilizuoti juodyjy serbenty ir liofilizuoty obuoliy Salutiniai
produktai (kurie slopino atitinkamai 13 ir 12 patogeniniy padermiy i§ 15 tirty padermiy). Siek tiek
mazesnj patogeniniy padermiy skaiciy slopino liofilizuotos avietés ir Sermuksniai, kurie slopino 10
patogeniniy padermiy i§ 15 tirty padermiy [92].

Antimikrobinis natiiraliy antriniy metabolity (fenoliniy junginiy), tokiy kaip galo riigstis, kvercetinas,
kofeino riigstis, kumaro ragstis, tanino riigstis ir katecholis, tyrimas buvo atlickamas prie$ mikrobines
rasis (E. coli, Pseudomonas aeruginosa ir Bacillus subtilis). Pagal literatiiros duomenis, galo rugstis
neslopino veiksmingai Bacillus subtilis augima, taciau E. coli ir P. aeruginosa buvo jautrts [93].
Pagal autorius, kvercetinas, kofeino ragstis, kumaro rtgstis, tanino ragstis ir katecholis veiksmingai
slopino organizmy augima [93].

Remiantis tyrimy rezultatais, PRB lasteliy jkapsuliavimas j vir§kinimui atsparaus krakmolo matrica
leisty sékmingai iSlaikyti pakankamai auks$ta probiotiniy bakterijy gyvybingy lasteliy skaiciy
(minimalus terapinis PRB Iasteliy skai¢ius 10° KSV).

3.5. Stabilizatoriy jtakos ryziy séleny (RS) ir brukniy iSspauduy (BR) modelinés sistemos
stabilumui jvertinimas

Imobilizavimo sistemos tekstiiros stabilumui uztikrinti naudoti skirtingi stingdikliai — agaras, natrio
alginatas ir ksantano guma. Jy jtakos RS-BR geliy su imobilizuotomis PRB tekstiirai tyrimo rezultatai
pateikti 3.6 paveiksle.

Rezultatai parodé, kad stingdikliai skirtingai veiké modeliniy sistemy tekstiiros parametrus.
Stabiliausia tekstiira gauta, naudojant natrio alginatg: Sios sistemos kietumo ir konsistencijos vertés
nustatytos didziausios (atitinkamai 5,2 N ir 27,8 N-s), o maziausiomis $iy parametry vertémis

pasizyméjo sistemos, ruoStos su agaru ir ksantano guma (atitinkamai vidutiniskai 3 N ir 13,9 N-s)
(3.6 pav.).
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3.6 pav. RS-BR modelinés sistemos su skirtingais stingdikliais kietumas ir konsistencija (a) bei lipnumo
(COH) ir klampos indekso (KI) (b) vertés. Stl — agaras, St2 — alginatas ir St3 — ksantano guma.
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Pazymétina, kad su alginatu ruoSta masé pasizyméjo didziausiomis klampumo indekso ir kohezijos
vertémis (atitinkamai 1,68-102 N-s ir 3,5 N), lyginant su kitais stingdikliais (vidutiniskai 0,75-102 N
ir 0,34 N) (3.6 pav.). Pagal gautus rezultatus, geriausi $ios masés stingimo rezultatai gauti, naudojant
natrio alginatg kaip stabilizatoriy.

Imobilizavimo sistemos, ruostos su agaru, natrio alginatu, ksantano guma, ir alginato ir ksantano
miSiniu (1:1) papildomai analizuotos optiniu mikroskopu (3.7 pav.). Geliy mikroskopiné analizé
parodé (3.7 pav.), kad stabilizatorius turéjo jtakos geliy homogeniskumui ir PRB suspensijos
pasiskirstymui.

D
pe. M

3.7 pav. Stabilizatoriy jtaka geliy su ksantano guma (A), agaru (B), ksantano guma ir natrio alginatu (C),
natrio alginatu (D) struktdrai.

Homogeniskiausia gelio struktiira gauta, naudojant agara ir ksantano guma: mikroskopinis vertinimas
rodo, kad PRB suspensija pasiskirsté tolygiai, daleliy dydis 50-70 um. Naudojant agarg, daleliy
dydis 50 — 65 pum , alginatg — 55 — 70 um. Netolygiausia struktira ir didziausios PRB suspensijos
dalelés gautos geliuose su ksantano guma (40 — 75 pum).

Mikroskopiné analizé parodé reik§Smingus skirtumus tarp geliy su skirtingais stabilizatoriais teksttiros
ir gelio homogeniskumo. Vizualiai uzfiksuotas drégmés iSsiskyrimas geliy su ksantano derva
pavirSiuje gali biti susijes su tuo, kad ksantanas yra hidrofilinis polimeras, kurio tirpalai pasizymi
dideliu klampumu ir dideliu pseudoplastiskumu, o geliai su alginatu parodé Zymiai didesnj klampuma
ir koheziskuma nei geliai su agaru ir ksantanu.

Remiantis teksttiros analize (3.6 pav.), agaras ir ksantanas sumazina RB-BR geliy viskoelastines
savybes, tuo paciu sumazina vandens sulaikymag gelio susidarymo metu, o geliuose su alginatu
nepastebétas vandens issiskyrimas. Kaip nustaté Figuero ir Genovese (2018), didelio esterinimo
laipsnio pektinas kei¢ia maisto sistemos struktiirg dél hidrofobinés sgveikos ir vandeniliniy jung¢iy,
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palaikanéiy gelio stabilumg [94]. Tikétina, kad didesnis tokiy hidrokoloidy, ryZiy séleny ir brukniy
pektino masés dalies vandens absorbcijos pajégumas padidino vandens sulaikyma gelio tinkle.

3.6. RS-BR geliy stabilumo ir imobilizuoty pieno rugsties bakterijy bioaktyvumo tyrimai
laikymo metu

Pagal antimikrobiniy tyrimy rezultatus, imobilizavimui RS-BR geliuose pasirinkta L. brevis
LUHS173, padaugintos RS-BR apdoroty UG ultragarsu terpéje. PRB mikroorganizmy kiekis
suspensijoje prie§ imobilizavimg nustatytas 8,22 log KVS/g, po imobilizavimo PRB skai¢ius gelio
tipo RS-BR méginiuose sudaré vidutiniskai 7,38 log KVS/g. PRB stabilumas RS-BR geliuose
analizuotas laike 56 dieny, méginius laikant 4°C ir 18°C temperatiroje (3.8-3.9 pav.).

Geliy masés pokyciy laikymo metu tyrimo rezultatai parodé tolygy masés mazéjima (3.8 pav.).
Didesni drégmés nuostoliai (vidutiniskai 12 %) nustatyti geliuose po 42 dieny laikymo 18 °C
temperattiroje (3.8 b pav.), lyginant su geliais, laikytais 4°C temperattroje (vidutiniSkai 13,4 %) (3.8
a pav.). Didziausi drégmés nuostoliai, laikant 18°C ir 4°C temperatiirose, nustatyti geliuose su agaru
ir ksantano guma (atitinkamai 20,2 ir 17,6 %), o stabiliausi nustatyti geliai, ruosti su natrio alginatu:
drégmeés nuostoliai sudaré, atitinkamai 7,8 ir 6,6 % (3.8 pav.).
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3.8 pav. RS-BR geliy masés poky¢iai, laikant 4°C (a) ir 18 °C (b) temperatiiroje.

40



Vertinant PRB stabilumg laikymo metu, nustatyta, kad laikymo trukmé ir temperatira turéjo
reikSmingos (p<0,05) jtakos imobilizuoty PRB Igsteliy gyvybingumui (3.9 pav.). Po 7 dieny
iSlaikymo 4°C temperatiiroje, LUHS173 gyvybingy lasteliy kiekis sumazéjo vidutiniskai 0,102 log
KSV/g, 0 po 56 dieny laikymo — 1,49 log KSV/g. Laikant 18°C temperatiiroje gyvybingy lasteliy
skaiius vidutinis§kai sumazéjo 0,146 log KSV/g po 7 dieny, ir 1,58 log KSV/g — po 56 dieny.

Didziausias PRB sumaz¢jimas po 56 dieny laikymo nustatytas RS-BR gelyje su ksantano guma
(sumazéjimas 2,464 log KSV/g), o stabiliausiai PRB lgstelés iSsilaiké, imobilizavus gelyje su natrio
alginatu (vidutiniskai sumazéjo 0,765 log KSV/g) (3.9 pav.). RS-BR gelis su agaru pasizyméjo
mazesniu apsauginiu poveikiu PRB stabilumui: gyvybingy lasteliy skaicius po islaikymo nustatytas
vidutiniska 9,7 % mazesnis, lyginant su geliais, stabilizuotais alginatu ir ksantanu.
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3.9 pav. Imobilizuoty L. brevis LUHS173 gyvybingy lasteliy skai¢iaus poky¢iai geliuose su skirtingais
stabilizatoriais, laikant 4°C (a) ir 18°C (b) temperatirose.

3.7. RS-BR geliy stabilumo imituotomis virskinimo in vitro salygomis tyrimai

Vertinant imobilizuoty PRB stabilumg imituotomis virSkinimo salygomis, nustatyta, kad
stabilizatorius turéjo reikSmingg jtakg gyvybingy lasteliy iSsiskyrimui i$ gelyje (3.10 pav.).

PRB lasteliy skaiCius, i$siskyres j prading terpe po 15 min islaikymo, kito nuo 7,35 log KVVS/ml (gelis
su agaru) iki 5,05 log KVS/ml, is gelio su ksantanu ir vidutiniskai 3,93 log KVS/ml i§ geliy su alginatu
ir alginato ir ksantano miSiniu. Méginio su agaru atveju, visu iSlaikymo imituotomis virS§kinimo
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saglygomis periodu, gyvybingy lgsteliy skai¢ius mazéjo nereikSmingai (p>0,05), islaikius 60 min
(nustatytas pokytis 4 %), o zymesni poky¢iai nustatytas po islaikymo 2 h riigscioje terpéje (18 %), ir
papildomai 33 % po islaikymo 2 h zarnyno terpéje (pH 7,5) (3.10 pav.).

b .
1 pH 19! pH7.S5 Ag
7 : Alg
— Ks
P ; KstAlg
=
¥4
g s :
|
|
4 i
|
j
3 A 1
i
2 T T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
Trukmé, val.

3.10 pav. Skirtingy stabilizatoriy jtaka PRB lasteliy iSsiskyrimui i§ RS-BR su geliy imituotomis virskinimo
in vitro salygomis.

Kity méginiy atveju, iSlaikius riigséioje terpéje 60 min., nustatytas mazesnis PRB Iasteliy
i§siskyrimas (vidutiniskai 17 %). Po 90 min iSlaikymo skrandZio terpéje pastebétas Igsteliy skaiciaus
padidéjimas rodo, kad geliai ruoSti su alginatu ar ksantano guma pradeda irti. Skrandzio sultis
imituotoje terpéje (pH 1,9) nustatytas Zymesnis PRB issiskyrimas po 2 h i§laikymo i§ geliy su alginatu
ir ksantanu: vidutinis gyvybingy lasteliy skaicius sudaré 3,2 log KSV/ml (Alg) ir vidutiniskai 4,3 log
KVS/ml, lyginant su jy skai¢iumi terpéje po 60 min (2,8 log KVS/ml (Alg) ir vidutiniskai 3,6 log
KVS/ml (Ks ir Ks+Alg)).

Laikant RS-BR gelius su Alg ir Ks zarnyno sultis imituojancioje tulzies drusky terpéje (pH 7,5),
gyvybingy lasteliy skai¢ius padidéjo terpéje vidutiniSkai 13 %. Didesnj stabiluma Sioje terpéje parode
geliai su alginatu ir alginato ir ksantano misiniu (lasteliy j vir§kinimo terp¢ peréjo, atitinkamai 4,03
ir 3,85 log KSV/ml), didesnis pokytis nustatytas, laikant gelj, ruostg tik su ksantanu (5,05 log
KVS/ml) (3.10 pav.).

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad rudyjy ryziy séleny su didesniu atsparus
virSkinimui  krakmolo kiekiu ir brukniy uogy iSspaudy matrica gali uZztikrinti imobilizuoty
mikroorganizmy lgsteliy stabiluma, apsaugant nuo aplinkos poveikio laikymo metu (likusiy Igsteliy
skai¢ius gelyje sudaré vidutiniSkai 5,8 log KVS/g) ir nuo greito suirimo vir§kinimo sglygomis, taip
uztikrinant tolygy ju i$siskyrima t.y. turintis potencialy teigiama poveikj sveikatai.

Konkre¢iy bioaktyviy medziagy iSsiskyrimg biity galima kontroliuoti, naudojant tinkama
stabilizatoriy ir (arba) dangg. Rezultatai rodo, kad PRB lasteliy imobilizavimas RS — BR matricoje
apsaugo nuo skrandzio ir plonosios Zarnos aplinkos poveikio, o toks gelio tipo produktas,
stabilizuotas natrio alginatu, gali uztikrinti lasteliy patekima j storaja zarna. Sios i§vados sudaro tvirta
pagrindg funkcinio maisto, turin¢io pridéting verte, kiirimui. Be to, struktiirizavimas didelés galios
ultragarsu (2 W/cm?) zemoje temperatiiroje suteikia veiksmingo ir ekologisko proceso taikyma
augaly polisacharidy ir probiotiky valorizavimui ir padidina Siy produkty antimikrobinj potencialg.
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Sukurta technologija parodo, kad apdorojimas didelio galingumo ultragarsu zemoje temperatiiroje
gali bati panaudotas ryziy malimo $alutiniy maisto zaliavy, panaudojant kaip substrata PRB lasteliy
imobilizavimui, kartu su BR fitochemialy funkcionalizavimui j pageidaujamy savybiy galutinj
produkta [95,96].
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4. Rekomendacijuy dalis

D¢l nuolat augancios paklausos maisto produkty turinéiy bioaktyviy komponenty ir/arba gyvy
bakterijy lasteliy ir maisto perdirbimo pramongje susidaranciy dideliy kiekiy atlieky, kuriose gausu
biologiskai naudingy junginiy, kurta sistema, kuri savo sudétimi biity naudinga organizmui ir
pagerinty probiotiniy bakterijy iSsilaikyma, bet apsaugoty jas nuo nepalankiy salygy susidaranciy
vir§kinimo metu. Siuo darbu buvo siekiama istirti brukniy uogy ir ryziy perdirbimo alutiniy produkty
valorizacijos galimybes, Kuriant maisto struktiiras, uZtikrinanéias imobilizuoty pieno rtgsties
bakterijy gyvybinguma. Zemiau pateikta aparatiiriné schema ryziy séleny ir brukniy uogy gelio tipo
produktui, pasizymin¢iam antimikrobiniu poveikiu, gaminti.

4.1 lentelé. Gamybos linijos aparatiira

Irenginio Nr. | Irenginys

1 Sijotuvas (angl. sieve shaker)
2 Maisyklé

3 Homogenizatorius

4 UG vonia

5 Maisyklé

6 Formavimo jrenginys

7 Pakavimo jrenginys

10 Vésinimo kamera

S1, Siurblys

S2,53,54, S5 | Tarinis siurblys (angl. positive displacement pump)
R1-R5 Zaliavy rezervuarai

Aparatiirinés schemos aprasymas:

I talpyklos (R1) ryziy sélenos rankiniu biidu pakraunamos j sijotuvg (1) ir frakcionuojamos pagal
daleliy dyd; atitinkamais sietais, surenkant atskiras frakcijas. RyzZiy séleny frakcija R200 ir
atitinkamas kiekis brukniy i§spaudy milteliy (R2) (santykis 1:1) rankiniu bidu paduodama j maisykle
(2), kur tiekiams ir 40°C vanduo. MaiSoma iki vienalytés masés, po to masé tariniu siurbliu (S2)
tiekiama j homogenizatoriy (3), kur homogenizuojama 2 min. Po mai§ymo masé tiiriniu siurbliu (S3)
tiekiama j ultragarso (UG) vonig (4) ir veikiama 20 min 2 W/cm? intensyvumo ultragarsu, palaikant
40°C temperatiira. UG apdorota masé tariniu siurbliu (S4) tiekiama j maiSymo tanka (5), kur
temperatlira sureguliuojama iki 35°C ir dozuojama pieno rugsties bakterijy LUHS173 L. brevis
suspensija (R5) Mikroorganizmy imobilizavimas vykdomas, $velniai maiSant 36 h. Po i$laikymo, j
mase jmaiSomi atitinkami kiekiai stingdiklio (10% s.m. natrio alginato) (R3). Siame etape galima
pridéti skoniniy medziagy (R4) (pvz. sorbitolio). Gauta masé atvésinama iki 15°C ir tiriniu siurbliu
(S5) nukreipiama formavimui ir pjaustymui (6). Gauti batonéliai (10 cm x 2 cm x 1 cm) transporteriu
paduodami fasavimui (7) j sandarias polietileno pakuotes po vieng ir po 4 vnt. sudedami j kartono
dézutes su etiketémis. Dézutés dedamos | kartono dézes, kurios sudedamos ant paleciy (8) ir
gabenamos ] Saldymo kamera (temperatiira 4°C), kur i§laikomos 24 h galutinei struktiirai susidaryti.
Produktas laikomas ir gabenamas 4°C temperatiroje, o tinkamumo vartoti trukmé — iki 56 dieny,
laikant 4°C temperatiroje.
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4.1 pav. Ryziy séleny ir brukniy i$spaudy geliy tipo produkto su imobilizuotomis bakterijomis gamybos schema
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ISvados

Nustatyta, kad optimalios apdorojimo ultragarsu (850 kHz) saglygos efektyviam virSkinimui
atsparaus krakmolo (VAK) susidarymui ryZiy sélenose yra: 2 W/cm? galia; trukmé 20 min.,
40 °C temperatiira. Siomis sglygomis galima gauti 11,79 mg/100 g VAK kiekj.

Nustatyta, kad ryziy séleny (RS) apdorojimas ultragarsu ir brukniy vogy iSspaudy (BR) priedas
didino Lactobacillus brevis LUHS173, bakterijy stabilumg ir 1étino PRB, lasteliy skai¢iaus
maz¢jimg zuties fazéje (vidutiniSkai KSV skaicius padidéjo nuo 8,2 iki 9,06 log KVS/ml).
Pediococcus pentosaceus LUHS100 Ié¢iau adaptavosi apdoroty UG RS terpéje, taciau ilgiau
i8silaiké stacionarioje fazéje ir turéjo létesn] lasteliy mazeéjima zuties fazéje.

Tyrimai parodé, kad didziausiu antimikrobiniu aktyvumu prie§ tirtus indikatorinius
mikroorganizmus Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus
cereus ir Staphylococcus aureus pasizyméjo L. brevis LUHS173 (slopinti 5 patogenai) ir P.
pentosaceus LUHS100 (slopinti 4 patogenai) metabolitai. Silpnesnis slopinantis poveikis
nustatytas P. acidilactici LUHS236, o maziausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo L.
paracasei LUHS244 metabolitai.

BR priedas reik§mingai (p<0,05) didina PRB gyvybingumag ir stabilumg fermentuojant. BR 10-
20% priedas padidino L. brevis LUHS173 ir P. pentosaceus LUHS100 skaiciy atitinkamai 8,2
% ir 14%, lyginant su pradiniu skai¢iumi. Esant 30-50 % BR priedo, KVS nustatyti vidutiniskai
7,8 % (LUHS100) mazesni ir 3 % (LUHS173) didesni nei be BR priedo. Pagal gautus rezultatus,
imobilizavimui | RS-BR matricg atrinkta LUHS173 padermé¢ ir 50% BR priedas.

Tyrime naudoti stingdikliai skirtingai veiké modeliniy sistemy teksttiros parametrus. Stabiliausia
RS-BR (komponenty santykis 1:1) gelio tekstiira gauta, naudojant natrio alginata: $ios sistemos
kietumo ir konsistencijos vertés nustatytos didziausios (atitinkamai 5,2 N ir 27,8 N-S), 0
maziausiomis §iy parametry vertémis pasizymeéjo sistemos, ruostos su agaru ir ksantano guma
(atitinkamai vidutinis$kai 3 N ir 13,9 N-s).

Geliy stabilumui laikant reikSmingg jtaka (p < 0,05) turéjo temperatiira ir stabilizatoriaus rasis.
Didziausi drégmés nuostoliai, laikant 18°C ir 4°C temperatiirose, nustatyti geliuose su agaru ir
ksantano guma (atitinkamai 20,2 ir 17,6 %), o stabiliausi nustatyti geliai su natrio alginatu:
drégmés nuostoliai sudare, atitinkamai 7,8 ir 6,6%.

Laikymo trukmé ir temperatiira turéjo reikSmingos (p<0,05) jtakos imobilizuoty PRB lasteliy
gyvybingumui. Po 7 ir 56 dieny iSlaikymo 4°C ir 20°C temperatiiroje, L. brevis LUHS173
gyvybingy lIasteliy skai¢ius sumazejo vidutiniskai atitinkamai 1,6 ir 20,8% . Didziausias lasteliy
skaiCiaus sumazéjimas laikymo periodo pabaigoje nustatytas RS-BR gelyje su ksantano guma
(sumazejimas 2,46 log KSV/g), o stabiliausiai PRB lgstelés iSsilaiké, imobilizavus gelyje su
natrio alginatu (sumaZzéjimas 0,76 log KSV/g).

Imobilizuoty PRB stabilumui imituotomis vir§kinimo saglygomis reikSmingg jtaka tur¢jo terpé ir
naudotas stabilizatorius. Lasteliy skaiCius skrandzio aplinkg imituotoje terpéje (pH 1,9),
i§siskyres 1§ gelio su ksantanu sudaré vidutiniSkai 4,27 log KVS/ml, o i§ geliy su alginatu ir
alginato ir ksantano misiniu vidutinidkai sudaré 3,93 log KVS/ml. Zarnyno sultis imituojangioje
terpéje (pH 7,5), iSsiskyrusiy gyvybingy lasteliy skaiCius terpéje papildomai padidéjo
vidutiniSkai 9 %. Didesnj stabiluma §ioje terpéje parodé geliai su alginatu ir alginato ir ksantano
misiniu (vidutinis lgsteliy skaicius, atitinkamai 4,03 ir 3,85 log KSV/ml), o i§ gelio su ksantanu
sudaré vidutiniSkai 4,64 log KVS/ml. Méginio su agaru atveju, visu iSlaikymo imituotomis
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virSkinimo sglygomis periodu, gyvybingy lasteliy skaiius mazé¢jo nereikSmingai (p>0,05),
iSlaikius 60 min (nustatytas pokytis 4 %), o Zymesni pokyciai nustatytas po iSlaikymo 2 h
rigscioje terpéje (18 %), ir papildomai 33 % po iSlaikymo 2 h zarnyno terpéje.

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad rudyjy ryziy séleny su didesniu atsparus
virSkinimui krakmolo kiekiu ir brukniy uogy iSspaudy matrica gali uztikrinti imobilizuoty
mikroorganizmy lgsteliy stabiluma, apsaugant nuo aplinkos poveikio laikymo ir nuo greito
suirimo virskinimo salygomis, taip uztikrinant tolygy jy iSsiskyrimg t.y. turintis potencialy
teigiamg poveikj sveikatai.
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